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ATP Trifosfato de adenosina 
BM Biologia molecular 
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bumetanida 
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Km Inhibicion enzimatica al 50 % 
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Hi Microlitros 
mM = Milimotar 
mOsm Miliosmolar 
NaCI Cloruro de sodio 
NaOH Hidrdxido de sodio 
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nm Nandmetros 
NS_ No significativa 

11B-HSD 11-f$-hidroxiesteroide 
deshidrogenasa 
PCR Reaccién en cadena de la 
polimerasa 
PKA Proteina cinasa A 
PKC Proteina cinasa C 
RNA Acido ribonucléico 
RNAm RNA mensajero 
tpm Revoluciones por minuto 
RT-PCR Transcripcién reversa y 
PCR 
TCC Tubulo colector cortical 
TCME Tutbulo colector medular 
externo 

TCMI Tubulo colector medular 
interno 

TG Tiocianato de guanidina 
TR Transcripcién reversa 
V_ Voltios 

Vmax Inhibicidn enzimatica al 100 % 

 



  

INTRODUCCION 

Una de las principales funciones del rifén es la excrecién de sal y agua, lo 

que le permite mantener constantes la osmolaridad y la composicién de los 

liquidos corporales a pesar de las variaciones en la ingesta de agua y solutos. 

Esta funci6n la realiza el rifién mediante la integracion de la filtracion glomerular y 

la reabsorci6n tubular. La filtracién glomerular es un proceso pasivo que depende 

de la presién de perfusion renal y de la integridad anatémica del glomérulo. La 

reabsorcién tubular es un proceso activo con gran consumo de energia que 

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

eficiencia del epitelio tubular renal es tan grande que reabsorbe en un dia 178 

litros de agua y 1.3 kg de NaCl. 

ESQUEMA GENERAL DE LA REABSORCION RENAL DE SODIO 

De Wardener demostré en 1961 (de Wardener H E et al., 1961) que bajo 

Condiciones fisiolégicas la excrecién urinaria de Na* no depende de Ia filtracion 

glomeruiar, sino de la funcién del epitelio tubular renal. La investigacién que se 

ilevé a cabo en este campo en las siguientes décadas ha mostrado que la 

reabsorcién de Na’ a {o largo de la nefrona depende de la operacion simultanea 

de ta Na*:K*-ATPasa en la membrana basolateral y de diversas proteinas 

acarreadoras de Na* en la membrana apical. En el tibuto proximal y en el asa de 

Henle ja reabsorcién depende de la carga de Na’, mientras que en el tubulo 

colector depende de la necesidad de mantener el balance de Na’. El ajuste fino de 

la natriuresis se define entonces en los segmentos distales de la nefrona (de 

Wardener H E, 1987; de Wardener H E, 1978). 

ire}
  



  

La figura 1 muestra un esquema del mecanismo general de reabsorcién de 

Na* que utilizan las células epiteliales a lo largo de la nefrona. La Na*:K*-ATPasa 

se localiza exclusivamente en la membrana basolateral, por lo que polariza a las 

céluias epiteliales en dos caras: apical o tuminal y basolateral (Fambrough M et al., 

1987; Jorgensen P L, 1986; Jorgensen P L, 1980). Esta proteina es la encargada 

de sacar Na’ de la célula, en contra de su gradiente de concentracién, mediante 

un mecanismo de transporte activo 
Luz Intersticie 

Apicat Renal dependiente del trifosfato de 
Basolateral 

Tubular 

adenosina (ATP), en el que salen 

de la célula tres iones de Na* y 

entran dos de K*. La consecuencia 

  

de esta polarizacién es que el 

+ . 
Figura 1. Fisiologia molecular de la reabsorcién ‘transporte de Na* es vectorial, 
de Na‘ transtubular. El Na’ filtrado entra a la 
célula por la membrana apical por medio de un desde fa luz tubular hacia ef 
acarreador transmembranal que puede también 
reabsorber (cotransportador de sodio-glucosa o 
sodio-fosfato) o  secretar otra  sustancia 
{intercambiador sodio-hidrégeno) o por un canal . . 
selectivo. El Na’ regresa a la circulacion sistemica carga eléctrica negativa en el 
via la Na’:K* ATPasa en la membrana basolateral. 

intersticio renal, con lo que la 

interior de fa célula permanece 

Constante, se mantiene la osmolaridad intracelular y ademas aumenta ta 

concentracién de Na* en el espacio intersticial, lo que a su vez crea un gradiente 

osmotico que promueve la difusion de agua, por via paracelular, desde la luz 

tubular hacia ef espacio intersticial (Jorgensen P L, 1986; Jorgensen P L, 1980). El 

Na’ entra a las células epitetiales por la membrana apical a favor de su gradiente 

de concentracién. Esto lo hace a través de un proceso de transporte activo 

secundario, en el que otros iones o moléculas son acoplados al Na* para  



  

transportarse en contra de su gradiente. Las proteinas de membrana que llevan a 

cabo este tipo de transporte se conocen como transportadores secundarios 

porque la energia requerida para el transporte no se obtiene por hidrdlisis de ATP, 

sino a partir de la energia generada por el gradiente electroquimico del Na‘ (Geck 

P and Heinz E, 1989). 

La presencia de diversos tipos de cotransportadores, contratransportadores 

0 canaies es en parte responsable de la heterogeneidad de la nefrona, por lo que 

se ha dividido en varias regiones, en las que la reabsorcién de Na’ y otros solutos 

difiere de una region a otra. 

Tubuto proximal 

En el tubulo proximal se reabsorbe aproximadamente el 60% del 

ultrafiltrado glomerular y el 100% de la glucosa y aminodacidos. La intensa 

reabsorcion se debe a la gran concentracion de ta Na‘:K’-ATPasa en la 

membrana basolateral. 

El transporte de Na* en ef tubulo proximal se lleva a cabo en dos fases 

(Rector F C, 1983; Schafer J A, 1984). En la primera, se reabsorben nutrientes 

esenciales como glucosa y aminoacidos debido a la presencia de 

cotransportadores de Na*-glucosa y de Na*-aminoacidos en fa membrana apical. 

La segunda fase consiste en el transporte de NaC! que se lleva a cabo por la 

operacién simultanea de los contratransportadores de Na*:H* y de Cl:HCO3 

(Berry C A and Rector F C, 1991b; Berry C A and Rector F C, 1991a; Baum M, 

1987; Preisig P A and Rector F C Jr, 4988) (Figura 2).El contratransportador de 

Na*:H*, no sélo interviene en la reabsorcién renal de Na‘, sino también en  



  

procesos de regulacién det volumen celular y del metabolismo acido-base. Este 

tipo de transporte es sensible a drogas que inhiben la accién de la anhidrasa 

carbonica incrementando la acidez de! fluido tubular en esta zona. 

En el tubulo proximal la reabsorcién de sal y agua es constitutiva y 

representa aproximadamente el 60 a 70 % de la reabsorcidn total. La reabsorcién 

es constitutiva porque esta bajo controt de los denominados factores fisicos 

peritubulares que juegan un papel    Luz lntersticio 

preponderante en la regulaci6n de Tubular Apical Renal 

Nat Basolateral 

la reabsorcién del ultrafiltrado ‘Aminoécidos 
Glucosa 

glomerular (balance —glomeru- Fotos. r 

w. 2K* 
lotubular), A mayor _ filtracion cr   
glomerular, mayor sera la presion 

intratubular y menor la presién 

Figura 2. Fisiologia molecular de! tubulo 
capilar postglomerular, por lo que proximal. EI Na‘ filtrado ingresa a la célula por fa 

membrana apical por medio de _ los 
cotransportadores de Na*:aminodacidos, 
Na‘:glicosa o Na‘:fosfatos o por el 
intercambiador Na”‘hidrégeno, Y sale por la 

reabsorcién. En cambio, a menor membrana basolateral, al intersticio renal, via ta 
Na’:K* ATPasa 

se incrementa Ja fuerza de 

filtraci6n glomerular, menor sera la 

presién intratubular y mayor ta capilar postglomerular, lo que disminuye el 

gradiente de reabsorcién (Brenner B M et al., 1973; Ichikawa | and Brenner B M. 

1979; Ott C E et al., 1975). 

Asa de Henle 

Se localiza a continuacion del tubulo proximal, en la zona marcada por fa 

unién entre las regiones externa e interna de la médula externa. Se divide en dos  



  

partes: descendente y ascendente, esta ultima subdividida en porcién gruesa y 

delgada. En el asa ascendente se reabsorbe el 20% del filttado glomerular y es la 

encargada de proveer a la médula renal con la hipertonicidad intersticial que es 

necesaria para poder diluir o concentrar la orina. El NaCl se reabsorbe en ei asa 

ascendente, mientras que el agua lo hace en la porcién descendente. La porcion 

descendente del asa de Henle tiene elevado indice de permeabilidad al agua 

debido a la presencia de los canales de agua localizados en la membrana apical, 

conocidos como acuaporina-1 (Nielsen S et al. 1995). La combinacién de 

hipertonicidad en la médula renal con canales de agua en la membrana apical 

resultan en una gran tasa de reabsorcién de agua en este sitio. Ademas, la 

actividad de la Na*:K*-ATPasa es muy baja, por lo que casi no hay reabsorcion 

activa de solutos. Por lo tanto, la reabsorcién de agua sin reabsorcion de sal 

resulta en concentracion del liquido tubular que en el rifién humano alcanza hasta 

1200 mOsm/kg en la punta de la papila renal. 

El asa ascendente de Henle es el sitio en donde se reabsorbe NaCl, sin 

teabsorcién de agua. En este sitio, fa actividad de la Na*:K’-ATPasa en la 

membrana basolateral es muy elevada y la membrana apical es impermeable al 

agua, de modo que se reabsorbe Na‘, pero no agua (Khraibi A A and Knox F G, 

1989). La membrana apical es impermeable al agua porque es una membrana 

simple, con poca superficie de reabsorcién, sin acuaporinas y con uniones 

intercelulares muy estrechas. En cambio, la reasbsorcién de NaCl es muy intensa 

debido a la presencia de! cotransportador de Na*:K*:2CI (Ott C E et al., 1975). 

Esta proteina es sensible a los diuréticos de asa como el furosemide y la 

bumetanida, to que explica el potente efecto diurético de estos farmacos. Como se  



  

trata de un acarreador de membrana, el transporte de Cr en la membrana apical 

depende del gradiente para la reabsorcién del Na* (Molony D A et al., 1989; 

Altamirano A A et al., 1988). En este cotransporte, un Na’ (a favor de su 

gradiente), un K* (en contra de su gradiente) y dos CI (en contra de su gradiente) 

se transportan hacia el interior de ta célula. El Na* abandona la célula en la cara 

basolateral a través de la Na‘:K*-ATPasa, el K’ se recicla hacia el interior del 

tubulo por canales conductivos y los iones Cf salen de la célula en la cara 

basolateral mediante canales de CI’ o por transporte activo secundario unido al K* 

(Cotransportador de  K’*:CI) 

      

Luz Intersticto 
Tubular . Renal wa EEN _ Psalter (Hebert § C and Andreoli T E, 

at 

ae or HAD 1984; Guggino W B et al., 1988: 
Bumetanida 

“eRe Greger R and Schlatter E, 1983) 
2cl- 2K* 

Ke (Figura 3). 

Nat La activacién simultanea 

Figura 3. Fisiologia molecular del asa de Henle. El del cotransportador de 
Na’ ingresa a fa célula via el cotransportador de 
Na*:K":CI 0 Na*:CI en la membrana apical yregresaa WNa*:K*:2CIr, de los canales de 
{a circulacién sistémica via la Na‘:K* ATPasa en la 
membrana basolateral. El CI ingresa a la célula por el + i i 
cotransportador de Na‘:K’:Cl o Na‘:Cr en la K" apicales sensibles a ATP y membrana apical y sale por canales en la membrana . 
basolateral. El K° ingresa a ta célula por el de los canales de Cl en la 
cotransportador de Na‘:K":CI' en la membrana apical y 
recicla a la luz tubular por los canales conductivos, membrana basolateral hace al 
generando voltaje positivo en {a luz tubular y asi, otro 
cation se reabsorbe por via paracelular. spare ee Ps Paracel epitelio termodinamicamente 

mas eficiente porque permite aumentar la reabsorcién de Na’*, sin que esto 

represente mayor gasto de energia. La salida de CI por la membrana basolateral, 

junto con et reciclaje del K* hacia la luz tubular, genera voltaje positivo en el 

interior de fa luz tubular lo que permite el transporte de otro catién por via  



  

paracelular. Este otro cation puede ser Na‘, Ca?’, Mg’*, etc. La reabsorcién de 

este segundo catién no consume energia porque no requiere de la Na‘:K’- 

ATPasa. Asi, en el asa de Henle, ta relacién entre moles de Na’ reabsorbidos por 

mo! de O2 consumido puede cambiar de 17:1 en ausencia de vasopresina (Hebert 

SC et al., 1981a; Hebert S C et al., 1981b), a una retacién cercana a 36:1 en su 

presencia, es decir, el doble de reabsorcidn, con el mismo gasto de energia (Sun 

A et al., 1991). El papel fundamental del cotransportador de Na*:K’:2CI’, det canal 

de K* y del canal basolateral de CI’, en el transporte de NaCl en el asa ascendente 

de Henie, ha quedado plenamente demostrado no solo por estudios fisiolégicos, 

sino también porque se ha identificado que mutaciones en cualesquiera de estos 

genes son responsables del sindrome de Bartter (Simon D B et al., 1996a; Vargas- 

Poussou R et al., 1998). Esta enfermedad hereditaria se caracteriza por reduccion 

de ta funcién del asa ascendente de Henle que resutta en pérdida renal de sal con 

hipotensién arterial, aicalosis hipokalémica, inhabilidad para concentrar ta orina y 

pérdida renat de Ca”* y Mg** (Simon D B et al., 1996a; Simon D B et al., 1996b: 

Simon D B et al., 1997). 

Tubulo distal 

El transporte de Na’ en la membrana apical de! tubuto distal se lleva a cabo 

por dos mecanismos: el cotransporte electroneutro de NaCl y el transporte 

electrogénico de Na* (Velazquez H and Wright F S, 1986; Rose B D, 1991). El 

primero se lleva a cabo en la region inicial del tubulo distal, donde el Cl es 

transportado hacia el interior de la célula en contra de su gradiente y el segundo 

 



mecanismo, en fa porcién final del tubulo distal gracias a canales de Na‘, 

sensibles a amiloride (Rose B D, 1991). 

EI Na’ que ingresa a fa célula por ambos mecanismos, se intercambia en la 

cara basolateral por K* via la Na*:K*-ATPasa. El K* que entra por ta cara 

basolateral es secretado hacia la luz tubular por canales conductivos, de modo 

que la secrecién de K* depende 

también de la Na*:K’-ATPasa y det 

cotransportador de Na*:CI. El Cl que 

ingresa a la célula, acoplado al Na’, 

sale por canales de CI, en la 

membrana basolateral, hacia el 

intersticio renal (Figura 4). 

La proteina responsable del 

transporte de Na* en la membrana 

apical del tubulo contorneado distal 

es el cotransportador de Na*:CIr que 

Luz Intersticio 
Tubular Renal 

Nat r Basolateral 

Tiazidas =j« ( } 

a 2° 

te Na 
Amiloride + Na 

  

Figura 4. Fisiologia molecular det tubulo 
distal. El Na* ingresa la célula via el 
cotransportador de Na*:Cl en la membrana apical 

y sale de la célula, al intersticio renal, via ta 
Na’:K* ATPasa en la membrana basolateral. El 
Ca” entra a la célula por la membrana apical a 
favor de su gradiente de concentracién y sale por 
la membrana basolateral via el intercambiador de 
Na*:Ca”’, 

tiene una estequiometria de 1 Na‘ y 1 CI’ y es sensible a tos diuréticos tipo tiazida 

(clortalidona, hidro-clorotiazida, metolazona). 

En el tubulo distal se reabsorbe el 5% del filtrado glomerular y la 

reabsorcion depende del flujo. El aumento del flujo a! tubulo distal durante la 

terapia con diuréticos, asi como la exposicién a dietas altas en sodio se acompajia 

de aumento en fa reabsorcién de Na* y CI, con hipertrofia tubular y aumento de la 

actividad de la Na*:K*-ATPasa (Velazquez H and Wright F S, 1986; Scherzer P et 

al., 1987; Ellison D H et al., 1989; Stanton B A and Kaissling B, 1988). 

 



Tubulo colector 

En el tubulo colector es en donde se modula fa diuresis final (de Wardener 

HE, 1978). Es en esta region de ta nefrona en donde puede o no retenerse cierta 

cantidad de Na’ y agua, y con esto se determina el volumen final de ta orina (de 

Wardener H E, 1978). Se divide en tres porciones: tUbulo colector cortical (TCC), 

tubulo colector medular externo (TCME) y tdbulo colector medular interno (TCMI). 

En el TCC la reabsorcién de Na* se realiza a través de canales de Na’, 

_ sensibles a amiloride (Stokes J B, Luz Intersticio 

Tubular Apical Renal 1990). Algunos autores han 
Basolateral 

   

   Na sugerido ta  operacién del 

x 
Amiloride 

3Nar IT cotransportador de Na*:cr 
2K* 

sensible a tiazidas (CST) en esta   
tegion (Terada Y and Knepper M 

A, 1990; Wilson D R et al., 1983), 
Figura 5. Fisiologia molecular del tdbulo 
colector. El Na” entra a la célula via el canalde pero la presencia de esta proteina 
Na’ sensible a amiloride en la membrana apical y 
regresa a la circulacién sistémica via la Na-K’ ng ha podido corroborarse (Plotkin 
ATPasa en la membrana basolatera!. El K+ que 
ingresa a la célula por la Na’:K’ ATPasa en la 
membrana basolateral sale a fa luz tubular por 
medio de canales conductivos en la membrana 

apical. al., 1995). 

M D et al., 1996; Obermuller N et 

El transporte activo de Na‘, K* y CI practicamente desaparece en el TCME, 

debido a que el voltaje se vuelve positivo (Stokes J B et al., 1978: Stokes J B et 

al., 1981), dando como resultado que la reabsorcion de Na* en esta porcion de la 

nefrona se realice sélo por via paracelular. 

 



En el TCMI el transporte de Na’ en la cara apical se fleva a cabo 

principalmente por fos canales catiénicos sensibles a amiloride y en la membrana 

basolateral por la Na*:K*-ATPasa (Stokes J B, 1990) (Figura 5). 

LA FAMILIA DE COTRANSPORTADORES ELECTRONEUTROS OE SODIO, 

POTASIO Y CLORO 

El cotransporte electroneutro de Na*, K* y CI sensible a diuréticos fue 

descrito por primera vez en 1980 por Geck y colaboradores (Geck P et al., 1980). 

A partir de este descubrimiento se han descrito diferentes cotransportadores 

electroneutros de Na*:(K*):Cl’ sensibles a diuréticos en células epiteliales y no 

epiteliales. 

Los cotransportadores electroneutros se agrupan en una familia de 

proteinas membranales con homologia estructural, cuya funcidn es el transporte 

de CI acoplado a cationes que pueden ser Na* , K*, o ambos. A la fecha, se 

conocen siete genes que codifican para miembros de esta familia. Se han 

identificado dos genes para el cotransportador de Na’:K*:2Cl sensible a 

bumetanida, uno que codifica para la isoforma apical especifica del asa 

ascendente de Henle, denominada CSB1 y clonada de rata (Gamba G et al., 

1994), ratén (Igarashi P et al., 1995), conejo (Payne J A and Forbush Ill B, 1994) y 

humano (Simon D B et al., 1996a) y otro para la isoforma basolateral o no epitelial 

(CSB2) clonada de tiburén (Xu J-C et al., 1994), ratén (Delpire E et al., 1994), 

bovino (Yerby T R et al., 1997), humano (Payne J A et al., 1995) y de la planta de 

tabaco (Harling H et al., 1997). Del cotransportador de Na*:CI' sensible a tiazidas 

(CST1) se conoce un solo gen que se ha clonado del lenguado (Gamba G et al., 

 



  

1993), rata (Gamba G et al., 1994) y humano (Simon D B et al., 1996c: 

Mastroianni N et al., 1996) y del cotransportador de K*:Cl’ se han identificado 

cuatro genes, tres para isoformas ubicuas (KCC1, KCC3 y KCC4), clonados de 

rata (Payne J A et al., 1996) y uno para una isoforma neuronal (KCC2) clonado de 

rata (Gillen C M et al., 1996). La figura 6 muestra el Arbol filogenético de la familia 

de proteinas, en la que claramente se observan dos ramas: una de los 

transportadores que acoplan Na* (CSB1, CSB2 y CST) y otra de los que acoplan 

Unicamente K* (KCC1 y KCC2). El grado de identidad entre CSB1, CSB2 y CST 

es superior al 50 % y entre KCC1 y KCC2 es superior al 70 %, mientras que entre 

CSB1, CSB2 y CST con KCC1 y KCC2 es apenas del 20%. 

  

  
  

  
  

    

  

      

CONEIO. 
CSB 

HUMANO: . 

95% RATA Apical 

AD hints RATUN 

L886 CSB 

415% tte FE isin Basolateral 

RATA 

i™% 0% 53% RATA CST 
IRAN Apical 

20%) 
hexane 

un Bevcistoral 

50% So tt000 
ag tou   
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A pesar de las diferencias en la sensibilidad a diuréticos, asi como en et tipo 

de iones y estequiometria del transporte, los cotransportadores electroneutros 

tienen alto grado de igualdad en {a 

secuencia de aminoadcidos y 

conservan la misma _topologia 

Propuesta a través del andlisis de 

hidrofobicidad (Gamba G et al., 

1994), La figura 7 muestra la 

topologia basica que consiste en 

una regién hidrofébica central de ~ 

250 residuos de aminoacidos con 

12 a-hélices, que se cree 

corresponden a regiones 

transmembrana, con un asa hidrofilica extracelular (glucosilada), entre los 

Segmentos transmembrana S7 y S8. El dominio hidrofébico central esta 

flanqueado por dos asas predominantemente hidrofilicas: una aminoterminal corta 

de 130 a 270 residuos de aminodcidos, con fa mayor diversidad y otra 

carboxitermina!l mas larga, que varia de 50 a 450 residuos de aminoacidos con 

multiples sitios potenciales para fosforilacion via proteina cinasa A (PKA) o 

proteina cinasa C (PKC) (Mount D B et al., 1998). La diversidad molecular de la 

familia de cotransportadores electroneutros es atin mayor dada la existencia de 

  

Figura 7. Topologia de los cotransportadores 
electroneutros de Na‘:(K*):2CI. Los extremos 
carboxi y amino terminales se tocalizan en el 
citoplasma y flanquean una regién hidrofébica que 
forma doce dominios transmembrana, entre el 
dominio 7 y 8 presenta un asa extracelular con 
sitios potenciales para glucosilaci6n. 

isoformas por empatme ailternativo de algunos genes como CSB1, CSB2 y CST. 

 



Cotransportador de Na*:CI’ sensible a tiazidas (CST) 

Biologia molecular del CST 

El primer cotransportador electroneutro que fue  caracterizado 

molecularmente fue el cotransportador de Na*:Cl. Esta proteina fue clonada 

inicialmente a partir de la vejiga urinaria del pez conocido como lenguado de 

invierno (Pseudopleuronectes americanus) (Gamba G et al., 1993), en el que 

Renfro y colaboradores (Renfro J L, 1978; Renfro J 1, 1975) y Stokes y 

colaboradores (Stokes J B et al., 1984} habian previamente demostrado la 

existencia de este cotransportador. Mediante la estrategia de expresion funciona! 

en ovocitos de Xenopus laevis, Gamba y cotaboradores (Gamba G et al., 1993) 

aislaron un fragmento de cDNA de 3.7 kilobases a partir del RNAm de la vejiga 

urinaria del lenguado. Este DNAc fue denominado CSTfl. CSTfi fue utilizado para 

construir una sonda con la que fue posible identificar y clonar el DNAc del CST de 

rata, denominado CSTr (Gamba G et al., 1994) y el de humano, denominado 

CSTh (Simon D B et al., 1996c). 

La identidad entre CSTfl, CSTr y CSTh es de 61 %. CSTr codifica para una 

proteina de 1002 residuos de aminoacidos con peso molecular de 110 kDa. El 

analisis de hidrofobicidad revela una proteina con el patrén antes mencionado 

para los cotransportadores electroneutros (Figura 7). CSTr tiene dos sitios 

potenciales para glucosilacién en el asa hidrofilica entre los segmentos 

transmembrana S7 y S8. Ambos sitios se utilizan para glucosilaci6n y son 

necesarios para !a apropiada funcién de! CST (Nishio T et al., 1998). En los 

extremos amino y carboxiterminales CSTr tiene 4 sitios potenciales para 

fosforilacién via proteina cinasa C (Gamba G et al., 1994). En el humano el gen de 

 



  

CST se localiza en el cromosoma 16 y mutaciones en este gen se han asociado 

claramente con el sindrome de Gitelman. Esta es una enfermedad hereditara 

caracterizada por hipotensién arterial con alcalosis metabdlica hipokalémica, 

hipoclaciuria e hipermagnesemia que se presentan usualmente en la segunda 

década de la vida (Simon D B et al., 1996a; Simon D B et ai., 1996b; Simon D B et 

al., 1997). 

La transfeccién de CSTfl y de CSTr en ovocitos de Xenopus laevis induce la 

aparicién de un cotransportador de Na’:Cl con cinética similar a la reportada para 

los transportadores endégenos. El transporte de Na* no depende de la presencia 

de K* extracelular ni es sensible a ouabaina, amiloride, acetazolamida y 

bumetanida. La captacién de Na’ inducida por CSTfl o CSTr es sensible a 

diuréticos tipo tiazida, con un patron de inhibicién similar al reportado para ta 

vejiga urinaria del lenguado (Stokes J B et al., 1984), para la unién de 

[’H]metolazona a membranas de corteza renal (Beaumont K et al., 1988) y para la 

actividad clinica de las tiazidas (politiazida > metolazona > triclorometiazida > 

bendroflumetiazida > hidroclorotiazida > clortalidona). En el analisis funcional de 

CSTHfl inyectado en ovocitos se demostré que ef coeficiente de Hill para Na* y Cl 

es de 1, lo que indica claramente que la estequiometria del cotransportador es de 

4Na*:1Cl (Gamba G et al., 1993; Gamba G et al., 1994). 

Localizacién del CST 

En 1975 Robert Kunau y colaboradores fueron los primeros en sugerir que 

las tiazidas ejercen su efecto diurético al inhibir la reabsorcién de sai en el tubulo 

distal (Kunau R T et al., 1975). Posteriormente, Costanzo (Costanzo L S, 1985) y 

Ellison (Ellison D H et al., 1987) mostraron que la reabsorcién de Na’* en el tubulo 
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distal es inhibida por diuréticos tipo tiazida. En experimentos de microperfusion in 

vivo en ratas Sprague-Dawley, Velazquez y colaboradores (Velazquez H et al., 

1984) demostraron que el transporte de Na* y Cl en el ttbulo distal es 

interdependiente y ocurre en ausencia de K*. El estudio cinético mostré Km de 9 

mM para el Na* y de 12 mM para el CI. Por fo tanto, estos trabajos demostraron 

que Ja principal via de reabsorcién de Na’ en ef tubulo distal es el cotransportador 

de Na*:CIl sensible a tiazidas. En otras especies se ha sugerido que el 

cotransportador de Na*:CI’ podria ser responsable de la reabsorcion de Na* mas 

alla del tubulo distal. Por ejemplo, el grupo de imai en Japon (Shimizu T et al., 

1988; Yoshitomi K et al., 1989), mostro que en el conejo el cotransportador de 

Na*:CI sensible a tiazidas se localiza en el tubulo conector y no en el tubulo distal 

(Yoshitomi K et al., 1989). Asi mismo, Terada y Knepper (Terada Y and Knepper 

M A, 1990) observaron que en ratas Sprague-Dawley tratadas con 

desoxicorticoesterona (DOCA) el 50 % de! transporte transepitelial de NaCl en el 

tubulo colector cortical (TCC) es inhibido por 100 pM de hidroclorotiazida, sin 

efecto detectable en el voltaje, lo cual sugiere que se trata del cotransportador 

electroneutro de Na*:CI. Los estudios de inmunofluorescencia concuerdan con la 

expresion del CST exclusivamente en el tubulo distal. Ahora que existen 

anticuerpos dirigidos especificamente contra el CST, Plotkin y colaboradores 

(Plotkin M D et al., 1996), Obermuller y colaboradores (Obermuller N et at., 1995) y 

Kim y colaboradores (Kim G-H et al., 1998) han mostrado en rifién de humano, de 

rata y de ratén, que el CST se expresa abundantemente en la membrana apical de 

la region inicial del tubulo distal, con disminucién de la expresi6n hacia el final det 

 



tubulo. En algunas ocasiones se ha visto leve tincién en la region inicial del tubulo 

colector. 

Caracteristicas funcionales del CST 

Beaumont y colaboradores (Beaumont K et al., 1988) realizaron estudios de 

afinidad de metolazona marcada radioactivamente con tritio ([’H]metolazona) en 

corteza renal de rata y demostraron que este compuesto se fija en dos diferentes 

sitios, uno de alta y otro de baja afinidad. El sitio de baja afinidad, con Km de 289 

nM, se localiza en varios tejidos (rifidn, higado, testiculo y coraz6n) y la unién de 

(H]metolazona es inhibida por otras drogas no derivadas de tiazidas, como los 

bloqueadores de canal de Ca**, por lo que se considerd como no especifico. En 

cambio, el sitio de alta afinidad, con Km de 4.27 nM, es exctusivo def rifién y la 

unién de [?H]metolazona puede ser alterada Gnicamente con otras tiazidas, y no 

con cualquier otro tipo de droga, por lo que se considerdé que este sitio representa 

unién de la ['H]metolazona al CST. La localizacién autorradiografica mostré que la 

unién de [H]metolazona en la corteza renal se lleva a cabo especificamente en el 

tubulo distal (Beaumont K et ai., 1989a). Dado que se consideré que estas 

caracteristicas correspondian a lo esperado para el receptor de tiazidas, desde 

entonces, varios grupos han utilizado ia unién de [*H]metolazona a corteza renal 

para inferir algunas caracteristicas fisiolgicas det CST en rifién de mamiferos. 

Tran y colaboradores (Tran J M et al., 1990) estudiaron e! efecto de 

diversos iones en la unién de [?H]metolazona a membranas de corteza renal y 

demostraron que el Na‘ estimula la unién, con Km de ~ 10 mM. En cambio, el CI 

en concentraciones bajas estimula la unién de (*H]metolazona, mientras que a 

 



  

concentraciones mayores se comporta como inhibidor. El coeficiente de Hill entre 

la metolazona y el Na’ fue de 1 a 1, lo que indica que ta interaccién de Na’* y 

metolazona tiene estequiometria de 1:1. Con estos resultados los autores 

sugirieron que la estequiometria del cotransportador es de 14:1, lo que ha sido 

comprobado por estudios funcionales det CSTfl (Gamba G et al., 1993) y que las 

tiazidas compiten con el CI por el sitio de unién. También se observé que el NH4* 

y el Li* afectan la union de (H]metolazona, pero el significado fisiologico de esta 

observacién no ha sido reportado. La idea de que la droga compite con el CI’ por 

el sitio de unién se ve reforzada por e! hecho de que esto mismo ha sido 

observado en el caso de los diuréticos de asa y el cotransportador de Na*:K*:2Cr 

(Forbush ili B and Palfrey H C, 1983; Haas M and McManus T J, 1983). 

En el tubulo distal, la inhibicién de la funcién del CST produce disminucién 

en la reabsorcién de Na’, por efecto directo de la droga, pero también aumento en 

la reabsorcién de Ca?*, por un efecto indirecto (Costanzo L S, 1985). No se 

conoce con precisién el mecanismo de esta accion indirecta, pero Friedman y 

colaboradores (Friedman P A and Gesek F A, 1993), han sugerido que las tiazidas 

bloquean fa entrada de Na* y CI’ en la membrana apical, mientras que el Na* 

continua saliendo en forma activa via la Na‘’:K*’-ATPasa en la membrana 

basolateral. La desproporcionada concentracién intracelular de Cl resulta en 

hiperpolarizacion de la célufa tubular distal que tiene como consecuencia la 

apertura de canales catiénicos en la membrana apical, de fos cuales los mas 

abundantes son los de Ca”*. De hecho, Barry y colaboradores (Barry EL Retal., 

1998) utilizando una estrategia con oligonucledtidos antisentido dirigidos en contra 

de las diferentes subunidades del canal de Ca”, han generado informacion que 
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sugiere que las subunidades a1c y 63 son las involucradas en la respuesta 

indirecta a las tiazidas. El efecto indirecto de las tiazidas tiene traduccién clinica 

importante. Las tiazidas, ademas del efecto natriurético, producen aumento en la 

reabsorcién de Ca”*, con la consecuente disminucion en la excrecién urinaria de 

Ca**. Por eso se utilizan tiazidas en el tratamiento de {a litiasis renal. Ademas, ta 

disminucién crénica en ta excrecién urinaria de Ca” en pacientes tratados con 

tiazidas, podria explicar el aparente efecto benéfico de las tiazidas en la masa 

Osea (Feskanich D et al., 1997; Cauley J A et al., 1993). 

Regulacién del CST. 

Regulacién aguda 

Debido a la ausencia de lineas celulares confiables de tubulo distal es poco 

lo que se conoce en relacién a la regulacién aguda del CST. 

Beaumont y colaboradores (Beaumont K et al., 1989b) demostraron que la 

isquemia renal aguda en ratas, producida por estenosis del pediculo renal, 

produce alteraciones inmediatas pero reversibles en el CST, ya que disminuye su 

densidad, medida con la unién de ?H]metolazona a membranas de corteza renal, 

en un 80%. Este efecto es revertido en un 40% con 10 minutos de reperfusion del 

tifién. Ademas, demostraron que el bloqueo de ta fosforilacién oxidativa con 

sustituci6n de oxigeno por nitrogeno o con tratamiento con dinitrofenol y que ta 

inhibicién det transporte de electrones mitocondrial con rotenona disminuyen la 

union de [*H]metolazona a un valor menor al 20% del original. Este trabajo sugiere 

que el CST es sensible a la concentracién de oxigeno, que presenta regulacién 

aguda y reversible, y que la afinidad del CST por las tiazidas es dependiente de !a 

 



  

produccién intracelular de ATP. Por otro lado, Edelstein y colaboradores (Edelstein 

C Letal., 1998) en ratas con isquemia en el rifién izquierdo por 30 o 45 minutos 

seguidos de 15 minutos, 6 y 24 horas de reperfusién, midieron la expresion de 

CST con Western blot. En este trabajo demostraron que la isquemia renal 

disminuye ta abundancia del CST en fa corteza renal. Estos efectos podrian 

contribuir al gasto de sal y la resistencia a diuréticos del tibuto presentes durante 

falla renal aguda. Hasta el momento, no se conocen las vias de fosforilacion a 

través de la cuales sea regulada la funcién del CST. Wang y colaboradores (Wang 

Z et al., 1998) estudiaron los niveles de RNAm de CST en rifiones de ratas con 30 

minutos de isquemia y 12, 24 0 48 horas de reperfusién. Por medio del analisis 

con Northern blot demostraron que la expresién del RNAm de CST disminuye 

después de 30 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusién pero no antes y que 

los niveles de RNAm del contratransportador de Na‘:H" y del cotransportador de 

Na*:K*:2Cf disminuyen significativamente después de la isquemia y se mantienen 

ast hasta 48 horas después. Por lo tanto sugieren que estas dos proteinas juegan 

un papel importante en el proceso de natriuresis/diuresis que ocurre como 

consecuencia de la isquemia renal aguda. 

Regulacién crénica. Efecto de la carga de sodio 

El furosemide (Scherzer P et al., 1987) y el aumento de Na’ en la dieta 

(Ellison D H et al., 1989) incrementan la carga de NaCl a la nefrona distal! e 

inducen hipertrofia e hiperplasia del tubulo distal, con proliferacién de la membrana 

basolateral (Kaissling B and Hir M L, 1982), aumento en el volumen de las 

mitocondrias (Kaissling B and Hir ML, 1982), en la actividad de la Na‘:-K*-ATPasa 

basolateral (Scherzer P et al., 1987: Hir ML et al., 1982) y en el numero de 
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receptores para tiazida en la membrana apical (Chen Z et al., 1990), lo que 

incrementa la capacidad de reabsorcion de Na* (Ellison D H et al., 1989; Kaissling 

B and Stanton B A, 1988). 

Ellison y colaboradores (Ellison D H et al., 1989) estudiaron ef efecto de la 

ingesta de NaCl en Ia dieta y de ta administracién crénica de furosemide, sobre el 

tubulo distal. Por medio de micropuncién, microperfusién in vivo y técnicas 

morfométricas, determinaron en ratas el efecto de fa alimentacién con dieta alta y 

baja en Na’ y el tratamiento cronico con furosemide. Observaron que la restriccién 

de Na* en Ia dieta no afecta la tlegada de NaC! al tébulo distal, pero si aumenta la 

capacidad para transportar Na* y Cf. La administracién cronica de furosemide 

aumenta la flegada de NaC! al tubulo distal y también fa velocidad de transporte 

de Na’ y CI’. Mientras que la dieta alta en Na* aumenta la reabsorcion de Na’ y CI 

Esto sugiere que el aumento de flujo en el tibulo distal se acompafia de aumento 

en la capacidad de reabsorcion via el CST. Con lo cual el tubulo distal se adapta 

funcional y estructuralmente a los cambios de ingesta de Na’ y CI en la dieta. 

Chen y colaboradores (Chen Z et al., 1990) estudiaron el efecto de 

diferentes concentraciones de Na’ en la dieta y el efecto de la administracion de 

furosemide, hidroctorotiazida 0 acetazolamida (inhibidor de anhidrasa carbonica), 

en la capacidad de union de la [?H]metotazona a las membranas de corteza renal 

de ratas Sprague-Dawley. Demostraron que el tratamiento agudo o crénico con 

furosemide o con hidroctorotiazida aumenta {a capacidad de union de 

[(H]metolazona. En cambio, ta unién no se vio afectada por acetazolamida ni por 

variaciones en el contenido de Na* en la dieta. El aumento en la capacidad de 

unién fue secundario a aumento en el numero de transportadores ya que fo que se 

 



  

modifico fue la Vmax y no fa Km. Et furosemide, la acetazolamida y el aumento en 

la concentracién de Na* en la dieta incrementan la carga de NaCl al tubuto distal. 

Sin embargo, unicamente el furosemide aumento la capacidad de unién de fas 

membranas de corteza renal a la [HJmetolazona. Dado que se cree que las 

tiazidas compiten con el CI por el sitio de unién en el cotransportador, es posible 

que el estimulo para aumentar la cantidad de receptores en la membrana sea el 

hecho de que se ocupe el sitio de unién para el CI (con CI 0 con tiazida). 

La Unica evidencia de que este mecanismo puede operar en el humano es 

el trabajo realizado por Loon y colaboradores (Loon N R et al., 1989) en el que 

estudiaron pacientes con hipertensién arterial moderada que fueron tratados 

durante un mes con placebo, furosemide o hidroclorotiazida. En este estudio 

demostraron que después de un mes bajo tratamiento con furosemide se aumenta 

fa capacidad de respuesta a las tiazidas, lo que sugiere que el tratamiento crénico 

con diuréticos de asa aumenta la capacidad de reabsorcién de Na’* en el tubulo 

distal a través del cotransportador de Na*:CI sensible a tiazidas. 

No ha sido aclarado con precisién si el aumento en la capacidad de 

transporte del tubulo distal durante la administracién de furosemide o de dieta alta 

en Na* se acompaiia de incremento en la expresién génica del CST. Obermuller y 

colaboradores (Obermuller N et al., 1995) mostraron con hibridacién in situ que 

después de siete dias de administracién de furosemide existe incremento en los 

niveles del RNAm det CST en el tubulo distal de rata. Sin embargo, Moreno y 

colaboradores (Moreno G et ai, 1998) han mostrado con analisis de 

semicuantificaci6n del CST mediante RT-PCR que los niveles de RNAm no se 

afectan después de siete dias bajo tratamiento con furosemide o con dieta alta en 
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Na’. En cambio, existe incremento en la expresi6n del CST después de la 

deshidratacién. Debido a que las ratas tratadas por Obermutller y colaboradores 

(Obermuller N et al., 1995) perdieron mas del 20 % del peso corporal, es posible 

que estuvieran deshidratadas. 

Regulacién cronica. Efecto de las hormonas esteroideas 

Al igual que la Na*:K’-ATPasa y los canales de K* en el tubulo distal, et 

cotransportador de Na*:Cf parece ser regulado por las hormonas adrenales. 

Chen y colaboradores (Chen Z et al., 1994a) estudiaron el efecto de los 

esteroides adrenocorticales en la unién de [*H]metolazona a membranas de 

corteza renal, demostraron que la adrenalectomia disminuye la densidad del CST, 

efecto que es revertido al administrar glucocorticoides y mineralocorticoides, 

sugiriendo que la densidad del CST, asi como ia reabsorcién de Na* y CI sensible 

a tiazidas en el rifién, estan bajo contro! adrenocortical. Posteriormente, Velazquez 

y colaboradores (Velazquez H et al., 1996) demostraron que tanto la 

dexametasona como la aldosterona estimulan el transporte de Na* y CI sensible a 

tiazidas en la corteza renal. Estudiaron ratas machos adrenalectomizadas a las 

cuales les administraron dexametasona y aldosterona, por medio de 

microperfusién in vivo determinaron el transporte de Na* y CI’ en tdbulos de 

nefronas distales de corteza y después midieron la densidad de CST, por medio 

de la unién de (°H]metolazona, a membranas de corteza renal. La administracién 

de ambas hormonas adrenales aumenta el transporte de Na’ y CI sensible a 

tiazidas en el tubulo distal, asi como la afinidad de las membranas de corteza 

renal por fa ("H]metolazona. Estos resultados son consistentes con la presencia de 

receptores para mineralocorticoides y glucocorticoides en el tubulo contorneado 
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distal de mamiferos (Farman N, 1992). Esto junto con la reciente demostracién de 

que la aldosterona aumenta tos niveles de CST en anatisis de Western blot (Kim 

G-H et al., 1998), sugiere que cambios en la concentracién sérica de hormonas 

esteroideas regulan al CST. 

Regulaci6n crénica. Efecto del género 

El género tiene influencia sobre la funcién renal en varios aspectos. Por 

ejemplo, sabemos que la transcripcién de varias proteinas en el rifién es 

especificamente estimulada por los andrégenos (Asadi F K et al., 1994: Crozat A 

et al., 1992). Existen inclusive algunos compuestos que inducen diuresis en 

machos, pero no en hembras (Loon N R et al., 1989). Se ha observado que la 

afinidad por fa [H]metolazona en ta corteza fenal de ratas se reduce 

significativamente en ratas menopausicas y regresa a lo normal al administrarles 

estrogenos, lo que sugiere que existe una diferencia sexual en la regulacién de 

esta proteina (Fanesti! D D, 1992). Ya que las tiazidas reducen la excrecion 

urinaria de Ca?*, es razonable pensar que la funcién del CST puede estar 

relacionada con la produccién o mantenimiento de la masa ésea. La ingesta 

crénica de tiazidas parece ser un factor protector de osteoporosis. La relacién 

causal puede ser por mecanismos renales, como ta modutacién de la excrecién 

urinaria de Ca®* por el CST, 0 extrarrenales, como efecto directo del CST en el 

hueso. La posible regulacién de la expresién del CST por las hormonas sexuales 

podria a su vez, ser un factor que explique, en parte, el incremento en la 

incidencia de osteoporosis en mujeres durante la postmenopausia. Un defecto 

hereditario en la funcién del CST podria explicar la agregacién familiar de la 

osteoporosis. 
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En el curso de estudios con union de (H]metolazona a membranas de 

corteza renal se observé que las ratas hembras consistentemente mostraban 

mayor densidad de unién que los machos, por lo que Chen y colaboradores (Chen 

Z et al., 1994b) estudiaron el efecto del género sobre la densidad de unién de 

(H]metolazona y sobre la respuesta a la administracién de bendroftumetiazida, 

que es un diurético tipo tiazida. Utilizaron grupos de ratas Sprague-Dawley, 

machos con o sin orquiectomia y hembras con o sin ooforectomia. Observaron 

que la unién de [*H]metolazona es mayor en hembras que en machos, que la 

orquiectomia se asocia con incremento y la ooforectomia con decremento en fa 

densidad del CST y que las hembras muestran una respuesta significativamente 

mayor a la administracién de bendroflumetiazida, diferencia que desaparece con la 

ooforectomia. Estos resultados sugieren que la expresién del CST se estimula en 

estados estrogénicos y se inhibe en estados androgénicos. En apoyo a estos 

resultados, Verlander y colaboradores (Verlander J M et al., 1998) mostraron que 

la ooforectomia disminuye la expresién del CST medida por Western blot con 

anticuerpos policlonales dirigidos contra CST. Lo que no se conoce es si el género 

afecta la expresién del CST a nivel del RNAm o en forma postraduccional. 
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HIPOTESIS 

EI nivel de respuesta a fos diuréticos tipo tiazida es diferente entre ratas 

hembras y machos. Esta diferencia desaparece con ta gonadectomia y podria 

estar relacionada con efecto del género sobre el nivel del RNAm del 

cotransportador de Na*:CI sensible a tiazidas (CST). 

OBJETIVOS 

1.- Estudiar el efecto de la administracion aguda de bendroflumetiazida en 

ratas Wistar machos y hembras. 

2.- Estudiar el efecto de la gonadectomia sobre la respuesta a la 

administraci6n aguda de bendroflumetiazida en ratas Wistar machos y hembras. 

3.- Determinar el nivel de expresién génica del cotransportador de Na‘:Cl’ 

sensible a tiazidas (CST) en rifén de ratas Wistar machos y hembras. 

4.- Conocer el efecto de la gonadectomia sobre la expresién génica del 

CST en rifién de ratas Wistar machos y hembras. 
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MATERIAL Y METODOS 

Disefio Experimental 

En este trabajo estudiamos ef efecto de la administracion aguda de 

bendroflumetiazida, un diurético tiazida de rapida accién, sobre la excrecion 

urinaria de agua y electrolitos, y su relacion con el género. Se estudiaron ratas de 

la cepa Wistar especie Ratus norvegicus del sexo masculino y femenino, de 250 a 

300 gr de peso, divididas en cuatro grupos de 12 ratas cada uno. Los grupos 

estudiados fueron: 

1) Machos control 

2) Hembras control 

3) Machos gonadectomizados 

4) Hembras gonadectomizadas 

Las ratas nacieron y se mantuvieron en todo momento en la Unidad de 

Investigacion Experimental det Instituto Nacional de Nutricién Salvador Zubiran, 

expuestas a periodos de luz/oscuridad de 12:12 horas, temperatura de 18°-19° C y 

humedad relativa de 60-65 %. Se estudid en todo momento cada animal en forma 

individual. 

Antes de la administracion del diurético, las ratas permanecieron cuatro 

dias en jaula metabolica para su adaptacién, con acceso a comer 20 gridia de 

alimento balanceado para ratas 5001 molido (PMI FEED Inc.) y con acceso libre a : 

beber agua corriente. El dia anterior a la administracién de ta bendroflumetiazida 

se colecto ia orina de 24 horas en la que se midié el volumen urinario y la 

excrecién urinaria de Na*, K*, CI y Ca’*, 
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Al término de la coleccién de orina de 24 horas fos animales fueron 

sometidos a la administracion de una dosis tinica de bendroflumetiazida por via 

intraperitoneal. La bendroflumetiazida fue dituida en dimetilsutfoxido (DMSO) al 

20%. Posteriormente, se colecté la orina de las siguientes dos horas en la que 

también se determiné el volumen urinario y la excrecién urinaria de electrolitos. 

Para determinar la dosis a inyectar del diurético, inicialmente hicimos un 

estudio piloto en el que 

analizamos en machos la 

respuesta a la administracion 

de dosis recientes de 

bendroflumetiazida, de 0.1 

mg/kg hasta 2 mg/kg de peso. 

Na
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io
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00
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Como muestra fa figura 8, en 

  

01 03 10 15 2.0 

Dosis de BFTZ mg/kg este estudio observamos que 

Figura 8. Curva dosis_—s respuesta a [a respuesta maxima a la 
bendroflumetiazida. Efecto sobre la excrecién urinaria 
de Na’ a diferentes dosis de bendrofiumetiazida: 0.1, 0.3, bendroflumetiazida se alcan- 
1.0, 1.5 y 2.0 mg/kg. 

Za con la administracién de 1 

mg/kg de peso. Por to tanto, esta fue la dosis que utilizamos en el resto del 

trabajo. 

Debido a que en este estudio pretendiamos analizar el efecto del género y 

el estado hormonal sobre la respuesta a la administracion de una tiazida, 

determinamos también, en un estudio piloto, la respuesta a fa bendroflumetiazida 

en los periodos del ciclo estral con mayor y menor produccién de estrégenos en 

tatas hembras. Con este fin estudiamos dos grupos de 12 ratas cada uno. Un 
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grupo fue estudiado en estro (el dia de! ciclo con menor nivel de estradiol 

circulante) y el otro fue estudiado en proestro (ef dia del ciclo con mayor 

produccién de estradiol). El dia del ciclo fue determinado por medio de frotis 

vaginal. Con este fin se toma una muestra de lavado vaginal mediante una pipeta 

con soluci6n salina, el cual es sujeto a analisis citolégico en un microscopio Optico. 

Segun Hafez (Hafez E S E, 1970) las diferencias en el tamano, forma y cantidad 

de células son indicativas def 

dia del ciclo estral. Como 

  

  

        
  

  

200 

e Gl Antes * 

S J Clocsoms  * muestra fa figura 9, la 
g I 
@ respuesta a la administraci6n 
gw 
g de bendroflumetiazida fue 

similar en ratas hembras en 

° oo fase de estro comparadas con Proestro Esto 

fas estudiadas en proestro. 

Figura 9. Efecto de la bendroflumetiazida sobre e! Por lo tanto, las ratas hembras 
Na’ urinario en ratas hembras en Proestro y estro. 
Las barras negras representan la excrecién urinaria de 
Na’ antes de la administracién del diurético, mientras 
que las barras blancas representan tos valores 
obtenidos después de la bendroflumetiazida, en las utilizadas sin determinar et dia 
ratas estudiadas en proestro y en estro. 

en este estudio fueron 

del ciclo estral. 

La respuesta a ta bendroflumetiazida fue estudiada en los cuatro grupos. 

Posteriormente, el grupo 3 y 4 fueron sometidos a la citugia correspondiente de 

gonadectomia: orquiectomia total en los machos y ooforectomia bilateral en las 

hembras. Los cuatro grupos fueron seguidos durante seis semanas, al término de 

las cuales fueron expuestos de nuevo a la administracién aguda de 

bendroflumetiazida. De esta manera, determinamos ta tespuesta a la 

29  



  

bendroflumetiazida tanto basal como después de seis semanas, con o sin 

gonadectomia, en los cuatro grupos estudiados. Con esto podemos determinar la 

diferencia entre hembras y machos y también la respuesta antes y después de 

gonadectomia. 

Al dia siguiente de la segunda administracién de bendroflumetiazida las 

tatas fueron sacrificadas previa anestesia en camara de éter. Una vez anestesiado 

el animal se tomé muestra de sangre mediante puncién cardiaca para determinar 

los niveles séricos de creatinina y hormonas sexuales (estradiol en hembras y 

testosterona en machos). Se extrajeron los rifiones que fueron inmediatamente 

congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80° C hasta su procesamiento. 

Determinaciones bioquimicas 

El Na*, K* y CI urinarios fueron determinados mediante el potencial de ion 

selectivo en un analizador de electrolitos NOVA 4 y el Ca’* urinario mediante 

espectrometria de absorcién atémica. Estos electrolitos fueron determinados tanto 

en fa orina de 24 horas como en la de dos horas después de administrada la 

bendroflumetiazida. 

La creatinina se determind tanto en suero como en orina mediante ta 

técnica de reaccién de punto final con Acido picrico e hidréxido de sodio en un 

analizador de creatinina Il de Beckman. Los resultados obtenidos fueron utilizados 

para calcular la depuracién de creatinina segun la formula U*V/P en donde U es la 

concentracién urinaria, V el volumen urinario y P la concentracién plasmatica. En 

condiciones normales como las de estos animales, la depuracién de creatinina es 

un indice confiable de la filtraci6n glomerular y se midid con el objetivo de 

demostrar que ta funcién renal era norma! en todas las ratas estudiadas. 
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Extraccién del RNA total 

El RNA total se extrajo por homogeneizacién en tiocianato de guanidina y 

ultracentrifugacion a través de un gradiente de cloruro de cesio (Apéndice A). El 

RNA obtenido se diluyé en agua, se precipité con 0.1 volumen de acetato de sodio 

(3 M pH 5.2) y 3 voliimenes de etanol al 100% y se aimacendé a -20°C. Para su 

utilizacién, el RNA fue liofilizado y resuspendido en agua grado biologia molecular. 

La concentracién se determiné con espectofotometria de luz ultravioleta a una 

absorbancia de 260nm/280nm en un espectofotsmetro DU 640 Beckman. La 

calidad se corrobor6é at observar las bandas correspondientes a las subunidades 

ribosomales 28s y 18s en un gel de agarosa/formaldehido al 1% tefiido con 

bromuro de etidio y expuesto a luz ultravioleta (Apéndice B). 

Andlisis de la expresién génica del CST 

Como fue mencionado en la introduccién, el CST se expresa 

exclusivamente en la membrana apical de jas céjulas del tubuio distal de la 

nefrona. Aunque en este sitio la expresién del CST es muy abundante, dado que 

el tubulo distal es apenas un pequefio segmento de la nefrona (~ 10 %), al 

analizar el RNAm del CST en muestras de RNA total de rifién, el mensaje aparece 

con poca abundancia. En estos casos, el analisis de RNAm mediante Northern 

blot puede ser insuficiente para demostrar diferencias debido a la poca 

abundancia del RNAm en la muestra. Por este motivo, decidimos estudiar el nivel 

de expresién del RNAm de! CST mediante RT-PCR semicuantitativa. 

Se disefiaron iniciadores especificos para el gen de CST y para el gen de la 

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PD), considerado un gen constitutivo. 
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Los iniciadores de CST utilizados fueron: 

5’ AAT GGC AAG GTC AAG TCG G 3' (5° 33’) 

5° GAT CGG GAT GTC ATT GAT GG 3' (3 > 5') 

Con estos iniciadores se amplifica una regién de 204 pares de bases, 

localizada en el extremo amino terminal del CST (corresponde a las bases 589- 

792 del DNAc del CST de rata) (Gamba G et al., 1994). Se escogié esta region por 

ser la de menor grado de identidad con los demas miembros de la familia de 

cotransportadores electroneutros (Mount D B et al., 1998). La banda de 

amplificacién fue secuenciada en ambos sentidos para corroborar la especificidad 

de los iniciadores (Bobadilla N A et al., 1997). 

Los iniciadores de G3PD utilizados fueron: 

5' GTA GCC ATA TIC ATT GTC ATA 3’ (5° > 3’) 

5’ AAT GCA TCC TGC ACC ACC AA3' (3' 3 5) 

estos amplifican una regién de 515 pares de bases. Estos iniciadores han sido 

utilizados previamente por otros grupos de investigacién (Rocco M V et al., 1992). 

La transcripcién reversa (TR) se llevé a cabo con 5 ug de RNA total de rifién 

completo. Antes de la reaccién de TR el RNA se desnaturaliza a 65° C durante 10 

minutos. La TR se realiza a 37° C durante 60 minutos en un volumen total de 20 ul 

usando 200 U de transcriptasa reversa (MMLV GIBCO), 100 pmol de hexameros, 

0.5 mM de cada dNTP y buffer RT 1x. Las muestras se calientan a 95° C por 5 

minutos para inactivar la transcriptasa reversa y se diluyen a un volumen final de 

40 ul con agua grado PCR. 

Posteriormente, la amplificacion det DNAc se tleva a cabo en presencia de 

{a**P]-dCTP. Se toma el 2 % de fa muestra de TR para la reaccién de PCR que se 
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realiza en 20 pl de volumen final con buffer PCR 1x, 0.1 mM de cada dNTP, 0.2 

Ci de [aP]-dCTP, 10 UM de tos iniciadores (CST 0 G3PD) y 1x de taq DNA 

polimerasa (Biotecnologias Universitarias). A las muestras se les agrega 20 pl de 

aceite mineral. Los ciclos de la PCR son 1 minuto a 94° C de desnaturalizacién, 1 

minuto a 60° C de anidacion y 1.5 minutos a 72° C de extensién. 

too00 

100. 

  

Numero de ciclos 

to000 

1090 

  

Numero de ciclos 

Figura 10. Curvas de amplificacién de CST y G3PD. 

Amplificacion del RNAm de CST (a) y G3PD (b) por 
medio de RT-PCR semicuantitativa a diferentes ciclos. 

Para llevar a cabo la 

semicuantificaci6n con PCR es 

necesario determinar primero 

las fases exponencial y de 

meseta de la amplificacion de 

cada mensaje en_ particular. 

Para hacer esto, amplificamos 

el DNAc de CST y de G3PD a 

diferentes ciclos (Figura 10). 

Estudiamos del ciclo 17 al 35. 

Las bandas obtenidas en los 

diferentes ciclos fueron corridas 

en una gel de acrilamida y 

tefidas con bromuro de etidio 

(Apéndice C). La curva de 

ampltificaci6n de cada gen fue 

obtenida de dos formas. En 

una, las bandas observadas en 
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el gel de acrilamida fueron cortadas y colocadas en forma individual en viales de 

centelleo, diluidas con tiquido de centelleo Ecolume y la radioactividad fue 

determinada en un contador de centelleo Beckman LS 6500. En fa otra forma, un 

gel de acrilamida fue expuesto a autorradiografia y las bandas observadas fueron 

digitalizadas y analizadas mediante densitometria. Tanto para el CST como para 

el G3PD las curvas obtenidas por ambas formas fueron similares. La figura 10a 

muestra la curva de amplificacion para CST y la figura 10b para G3PD. A partir de 

estas curvas decidimos que la mitad de la fase exponencial para ambos genes es 

de 18 ciclos. Por lo tanto, los analisis de expresién se Hevaron a cabo a los 18 

ciclos. 

Anilisis Estadisticos 

El analisis de la respuesta a la bendroflumetiazida se llev6 a cabo en la 

siguiente forma. La excrecién urinaria de 24 horas tanto de volumen como de 

electrolites fue dividida entre 12 para obtener el valor basal de excrecién en 

periodos de dos horas. Este valor fue comparado con la excrecién de volumen y 

electrolitos obtenidos en las dos horas siguientes a ta administracion del diurético. 

Ei analisis de expresion del CST se llevé a cabo mediante la determinacion del 

tadio entre CST y G3PD. 

Los resultados obtenidos se analizaron con la prueba t de student pareada 

y no pareada o con prueba de U de Mann-Withney segtin fuera necesario. E/ nivel 

de p<0.05 de dos colas fue tomado como significativo. 

 



  

RESULTADOS 

La respuesta a la bendroflumetiazida es mayor en ratas hembras que en machos 

La administracion aguda de bendroflumetiazida tuvo efecto significativo 

sobre ef volumen urinario y la excrecién urinaria de electrofitos tanto en ratas 

hembras como en ratas machos. Sin embargo, la magnitud de respuesta fue 

claramente diferente entre ambos sexos. Las figuras 11 a 15 muestran la 

respuesta renai a la bendrofiumetiazida en 32 hembras y 29 machos. En todos los 

casos, la grafica superior muestra los valores obtenidos en cada variable antes y 

después de administrado el diurético, de manera tal, que puede observarse el 

punto de partida y el punto final en cada sexo y la grafica inferior muestra el delta 

en la respuesta, es decir, el valor obtenido después de la administraci6n del 

diurético, menos el valor basal. 

La figura 11 muestra el efecto de la bendroflumetiazida sobre el volumen 

urinario, expresado como pl/100 g/2 h. En las hembras el cambio observado fue 

de 342 + 136 a 943 + 299 (p<0.01) y en los machos ef volumen urinario cambiéd de 

331 + 117 a 723 + 258 (p<0.01). En ambos sexos el efecto diurético fue 

significativo. Sin embargo, la magnitud de respuesta fue claramente mayor en las 

hembras ya que el delta fue de 601 + 230 en las hembras y 392 + 215 en los 

machos (p<0.01). 

El efecto de la bendroflumetiazida sobre e! Na* y CI urinarios fue diferente 

entre ambos sexos. La figura 12 muestra que en hembras el Na* urinario, 

expresado como pEq/100 g/2h, incrementé de una basal de 50.8 + 18.1 a 157.5 + 

45.5 después del diurético (p<0.01) mientras que en las ratas machos incrementé 

de 48.9 + 12.6 antes del diurético a 100.8 + 25.5 después det diurético (p<0.01). 
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Figura 11. Efecto de la bendrofiumetiazida sobre el volumen urinario en hembras y 
machos control. En la grafica superior se muestran los valores antes y después de la 
bendroflumetiazida y en {a grafica inferior el delta en la respuesta. Los circulos y la barra de 
color negro representan las ratas hembras, mientras que los circulos y la barra de color 
blanco a los machos. 

De esta forma, el valor inicial fue similar en ambos grupos (50.8 + 18.1 

hembras vs. 48.9 + 12.6 machos, p=NS), mientras que el valor final fue 

significativamente mayor en ta hembras (157.5 + 45.5 en hembras vs. 100.8 + 25.5 

en machos, p<0.01), debido a que la magnitud de respuesta (delta) fue mayor en 

hembras que en machos (106.6 + 48.3 hembras vs. 51.9 + 26.1 machos, p<0.01). 
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Figura 12. Efecto de la bendroflumetiazida sobre el sodio urinario en hembras y 
machos control. En la grafica superior se muestran los valores antes y después de la 
bendroflumetiazida y en ia gréfica inferior el delta en la respuesta. Los circulos y la barra de 
color negro representan las ratas hembras, mientras que los circulos y la barra de color 
blanco a los machos, 

La figura 13 muestra el efecto sobre el Cl’ urinario, expresado como 

HEq/100 g/2h. Al igual que con el Na’, el incremento en las hembras fue de 92.3 + 

32.6 antes a 243.1 + 62.2 después del diurético (p<0.01), mientras que en los 

machos fue de 92.2 + 29.4 antes a 160.8 + 58.2 después del diurético (p<0.01). 

Nuevamente, aunque el valor inicia! fue idéntico entre ambos grupos (92.3 + 32.6 

en hembras vs. 92.2 + 29.4 en machos, p=NS), el valor final fue significativamente 
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mayor en las hembras (243.1 + 62.2 hembras vs. 160.8 + 58.2 machos, p<0.01), 

debido a que el delta fue mayor en las hembras. 
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Figura 13. Efecto de ia bendroflumetiazida sobre ef cloro urinario en hembras y 
machos control. En la grafica superior se muestran ios valores antes y después de la 
bendrofiumetiazida y en la grafica inferior el detta en ta respuesta. Los circulos y la barra de 
color negro representan as ratas hembras, mientras que fos circulos y la barra de color 
blanco a los machos. 

Como muestra la figura 14, el efecto de la bendroflumetiazida sobre la 

excrecion urinaria de K* (uEq/ 100 g/2 h) también fue mayor en las hembras. De 

hecho, no hubo cambio significativo en la excrecién urinaria de K* en los machos 

(95.1 + 42.5 antes vs 96.9 + 34.1 después de la bendroflumetiazida), mientras que 

en las hembras la excrecién de potasio cambié de 73.5 + 28.9 a 128.3 + 37.1 
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(p<0.01). Evidentemente el delta fue significativamente mayor en hembras que en 

machos. Este resultado es consistente con el hecho de que las tiazidas afectan la 

funcién del cotransportador de Na*:CI y que el efecto sobre la excrecién urinaria 

del K* es secundaria. El aumento en la carga de Na* que llega al tubulo colector 

debido a la inhibicién en la reabsorcién de NaCt en el tubulo distal resulta en 

aumento de la funcién reabsortiva del colector, con incremento secundario en la 

secrecién de K’*. 
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Figura 14. Efecto de la bendroflumetiazida sobre el potasio urinario en hembras y 

machos control. En la grafica superior se muestran los valores antes y después de la 
bendroflumetiazida y en ta grafica inferior ef delta en ta respuesta. Los circulos y la barra de 
color negro representan las ratas hembras, mientras que los circutos y la barra de color 
blanco a los machos. 
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Este efecto no deseado de las tiazidas es bien conocido en clinica y ha sido 

utilizado como un argumento en contra Ia utilizacién de tiazidas como terapia 

inicial de la hipertensién arterial. En nuestros resultados, es probable que el 

aumento en la carga de Na* que llega ai tubulo colector en los machos no sea de 

la suficiente intensidad como para resultar en hiperkaluria, mientras que en las 

hembras, en las que la carga de NaCl al tubulo colector es mayor, este 

mecanismo secundario se expresa claramente. 
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Figura 15. Efecto de la bendroflumetiazida sobre el calcio urinario en hembras y machos 
control. En la grafica superior se muestran os valores antes y después de la bendroflumetiazida y 
en la grafica inferior el delta en la respuesta. Los circulos y la barra de color negro representan {as 
fatas hembras, mientras que los circulos y la barra de color blanco a los machos. 
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La bendroflumetiazida afecté significativamente la excrecién urinaria de 

Ca** Unicamente en las hembras. La figura 15 muestra fa excrecién urinaria de 

Ca** expresada como mg/100 g/2 h. En fos machos el Ca”* urinario cambié de 

24.9 + 16.8 a 28.1 + 13.1. Este cambio, sin embargo, no fue significativo. En 

contraste, en las hembras el Ca” urinario antes de la administracién de 

bendroflumetiazida fue de 21.6 + 19.5 y se incrementé a 38.2 + 27.3. Este 

aumento fue claramente significativo (p<0.01). 

Los resultados anteriores en conjunto muestran que la magnitud de 

respuesta diurética, natriurética, clorurética, kaliurética y calciurética a la 

bendroflumetiazida es claramente mayor en las ratas hembras, en comparacién 

con las ratas macho. Este resultado sugiere que en las hembras existe mayor 

Proporcion de reabsorcién de NaCI por el CST en el tubulo distal, que en los 

machos. Esto podria ser debido a que la expresién del CST en el tubulo distal sea 

mayor en las ratas hembras, por lo que la expresién del CST podria estar regulada 

por hormonas sexuales. 

La gonadectomia reduce fa respuesta a la bendroflumetiazida en hembras, pero 

no en machos 

Nueve machos y nueve hembras fueron sometidos a gonadectomia 

quirdrgica. Seis semanas después se estudié nuevamente la respuesta a la 

bendroflumetiazida en estos animales. Ademas, como control todas las ratas no 

gonadectomizadas también fueron estudiadas seis semanas después. La figura 16 

muestra en la parte superior los niveles séricos de estradiol en hembras normales 

y oforectomizadas, y en la parte inferior, los niveles séricos de testosterona en 

machos normales y orquiectomizados. Estos valores fueron obtenidos al momento 
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de hacer el estudio seis semanas después de la gonadectomia. La medicion de 

las hormonas sexuales demuestra que la gonadectomia fue adecuada en los 

grupos estudiados. 

HRB Contro! CJ Gonadectomia 

L 
L 

Figura 16. Niveles de hormonas sexuales en hembras y machos controles y 
gonadectomizados. La grafica superior muestra los valores obtenidos en las ratas hembras yla 
grafica inferior en los machos. Las barras negras corresponden a los grupos contro! y las blancas 
@ los grupos sometides a gonadectomia. 
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Las figuras 17 a 21 muestran el efecto de fa orquiectomia sobre la 

respuesta a la bendroflumetiazida en ratas machos. En todos los casos, la grafica 
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superior muestra los valores obtenidos en cada variable antes y después de 

administrado et diurético, de manera tal que puede observarse el punto de partida 

y ef punto final en cada grupo y la grafica inferior muestra el delta en la respuesta, 

es decir, el valor obtenido después de la administracién del diurético, menos et 

valor basal. 
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Figura 17. Efecto de ta bendroflumetiazida sobre el volumen urinario en machos 
controles y gonadectomizados. La grafica superior muestra los valores obtenidos antes y 
después de la bendroftumetiazida y en la grafica inferior el delta en la respuesta. Los circulos y 
la barra de color negro representan el grupo control, mientras que los circulos y la barra de 
color blanco al grupo sometido a gonadectomia. 
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En estas figuras, los circulos y barras de color negro muestran tos valores 

obtenidos en el grupo control, es decir, las ratas machos que fueron estudiados 

seis semanas después del andlisis inicial (para controlar el efecto de la edad), 

mientras que los circulos y barras de color blanco muestran los resultados en las 

fatas orquiectomizadas. 
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Figura 18. Efecto de la bendrofiumetiazida sobre ef sodio urinario en machos 
controles y gonadectomizados. La grafica superior muestra los valores obtenidos antes y 
después de la bendroflumetiazida y en la grdfica inferior ei deita en la respuesta. Los 
Circulos y la barra de color negro representan el grupo control, mientras que ios circulos y la 
barra de color blanco a! grupo sometido a gonadectomia. 
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La figura 17 muestra que la respuesta en volumen urinario (y1l/100 g/2 h) fue 

similar en las ratas contro! y en las orquiectomizadas. De hecho, en la grafica 

superior se sobreponen. El delta fue de 206 + 238 en el grupo control y de 207 + 

136 en el grupo gonadectomizado. 
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Figura 19. Efecto de la bendroflumetiazida sobre el cloro urinario en machos 
controles y gonadectomizados. La grafica superior muestra los valores obtenidos antes y 
después de ia bendroflumetiazida y en la grdfica inferior et delta en la respuesta. Los 
circulos y la barra de color negro representan el grupo control, mientras que tos circulos y la 

barra de color blanco al grupo sometido a gonadectomia. 
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La figura 18 muestra que tampoco hubo cambio significativo en el nivel de 

respuesta a fa bendroflumetiazida en la excrecién urinaria de Na’. El delta en el 

grupo control fue de 52.8 + 35.7 :Eq/100 g/2 h, mientras que en el grupo con 

orquiectomia fue de 56.2 + 24.7 pEq/100 g/2 h. 
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Figura 20. Efecto de la bendroflumetiazida sobre el calcio urinario en machos 
controles y gonadectomizados. La grafica superior muestra los valores abtenidos antes y 
después de la bendroflumetiazida y en {a grafica inferior el delta en la respuesta. Los 
circulos y la barra de color negro representan el grupo control, mientras que los circulos y la 
barra de color blanco al grupo sometide a gonadectomia, 
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Las figuras 19, 20 y 21 muestran que tampoco hubo cambio en el nivel de 

respuesta en la excrecién urinaria de CI, Ca®* y K*. En el caso del Ca’, el delta 

fue de 4.1 + 6.0 mg/100 g/2 h antes y 9.5 + 19.4 mg/100 g/2 h después de la 

gonadectomia (p=NS). La diferencia no es significativa debido probablemente a la 

gran dispersion en fa respuesta. 
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Figura 21. Efecto de la bendroflumetiazida sobre el potasio urinario en machos 
controles y gonadectomizados. La grdfica superior muestra los valores obtenidos antes y 
después de la bendroflumetiazida y en la grafica inferior el delta en la respuesta. Los 
circulos y ta barra de color negro representan el grupo control, mientras que los circulos y la 
barra de color bianco al grupo sometido a gonadectomia. 47



  

Por lo tanto, ja orquiectomia en ratas machos no tuvo ningun efecto 

significativo sobre el nivel de respuesta a la inyeccién de una dosis unica de 

bendroflumetiazida. 

SH control CI Ooforectomia 

=e 
& > 3 
s 4000 

3 
g 38 
3 
= 
3 > 00 
5 * 
é 5 
2° 250. 
> 

  

Antes Oespués 

800 
= 
g o s 
2 soa 

2 
Q 
8 400 ‘ 

3 
$ I 
— 200 5 
3 
>       
  

* p<0.05 vs. hambras control 

Figura 22. Efecto de la bendroflumetiazida sobre ei volumen urinario en hembras 
controles y gonadectomizadas. La grafica superior muestra los valores obtenidos antes y 
después de {a bendroflumetiazida y en {a grafica inferior ef delta en la respuesta. Los 
circutos y ta barra de color negro representan el grupo control, mientras que tos circulos y la 
barra de color blanco al grupo sometido a gonadectomia. 
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En las hembras, la ooforectomia redujo claramente ta magnitud de 

respuesta a la bendroflumetiazida. Las figuras 22 a 26 muestran el efecto de la 

ooforectomia sobre la respuesta a la bendroflumetiazida en ratas hembras. 

En estas figuras, los cuadrados y barras blancas muestran los valores 

obtenidos en el grupo control, es decir, las ratas hembras que fueron estudiadas 

seis semanas después del analisis inicial (para controtar el efecto de la edad), 

mientras que los cuadrados y barras negras muestran los resultados en las ratas 

gonadectomizadas. 

La figura 22 muestra los resultados en volumen urinario (u/100 g/2h). La 

grafica superior muestra que ambos grupos partieron del mismo valor basal 

(control 340 + 191 vs. ooforectomia 344 + 153). Sin embargo, tas ratas 

ooforectomizadas alcanzaron volumen urinario a las dos horas que fue 

significativamente menor que en las ratas normales (888 + 330 vs. 579 + 257, 

p<0.05). Como resultado, el delta obtenido en volumen urinario fue claramente 

mayor en las ratas control (548 + 158) que en las ratas oforectomizadas (234 + 

183) (p<0.01). Notese que el delta en las ratas ooforectomizadas no es diferente 

que el obtenido en los grupos de ratas machos. 

La figura 23 muestra lo sucedido con la excreciébn de Na* urinario, 

expresado como wEq/100 g/2 h. Al igual que con el volumen urinario, ambos 

grupos partieron de la misma basal, pero el grupo control alcanza excrecién 

mucho mayor que el grupo con gonadectomia (138 + 33.8 vs 94 + 33.1, p<0.01). 

Con este resultado, el delta es mucho mayor en ratas normales (101.8 + 29.1) que 

en tas que fueron sometidas a ooforectomia (52.8 + 33.0, p<0.01). 

49



  
  

MM Control C1 Ooforectomia 

Me 
z 
g = é 8 Suse 
5 a 
2 
3 
5 100 

£ 
> 

2 * Ss 3 3 

ot 
Antes Después 

80 

= é 
5 1 é 8 
= ao 
2 * 
2 
a 0 
3 
2 gw 3 a 
2 

‘         

“p<001 vs hemoras control 

Figura 23. Efecto de ia bendroflumetiazida sobre el sodio urinario en hembras 
controles y gonadectomizadas. La grafica superior muestra los vaiores obtenidos antes y 
después de la bendroflumetiazida y en la grafica inferior el delta en la respuesta. Los 
circulos y fa barra de color negro representan et grupo control, mientras que tos circulos y la 
barra de color blanco al grupo sometido a gonadectomia. 

La figura 24 muestra que ia oforectomia también redujo la excrecién urinaria 

de Cl’ El delta fue de 127.9 + 22.7 uEq/100 g/2 h en el grupo control vs. 59.4 + 

34.1 Eq/100 g/2 h en el experimental (p<0.01). 
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Figura 24. Efecto de la bendroflumetiazida sobre el ctoro urinario en hembras 
controtes y gonadectomizadas. La grafica superior muestra los valores obtenidos antes y 
después de la bendrofiumetiazida y en la grafica inferior el delta en la respuesta. Los 
circulos y la barra de color negro representan el grupo control, mientras que los circulos yla 
barra de color blanco al grupo sometido a gonadectomia. 

La figura 25 muestra que la excrecion urinaria de K* también se vio afectada 

con la ooforectomia. Ambos grupos partieron del mismo valor basal (control 67 + 

22 y ooforectomia 67 + 20 yEq/100 g/2 h). Pero el delta en el grupo control fue de 

33.4 + 7.4 mientras que en el grupo ooforectomizado fue de —8.8 + 27.5 (p<0.01). 

Esto se puede explicar con el hecho de que al disminuir e! efecto de la 

bendroflume-tiazida sobre 1a excrecién urinaria de Na’ en las ratas 

St



ooforectomizadas, es menor la carga de Na* que {lega al tubulo cotector y por lo 

tanto, las hembras gonadectomizadas no presentan hiperkaluria como efecto 

secundario. 
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Figura 25. Efecto de ta bendroflumetiazida sobre el potasio urinario en hembras 
controles y gonadectomizadas. La grdfica superior muestra los valores obtenidos antes y 
después de la bendroflumetiazida y en la grdfica inferior el delta en la respuesta. Los 
circulos y la barra de color negro representan el grupo control, mientras que los circulos y ta 
barra de color blanco at grupo sometido a gonadectomia. 

La figura 26 muestra lo sucedido con el Ca** urinario, expresado como 

mg/100 g/2 h. Aunque los dos grupos parten de diferente valor basal (28.8 + 20.0 
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en controles vs. 12.3 + 5.9 en ooforectomizadas, p<0.03), el nivel de respuesta en 

las hembras con ooforectomia fue menor que en las hembras controles. En las 

hembras controles el Ca** cambié de 28.8 + 20.0 antes del diurético a 47.2 + 27.5 

después del diurético (p=NS), mientras que en fas ooforectomizadas cambio de 

12.3 + 5.9 a 14.4 + 5.4 (p=NS). Estos cambios no fueron significativos, sin 

embargo, el delta fue significativamente mayor en las ratas control que en las 

ooforectomizadas (18.4 + 19.1 control vs. 2.1 + 4.8 ooforectomia, p<0.02). 
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Figura 26. Efecto de la bendrofiumetiazida sobre el caicio urinario en hembras 
controfes y gonadectomizadas. La grafica superior muestra los valores obtenidos antes y 

después de la bendroflumetiazida y en la grafica inferior el delta en la respuesta. Los 
circulos y la barra de color negro representan el grupo control, mientras que los circulos y la 
barra de color blanco al grupo sometido a gonadectomia. 33



Notese que el delta en la excrecién urinaria de Na’, Cl, K* y Ca** en las 

tatas ooforectomizadas tampoco es diferente que ef obtenido en los grupos de 

ratas machos. 

Las ratas hembras reducen la magnitud de respuesta a la 

bendroflumetiazida con la ooforectomia. Mientras que los machos, no modifican su 

respuesta con la orquiectomia. Las ratas hembras gonadectomizadas responden 

de manera similar que los machos (controles y orquiectomizados) a la 

administracién de bendroflumetiazida. Lo cual indica que el efecto diurético de la 

bendroflumetiazida y por lo tanto, el CST estan relacionados con !a presencia de 

hormonas sexuales. Estos resultados apoyan la hipétesis de que el CST podria 

estar regulado por hormonas sexuales. 

La depuracién de creatinina, referida como ml/min, fue similar en los cuatro 

grupos estudiados (machos control 1.64 + 0.87, hembras control 1.72 + 0.42, 

machos orquiectomia 2.08 + 0.60 y hembras ooforectomia 1.94 + 1.21 p=NS ). Lo 

cual confirma que los cambios observados en {a excrecién urinaria de volumen y 

electrolitos son el resultado de un fenémeno tubular independiente de !a filtracién 

glomerular. 

La expresi6n génica del CST es similar en hembras y machos 

El estudio del nivel de expresi6n del RNAm del CST en rifién completo se 

hizo mediante la técnica de RT-PCR semicuantitativa. En ta nefrona, el CST 

Unicamente se expresa en la membrana apical de las células de! tubulo distal 

(Plotkin M D et al., 1996; Obermutller N et al., 1995; Kim G-H et al., 1998). Por este 

motivo, aunque en este sitio es muy abundante, cuando se analiza el RNA total del 

rifidn completo, o inclusive de corteza renal, el RNAm de CST se diluye y aparece 
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como poco abundante. En este caso, analizar el nivel de expresién de RNAm con 

la técnica de Northen blot no es lo ideal porque, dada la poca abundancia, 

cambios en el nivel de expresion podrian pasar desapercibidos. Por eso utilizamos 

una metodologia ideal para estudiar genes poco abundantes, como es el caso de 

la RT-PCR (Bobadilla N A et al., 1997). 

La técnica de RT-PCR semicuantitativa se caracteriza por su alta 
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Figura 27. Analisis de la expresién génica de CST 
y G3PD en ratas hembras y machos controles. (a) 
radio de la expresisbn de CST sobre G3PD en 
hembras (barra negra) y machos (barra blanca) 

controles. (b) autorradiografia de los productos de 
PCR. 

sensibilidad para estudiar 

expresion génica en 

circunstancias donde fa cantidad 

del RNAm que se quiere analizar 

es limitada, como en el caso de! 

rifién donde existen proteinas 

exclusivas de cada segmento de 

la nefrona. Esta técnica es util 

para determinar si la cantidad de 

RNAm poco abundante es 

modificada en  determinada 

circunstancia. Para poder 

semicuantificar, es necesario que 

junto con el gen de interés (en 

este caso CST) se haga el 

analisis de un gen constitutive 

como control (Bobadilla N A et 

wn an



  

al, 1997). En este caso se utilizé el gen de la gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa (G3PD). 

En el analisis del RNA total de rifién completo, de los grupos de ratas 

hembras y machos controles, no se encontraron diferencias en tos productos de 

PCR, !o cual indica que no existen diferencias en la expresion génica de CST. 

entre los dos grupos. En la figura 27 se muestran los resultados obtenidos en la 

RT-PCR de CST y G3PD de rifidn completo de ratas hembras y machos controles. 

En la figura 27a se muestra el andlisis hecho a partir de la cuantificacién de la 

radioactividad de los productos de PCR, referida como el radio de CST/G3PD. En 

los machos, el valor obtenido fue 0.52 + 0.02 y en las hembras 0.56 + 0.07 (p=NS). 

La figura 27b muestra un ejemplo representativo con una imagen computarizada 

de la autorradiografia de los productos de PCR para CST. En esta imagen se 

comprueba en forma visual que no existe diferencia en la expresion de CST entre 

hembras y machos. 

La gonadectomia no afecta el nivel de RNAm del CST 

En el analisis del RNA total de rifién completo, de los grupos de hembras y 

machos gonadectomizados, tampoco se encontraron diferencias en los productos 

de PCR, fo cual indica que la gonadectomia no afecta la expresion génica del 

CST, tanto en ratas hembras como en ratas machos. 

En la figura 28 se muestran los resultados obtenidos en la RT-PCR de CST 

y G3PD. La figura 28a muestra el radio de CST/G3PD. Los valores obtenidos 

fueron 0.42 + 0.04 en machos gonadectomizados y 0.48 + 0.05 en hembras 

gonadectomizadas (p=NS). Notese que estos valores no son diferentes de los 
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obtenidos en las ratas normales. La figura 28b muestra el andlisis en una imagen 

computarizada de la autorradiografia de los productos de PCR para CST. 
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Figura 28. Analisis de la expresién génica de CST 
y G3PD en ratas hembras y machos 
gonadectomizadas. (a) radio de fa expresién de 
CST sobre G3PD en hembras (barra negra) y 
machos (barra blanca) gonadectomizados. (b) 
autorradiografia de los productos de PCR. 

Es posible que al ser 

analizado el RNA total de rifion 

completo de rata no haya sido 

posible detectar cambios en la 

expresion génica del CST, ya 

que éste se expresa 

unicamente en la membrana 

apical de! tubulo distal en la 

corteza renal. Para descartar 

esta posibilidad, estudiamos 

también el nivel del RNAm del 

CST a partir de RNA total de 

corteza renal, en donde el 

mensaje de CST se concentra 

(Bobadilla N A et al., 1997). Sin 

embargo, los resultados fueron similares a los obtenidos al analizar el RNA total 

de rifién completo. Por lo tanto, el nivel de RNAm del CST no es diferente entre 

ambos sexos ni tampoco es afectado con la gonadectomia. 
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DISCUSION 

El hecho de que la expresién génica def CST a nivel de RNAm no esté 

afectada por el sexo es interesante a la luz de nuestros resultados fisiolégicos, en 

donde las hembras claramente responden con mas intensidad a las tiazidas, y 

también por los resultados de otros grupos que han sugerido que las hembras 

expresan mayor CST que los machos. 

Chen y colaboradores (Chen Z et al., 1994b) estudiaron fa influencia del 

género y de !a gonadectomia en la densidad de! CST, medido a través de la unién 

de (*H]metolazona a membranas de corteza renal, y en la excrecién urinaria de 

electrolitos como respuesta a la administraciin aguda del diurético 

bendroflumetiazida en ratas Sprague-Dawley. La densidad del CST fue 

significativamente mayor en las ratas hembras (0.770 + 0.48 pmol/mg) en 

comparacién con los machos (0.433 + 0.04 pmol/mg). La orquiectomia incrementd 

la densidad del CST (0.793 + 0.07 pmol/mg), mientras que la ooforectomia !a 

disminuy6é (0.529 + 0.05 pmol/mg). Los resultados fisiologicos fueron similares a 

los nuestros. Asi, Chen y colaboradores postulan que !a excrecién renal de Na’, 

CI, Ca®* y NH,’ es controlada, en parte, por el género y las hormonas sexuales, 

por medio de la regulaci6n de la densidad de! CST. Aunado a estos resultados, 

Verlander y colaboradores (Verlander J M et al., 1998) con analisis de Western 

blot e inmunomicroscopia electronica en los que utilizaron anticuerpos policionales 

dirigidos contra CST, demostraron que la ooforectomia reduce la densidad del 

CST en el tubulo distal y altera las protongaciones de la membrana plasmatica, 

efecto que es revertido en las ratas sujetas a reposicién hormonal con estradiol. 

Estos resultados muestran que la disminucién en la expresiédn del CST en ratas 
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ooforectomizadas puede ser revertido por la administracién de estrogenos. Asi se 

demostré que las hormonas sexuales tienen efecto sobre la cantidad de CST 

presente en la membrana plasmatica. No se estudiaron ratas machos ni se analizé 

la densidad de otra proteina de membrana como control. 

Et nivel de RNAm del CST no es mayor en ratas hembras, ni cambia con la 

gonadectomia, por lo tanto, es poco probable que el efecto que ejercen los 

estrogenos sobre el CST sea un efecto directo; es decir, que los estrogenos 

afecten la velocidad de transcripcién del gen. En favor de esta hipdtesis esta el 

hecho de que hasta el momento no se ha demostrado que existan receptores para 

estrégenos en el epitelio del tubulo distal (Farman N, 1992). 

El efecto de los estrdégenos sobre el CST podria ser un efecto indirecto. Se 

sabe que los estrégenos incrementan los niveles circulantes de algunas 

hormonas, las cuales podrian ejercer efecto directo sobre el CST, como renina, 

angiotensina II, glucocorticoides y calcitonina. 

La ooforectomia reduce los niveles séricos de calcitonina y la respuesta de 

calcitonina a hipercalcemia (Cressent M et al., 1979), mientras que la 

administracion de estrégenos incrementa ta expresi6n del RNAm de calcitonina en 

la tiroides. Aunque la calcitonina de salmén aumenta la unién de PH]metolazona 

en homogenados renales, la calcitonina de rata no es capaz de reproducir este 

efecto. Es poco probable que la estimulacién en la producci6n y liberacién de 

calcitonina por estrogenos sea responsable del efecto sobre el CST. 

La actividad en plasma de renina, angiotensindgeno y angiotensina II 

aumenta con la administracién oral de estrogenos en ratas (Inao H, 1985) y 
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humanos (Oelkers W K, 1996), pero fos niveles séricos de aldosterona no se 

modifican. 

Los glucocorticoides plasmaticos se elevan con dosis fisiotégicas de 

estrégenos por via parenteral, en humanos (Mahajan D K et al., 1978) y en ratas 

(Burgess L H and Handa R J, 1992), incrementan la unién de PH]metolazona en el 

rifién (Chen Z et al., 1994a; Velazquez H et al., 1996) y el transporte de NaCl 

sensible a tiazidas en el tibulo distal estudiado con microperfusién in vivo 

(Velazquez H et al., 1996), ademas se conoce Ia existencia de receptores para 

glucocorticoides en el tubulo distal (Farman N et al., 1991). Kim y colaboradores 

(Kim G-H et al., 1998) estudiaron el efecto de la elevacién de niveles séricos de 

mineralocorticoides, en ratas tratadas con dieta alta en NaC! o administracién de 

aldosterona, y demostraron por medio de Western blot e inmunoftuorescencia, que 

el CST es una proteina que puede ser inducida por aldosterona. Los receptores de 

mineralocorticoides se activan con elevacién en los niveles séricos de 

glucocorticoides y en algunas partes del tubulo distal no esta presente la isoforma 

de la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11B-HSD) que protege al 

receptor de mineralocorticoides de esta activacién (Whorwood C B et al., 1992), 

por lo tanto, es posible que el efecto del estradio! sobre el CST sea un efecto de 

los niveles elevados de glucocorticoides que no son detectados por la 11B-HSD. 

Es probable que la mayor respuesta a la bendroflumetiazida en ratas 

hembras y la reduccién de dicha respuesta después de la gonadectomia, aunado 

a la ausencia de efecto sobre el nivel del RNAm def CST, podria no estar 

relacionado con los estrégenos, sino con otras hormonas sexuales que también se 
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afectan con la gonadectomia. Es poco probable que esto sea mediado por 

hormonas hipofisiarias como fa hormona foliculoestimulante (FSH) 0 luteinizante 

(LH) porque ambas hormonas aumentan al maximo después de gonadectomia, 

tanto en hembras como en machos. En cambio, una interesante posibilidad es la 

prolactina. 

La prolactina es una hormona proteica secretada normalmente por la 

adenohipéfisis. En condiciones normales, los niveles de prolactina en suero son 

mayores en hembras que en machos. En hembras, fa prolactina se afecta en 

forma similar que los estrégenos con la ooforectomia; es decir, disminuye 

significativamente. Ademas, ia administracién de estradio! resulta en recuperacién 

de los niveles normales de prolactina (Martinez-Campos A et al, 1984). El 

inhibidor de la secrecién de prolactina mas importante es la dopamina y se cree 

que las estrégenos modifican los receptores de membrana para dopamina 

(Heiman M L and Ben-Jonathan N, 1982) e incrementan la entrada de calcio a la 

célula para promover !a sintesis y liberacién de prolactina. Por lo tanto, desde el 

punto de vista endocrinoldgico, la modificacién predecible de la prolactina con la 

ooforectomia ta hace un buen candidato para regular al CST. 

Por razones fisiolégicas, ta prolactina también es un buen candidato para 

regular al CST. La prolactina es un osmorregulador importante en vertebrados 

inferiores en tos que inhibe el movimiento de agua a través de la pared de Ia vejiga 

y por lo tanto disminuye la reabsorcién de NaCl (Hirano T et al., 1971). Inhibe la 

excrecién de Na* cuando los peces se adaptan de ambientes de agua salada a 

ambientes de agua dulce, previene la hidratacién y la hiponatremia, controlando el 

transporte de NaCl y la permeabilidad al agua (Lam T J, 1972; Nicoli C S, 1980). 
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En la nefrona distal la prolactina aumenta la reabsorcién de Na‘, ya que 

estimula la actividad de la Na*:K*-ATPasa, por lo cual la prolactina facilita la 

teabsorcién de Na* y agua a lo largo de la nefrona. 

La prolactina es una hormona proteica, por to tanto, actia por medio de 

receptores de membrana. De esta manera, es probable que su efecto sobre el 

CST sea a nivel de Ia proteina y no a nivet transcripcional. 

PERSPECTIVAS 

Con base en todo esto, nuestras perspectivas son estudiar la respuesta a la 

bendroflumetiazida en ratas hiperprolactinémicas, machos normales y tatas 

hembras ooforectomizadas, con incremento en los niveles de prolactina por medio 

del implante de dos glandulas hipdfisis dentro de fa capsula renal (Guevara- 

Aguirre J et al., 1986) y en ratas hembras normales tratadas con bromocriptina, un 

inhibidor de la secrecién de prolactina. De esta manera, se determinara el papel 

de la prolactina en la respuesta de mayor magnitud, observada en las ratas 

hembras, a la administracién de diuréticos tipo tiazida. 
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En la nefrona distal ta prolactina aumenta la reabsorcién de Na‘, ya que 

estimula la actividad de la Na*:K’-ATPasa, por lo cual la prolactina facilita la 

reabsorcién de Na* y agua a lo largo de la nefrona. 

La prolactina es una hormona proteica, por lo tanto, actéa por medio de 

receptores de membrana. De esta manera, es probable que su efecto sobre el 

CST sea a nivel de la proteina y no a nivel transcripcional. 

PERSPECTIVAS 

Con base en todo esto, nuestras perspectivas son estudiar la respuesta a la 

bendroflumetiazida en ratas hiperprolactinémicas, machos normales y ratas 

hembras ooforectomizadas, con incremento en los niveles de prolactina por medio 

de! imptante de dos glandulas hipdfisis dentro de la cépsula renal (Guevara- 

Aguirre J et al., 1986) y en ratas hembras normales tratadas con bromocriptina, un 

inhibidor de la secrecion de prolactina. De esta manera, se determinara e! papel 

de la prolactina en ta respuesta de mayor magnitud, observada en las ratas 

hembras, a la administracion de diuréticos tipo tiazida. 
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CONCLUSIONES 

Las ratas hembras tienen un nivel de respuesta mayor a la 

bendroflumetiazida en comparacion con las ratas machos. 

No se encontraron diferencias en el nivel de RNAm de CST tanto de rifién 

completo como de corteza renal, entre ratas hembras y machos, con o sin 

gonadectomia. 

No existe un efecto directo de las hormonas sexuales, en particular del! 

estradiol, sobre la expresién génica del CST. 
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APENDICE A 

EXTRACCION DE RNA CON GUANIDINA Y CsCI 

Dia 1 

1. Preparar 8 ml de tiocianato de guanidina (TG) y 4 ml de cloruro de cesio (CsC}) 
por cada 0.5-1.0 g de tejido. 
Transferir de 0.5 a 1.0 gr de tejido congelado a un tubo de plastico de 50 ml 
nuevo que contenga 8 ml de isotiocianato de guanidina. 
Homogeneizar 15 seg x 4 a maxima velocidad. 
Agregar 400 ul de sarcosil al 10%, mezclar con cuidado. 

Centrifugar 15 min a 11,500 rpm a4 °C. 

Transferir el sobrenadante a un tubo de ultracentrifuga en el que previamente 
se colocaron 4 mi de CsCl. 

Ultracentrifugar a 29,000 rpm durante 18 horas a 18 °C. 

Nn 
O
a
p
w
 

N 

Dia 2 
8. Vaciar el sobrenadante con cuidado y cortar el tubo para obtener en % parte el 

pellet. 

9. Lavar el pellet con 300 pI de agua BM para eliminar basura. 
10.Resuspender el precipitado con 600 pl de agua BM (hacerlo con 300 i! x 2). 

Mezclar bien con la pipeta, transferirlo a un tubo ependorf etiquetado y luego 
agitar en vortex. 

11. Dejar resuspendiendo minimo 1 hora. 
12. Tomar 20 yl de RNA + 480 pl de agua para espectrofotometria. 
13. Separar los 600 yl en dos tubos de 1.5 ml (300 yl por tubo) y precipitartos con 

0.1 volumen (30 ul) de acetato de Na” pH 5.2 y con 3 voltimenes (990 yl) de 
EtOH al 100%. 

14. Guardar a -20 °C. 

Dia 3 
15. Centrifugar 30 min a 12,000 a 4 °C. 

16. Quitar el sobrenadante y lavar con EtOH al 70% (900 ul). 
17.Centrifugar 5 min a 12,000 a 4 °C. 

18. Sacar el etano! (-100 ul). 
19. Centrifugar 30 seg a 12,000 a 4 °C. 
20. Sacar todo el etanol. 
21. Speed Vac por 2 min. 
22.Resuspender en 100-300 il de agua BM. 
23. Guardar a -80 °C. 

24. Tomar 2 ul de RNA + 498 ul de agua para espectrofotometria. 
25.Correr un gel de agarosa al 1% formaldehido para corroborar {a calidad del 

RNA.



SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE RNA 

Istiocianato de Guanidina 
8m 

4 M Guanidina: 3.78 g 

25 mM Citrato de Na: 200 pl de 1 M citrato de Na pH 7.0 

Llevar el volumen a 8 mis con agua BM 

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

0.7% B-mercaptoetanol: 56 pl (se agrega hasta que la guanidina esté fria y lista 

para ser usada) 

¢ Esterilizar por filtracion 

Cloruro de Cesio 
4m 

5.7 M CsCl: 3.83 g 

25 mM Acetato de Na: 33.3 i! de 3 M acetato de Na pH 5.2 

Llevar el volumen a 4 mis con agua BM 

Esterilizar por filtracion 
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APENDICE B 

GEL DE AGAROSA AL 1% FORMALDEHIDO PARA RNA 

Gel 
Por cada 10 ml de gel: 
0.1 gr agarosa 
8.5 ml agua destilada 
1 ml MOPS 10x * 
0.5 ml formaldehido 

Mezclar la agarosa con el agua destilada en un matraz, disolver calentandolo 
(horno de microondas 1.5 minutos). 
Poner termémetro y afiadir el MOPS. 

Cuando la temperatura baje a 50° C, afiadir el formaldehido. 
Mezclar y vaciar en la caja. 
Dejarlo secar cuando menos 10 minutos. 

Buffer de Carga 
Por cada muestra de RNA: 
5 ul formamida 
1 pl MOPS 10x 
2 pl formaldehido 
1 pl gel loading (Sigma) 
0.16 bromuro de etidio (10 mg/ml) 

Mezclar 8.1 yl de buffer de carga, con 1 ulde RNA y 2.9 ul de agua destilada. 
Calentar a 65° C por 10 minutos. 
Vaciar las muestras en el gel (12 pl) sumergido en MOPS 1x. 
Correr el gel a 75 V durante 1.5 hora. 

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

“MOPS 10x (1 litro) 
41.86 g MOPS 
6.8 g acetato de sodio 
20 ml EDTA 0.5 M 
pH 7.0 con NaOH 10 N 
Esterilizar por filtracién



  

APENDICE C 

GEL DE POLIACRILAMIDA PARA DNA 

Para preparar 10 ml de gel al 5 % agregar: 
7.4 ml de agua bidestilada 
2 mi de TBE 5x * 

1.5 ml de acritamida/bisacrilamida 1:29 
100 ul de persulfato de amonio 10 % (APS) 
10 ul de TEMED 

Mezclar y vaciar inmediatemente en la caja. 
Poner el peine y esperar cuando menos 15 minutos. 
Vaciar las muestras en el gel sumergido en TBE 1x. 
Correr el gel a 120 V durante 30 minutos. 
Para tefiirlo el gel ponerto en un recipiente con 100 ml de agua y 2 pl de bromuro 
de etidio (10 mg/m). 
Para destefiir el get enjuagarlo en agua durante 10 minutos. 

* TBE 5x (1 litro) 
54 gr tris 
27.5 gr acido bérico 
20 ml EDTA 0.5 M pH & 
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