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1. RESUMEN

Los canales idnicos son proteinas transmembranales gue forman un poro
acuoso a través de la membrana, tienen una amplia distribucién en las
célutas eucariontes e intervienen en una gran variedad de procesos. Los
canales marcapaso 0 canales HCN son canales catidnicos no selectivos, ya
que permiten el paso de Na* y K*. Existen cuatro isoformas de canales
HCN; HCN1, HCN2, HCN3 y HCN4, las cuales han sido encontradas en
humano, rata, conejo y ratén. Estos canales desempefian un papel
fundamental en el inicio de la actividad ritmica de algunas neuronas, en la
generacién del latido cardiaco en el corazén y en la actividad de las células
bastén en los ojos, sin embargo aun no se reporta su distribucién y funcion
en tejidos no excitables, como rifién.

Trabajos anteriores demostraron de manera indirecta la presencia de los
canales HCN en el rifién de la rata. En cultivos primarios de tibulo colector
de la médula interna del rifién de la rata se registré una corriente entrante
"Ivti” que muestra una gran analogia con las corrientes If generadas por los
canales HCN.

El objetivo de este trabajo es demostrar la presencia de la familia de
canaies catidnicos HCN en el riidn de la rata. La hipétesis planteada en
este trabajo propone que al menos una isoforma de los canales HCN se
encuentra en el rifdn de la rata.

La fase experimental realizada en este proyecto para comprobar to anterior,
consistio en ensayos de inmunoperoxidasa indirecta en cortes histolégicos
de 10 pm de grosor de corteza y medula interna del rifién de ratas sanas.
Los resultados obtenidos mostraron por primera vez la presencia de las
cuatro isoformas de la familia de canales HCN, tanto en medula interna

como en corteza de! rindn de la rata.




2. INTRODUCCION.
2.1 MEMBRANA PLASMATICA.

La membrana plasmatica es una estructura delgada, flexible y eldstica cuyo
grosor es de 7.5 a 10 nandmetros. Quimicamente, la membrana estd
compuesta basicamente por lipidos y proteinas. Entre los lipidos que la
componen, se encuentran los fosfolipidos y el colesterol, la proporcién
existente entre ambos determina la fluidez de la membrana. Las proteinas
de membrana se clasifican de la manera siguiente: las proteinas integrales
que atraviesan la membrana plasmatica y las proteinas periféricas que sélo
se encuentran en una cara de la membrana, como se muestra en la figura
1. (Guyton y col. 2001).
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Figura 1. Membrana plasmatica




La funcién principal de la membrana es aislar a la célula del medio
circundante, lo que impide la entrada de sustancias indeseables del medio
extracelular, ademas de permitir la entrada selectiva de nutrimentos a la
misma, mantener la composicién ionica del medio, el pH optimo y la

presidén osmotica adecuada, asi como la salida de sustancias de desecho.

La célula tiene diversas concentraciones idnicas en comparacién con el
medio extracelular, lo que permite la generacion de un gradiente

electroguimico, el cual utiliza la célula en el transporte de iones y solutos.

2.2 TRANSPORTE DE SUSTANCIAS A TRAVES DE LA MEMBRANA.

Para que la célula tenga un funcionamiento éptimo, debe tener la capacidad
de importar las sustancias necesarias. Existen diversas formas de
transportar sustancias en la célula en funcidon de las caracteristicas
fisicogquimicas de las mismas, como se ilustra en la figura 2.

Transporte pasivo. Esta consiste en el movimiento de las sustancias a
través de la bicapa lipidica a favor de su gradiente de concentracién y se
clasifica en dos grupos. La difusién simple se caracteriza por el movimiento
de las moléculas hidrofobas pequefias, por ejemplo O;, CO; y N, La
difusién facilitada comprende proteinas transportadoras de dos tipos. Las
proteinas de canal que forman un cilindro que atraviesa la membrana, a
través del cual pasan los iones. Los transportadores en cambio, transportan
pocas moléculas o iones a la vez. Despues de que los iones se unen al
transportador, este sufre un cambio conformacional de manera que solo los
iones unidos al transportador se incorporan al interior de la célula. Entre las

sustancias que son transportadas por este medio, podemos mencionar al

sodio, potasio, cloruro, ién hidrénio etc.




Transporte activo.

El transporte se caracteriza por llevarse a cabo en contra de su gradiente
de concentracién y requiere de una fuente de energia electroquimica. En
funcién de la fuente de energia el transporte se clasifica de la manera
siguiente:

Transporte activo primario. La energia se obtiene de la hidrdlisis del ATP
por las ATPasas. Estas enzimas se encargan de mantener la concentracién
baja de calcio y sodio dentro de la célula animal en relacién con el medio
externo y mantienen el pH bajo en el interior de los lisosomas. Entre las
sustancias transportadas por este medio encontramos al sodio, potasio,
calcio y algunos otros iones (Guyton y col. 2001).

Transporte activo secundario. La energia requerida deriva de la diferencia
de concentracion idnica a ambos lados de la membrana, generada en
primer lugar por el transporte activo primario. Como ejemplo podemos
mencionar al cotransporte de sodio-glucosa.

Exterior
celular

Interior

& erdia @  celular
Difusion facilitada ATP = -

Figura 2, Tipos de transporte




2.3 CANALES IONICOS.

Los canales idnicos son proteinas transmembranales que forman un poro
acuoso a través de la membrana, a través del cual permiten el paso
selectivo de iones especificos cuando se abren. Los canales idnicos tienen
una amplia distribucion en las células eucariontes e intervienen en una gran
variedad de procesos, entre los que podemos mencionar la generacién del
ritmo cardiaco, la regulacion del volumen celular y la transmision del
impulso nervioso.

Los canales idnicos tienen tres caracteristicas fundamentales:

a) permiten el flujo elevado de iones (10° a 10® iones por segundo, en
comparacién a 10° iones por segundo que mueve una ATPasa). El
flujo de iones que atraviesa cada canal produce una corriente
eléctrica medible y produce cambios en el potencial de membrana.

b) Los canales ionicos son capaces de discriminar a los iones que pasan
a través de ellos, es decir, presentan selectividad idnica

¢) Las proteinas de canal asumen diversos estados conformacionales en

respuesta a un estimulo. En general, existe un estado conductor o
estado abierto y dos estados no conductores (inactivado y cerrado),
en estos estados, la probabilidad de apertura del canal es minima.

Los canales ionicos se clasifican de diversas formas:

a) en funcidén de su selectividad idnica

~ |Canales aniénicos

o

’
i
Canales de potasio
Canales de sodio
Canales de calcio
Canales catibnicos
no selectivos

Canales de cloro




b) en funcién de su mecanismo de apertura.

Activados por:
1. Cambios de voltaje (canales dependientes de voltaje Kv)
2. Interaccién con un agonista (canales activados por ligando)
3. Mediadores intracelulares (Ca?*, ATP, nucleétidos ciclicos,
proteinas G )
4. Accién mecanica, estos canales suelen activarse por aumento o
disminucion del volumen celular.

A). Canal de cloro que se
abre por la unién de un
ligando; B). Canal de
potasio que se cierra por
la union de un segundo
mensajero; C). Canal
selectivo a iones calcio
sensiblfe al voltaje, se
abre, al ocurrir una
despolarizacién en la
membrana; D) Canal de
unién intercomunicante,
permite el flujo de
sustancias y iones enire
dos céfulas, ejemplo las
sinapsis eféctricas en las
neuronas.

Tomado de Aidley y col.
1998,

FIGURA 3. CLASIFICACION SEGUN APERTURA DE CANALES




2.4 CANALES CATIONICQOS HCN.

Los canales marcapaso 6 canales activados por hiperpolarizacién y
nucleétidos ciclicos (Hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide gated
channels o HCN en inglés) son canales catidnicos no selectivos, ya que
permiten el paso de Na* y K*.

Las corrientes generadas por estos canales fueron descubiertas en la
década de los 70’s en células del nodo sinoauricular de conejo (Brown y col.
1980). Estas corrientes fueron denominadas “funny” porque tenian
caracteristicas consideradas Unicas para estos canales, como presentar
activacion bajo condiciones de hiperpolarizacién a diferencia de la mayoria
de canales, que se activan por la despolarizacién de la membrana.

A pesar de su relevancia fisioldgica, la identificacién molecular de los HCN
es relativamente reciente. Existen cuatro isoformas de canales HCN; HCN1,
HCN2, HCN3 y HCN4, las cuales han sido encontradas en humano, rata,
cohejo y raton.

Los HCN son primos de la familia de los canales de potasio dependientes de
voltaje (Kv) y de los canales CNG {modulados por nucledtidos ciclicos).
Estructuralmente, los HCN tienen seis segmentos transmembranales (S1-
56), un segmento S4 cargado positivamente y un poro entre los
segmentos S5 y S6 y un dominio de unidn a nucledtidos ciclicos en la
region carboxilo terminal del polipéptido, tal como se muestra en la figura 4
(Kaupp y col. 2001). Los cuatro genes de la familia HCN despliegan una
gran homologia en su secuencia de nucledtidos en los seis segmentos
transmembranales y en la region de unidon a nucledtidos ciclicos (80-90%)
en contraste con los segmentos amino y carboxilo terminal. Como se
muestra en la figura 5, la region del poro de los HCN estd también muy
conservada entre las diferentes familias, e inclusive, presenta el mismo
motivo GYG de los canales de potasio, el cual funciona como filtro de

selectividad.




Sin embargo, en contraste con los canales de potasio, el poro de los HCN
presenta variaciones en los aminodcidos vecinos, lo cual probablemente
confiere la propiedad de no selectividad a estos canales (Ludwing y col.
1999).

Los cuatro canales HCN se pueden expresar como homotetrdmeros, sin
embargo se han encontrado patrones de expresion de los HCN como
heterotetrameros, predominantemente HCN1/HCN2 (Brewster y col 2005).

poro

extracelular

—

Dominio de unién de
‘-'mu:luilillu ciclicos

intracelular s/

A
N

exiracelular

i

intracelular

Figura 4. Topologia de los canales HCN {(Modificado de Kaupp y col.
2001)




b l ED SCE

HCN2 YSFALFKAMSHMLCIGYGROAP
HERG YVTALYFTFSSLTSVGFGNVSPE
Kvl.1l IPDAFWWAVVSMTTVGYGPMYP

Figura 5. Comparacién de la secuencia del filtro de selectividad en
el poro del HCN y Kvs (1.1 y HERG o Kv 11.1) (Ludwing y col. 1999)

Caracteristicas de los canales HCN:

a) Estos canales desempefian un papel fundamental en el inicio de la
actividad ritmica de algunas neuronas, en la generacién del latido
cardiaco en el corazén y en la actividad de las células baston en los
ojos (Demontis y col. 2002).

b) La actividad de estos canales depende del voltaje, pero a diferencia
de la mayoria de los canales como los Kvs, los canales marcapaso se
abren a voltajes hiperpolarizantes (- 65 a - 95 mV) (Kaupp y col,
2001).
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c)

d)

f)

Los canales marcapaso transportan potasio y sodio. La permeabilidad
relativa iénica Py./Pc de los canales marcapaso, depende de la
concentracion extracelular de potasio y varia entre 0.2 y 0.4, lo que
nos indica que estos canales son mas permeables al potasio, aunque
transportan mas sodio en condiciones fisiolégicas (Hestrin y col.
1987).

Concentraciones 1 mM de iones Cs* bloquean al canal HCN en un
80% (Zhong y col. 2004).

La actividad de los canales se regula por el AMPc y el GMPc, esto
tiene gran relevancia en la estimulacion del latido cardiaco por
activadores B-adrenérgicos que incrementan los niveles de AMPc el
cual promueve la apertura del canal por interaccidon directa en el

dominio de unidn a nucledtidos ciclicos. (Kaupp y col. 2001).

Existen farmacos que pueden regular la actividad del canal HCN,
como la Ivabradina, un agente bradicardizante gque tiene la capacidad
de bloguear al canal, reduciendo asi, el rango de despolarizacion
diastélica y el Propofol, un agente anestésico que inhibe la activacion
de los canales HCN (DiFrancesco y col. 2005; Cacheaux y col. 2005).

g) Algunos canales HCN son sensibies a la presion osmética del medio.

Recientes estudios en los que se coexpresd el canal HCN2 y la
acuaporina 1 (AQP1) en ovocitos de Xenopus laveis, se observd que
bajo condiciones de hipotonicidad se incrementé la actividad del
canal. (Calloe y col. 2005).
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Se han realizado diversos ensayos para determinar la distribucion

regional de los canales HCN en el organismo, mediante técnicas como

northern blott, hibridacion in situ, técnicas inmunohistoquimicas y PCR. Los

resultados obtenidos hasta el momento se muestran en la tabla siguiente:

Ubicacion

HCN1

Neocorteza, hipocampo, cerebelo, células
de Purkinje

HCN2

Bulbo olfatorio, corteza cerebral,
hipocampo, talamo, amigdala, cerebelo,
tallo cerebral

HCN3

Todo el cerebro, principalmente en bulbo
olfatorio

HCN4

Bulbo olfatorio, talamo, nodo
sinoauricular, células de Purkinje

Tabla 1. Distribucién regional de la familia de canales HCN en la

rata (Kaupp y col. 2001).
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2.5 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL SISTEMA URINARIO.

El sistema urinario consta de dos rifiones, dos uréteres, la vejiga urinaria y
la uretra, como se muestra en la figura 6. Entre las funciones principales
del sistema urinario esta la produccién de orina, el equilibrio acido - base
del organismo, la eliminacion de sustancias de desecho y el mantenimiento
del volumen extracelular.

Los rifiones son drganos pares en forma de frijol, situados en la regién
retroperitoneal de la cavidad abdominal, a cada lado de la columna
vertebral y miden de 10 a 12 cm de largo, 5 a 6 cm de ancho y 3 a 4 cm de
espesor. Cada rifidn presenta una concavidad, en cuyo centro hay una
hendidura llamada hilio, donde se encuentra tejido adiposo. El hilio se
extiende hasta el seno renal, este contiene las arterias y venas renales y la
pelvis renal.

La porcién externa de cada rifidn se denomina corteza, que a simple vista
se observa mas rojiza. La porcidén media del rifion se denomina médula
renal, que esta constituida por unas subdivisiones en forma de cono
denominadas pirdmides renales; estas pirdmides tienen la base dirigida
hacia la corteza y una punta denominada papila renal. Cada piramide esta
separada de la siguiente por las columnas renales. La médula a su vez
puede ser subdividida en médula interna y médula externa. A simple vista,
la médula interna tiene un color mas claro que la médula externa.

Lirdter

Vejiga

Esfimer

Figura 6. Imagen del sistema urinario, proyectando un rifién y sus
partes.
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La unidad funcional del rifién es la nefrona. Cada rifién humano
contiene aproximadamente un millén de nefronas, que no pueden ser
regeneradas. La nefrona consta de varios segmentos morfolégicamente
distintos: el corpusculo renal, el tibulo contorneado proximal, el asa de
Henle, el tubulo contorneado distal, el tibulo colector y conducto colector,
tal como se muestra en la figura 10.

La corteza renal contiene los corplsculos renales, los tlbulos contorneados
proximales y distales y una parte de los tibulos colectores. Las asas de
Henle y la mayor parte de los conductos colectores se encuentran en la
médula renal.

Existen basicamente dos tipos de nefronas, las corticales, cuyos glomérulos
estan situados en la parte externa de la corteza y sus asas de Henle tienen
un breve recorrido dentro de la médula y las yuxtamédulares, cuyos
glomérulos se encuentran en la parte inferior de la corteza Yy cuyas asas de
Henle llegan a la parte mas profunda de la médula interna.

Tibulo
colector

Asade
Henle

Céliz menor

Figura 7. Nefronas yuxtamédulares y corticales
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Glomérulo renal.

El glomérulo renal esta constituido por una madeja de capilares derivados
de la arteriola aferente, la cual se divide en cuatro a ocho asas capilares
formando un penacho y por la capsula de Bowman, una extensién de pared
delgada dei tubulo proximal que se invagina en forma de copa. La cdpsula
de Bowman es una capa de dos paredes formadas por el epitelio plano
simple. El epitelio que recubre la pared externa de la capsula se llama capa
parietal y el epitelio que mira hacia el glomérulo se denomina la capa
visceral. El espacio entre las dos capas se denomina espacio de Bowman o
espacio capsular.

En el glomérulo se inicia la formacién de orina, por medio de la filtracién, la
cual consiste en el movimiento del plasma desde el capilar glomerular hacia
la cépsula de Bowman, el liquido resultante de este proceso es denominado
ultrafiltrado glomerular. Este liquido contiene los mismos componentes del

plasma, sdlo que sin proteinas.

Tibulo capsular
contorneado ¥
proximal

Artariola
afarenta

padicalo

Capa viscaral

Figura 8. Imagen de la capsula de Bowman
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El glomérulo funciona como una barrera o filtro constituido por tres capas

principales, como se ilustra en la figura 9:

a)

b)

El endotelio capilar fenestrado tiene poros cuyo didmetro oscila entre
50 a 100 nm. La superficie de la célula endotelial esta cubierta por
una capa polianiénica que tiene un espesor de 12 nm. Debido al
tamafio relativamente grande de las fenestraciones, esta capa sélo
funciona como filtre para células.

La membrana basal es una malla homogénea compuesta
principalmente por colagena tipo IV y una variedad de sustancias
como proteoglicanos (que confieren una carga negativa a la
membrana), glucoproteinas y mucopolisacaridos. Los proteoglicanos
son en gran parte responsables de la barrera eléctrica que restringe
la entrada de macromoléculas y moléculas anidnicas sencillas de
radio aproximado entre 0.4 y 0.8 nm.

Las células epiteliales de la cépsula o podocitos no forman una capa
continua, sino que poseen largas prolongaciones en forma de pie
llamadas pedicelos, que se ramifican libremente a lo large del capilar
glomerular y se entrelazan, dejando un espacio entre ellas de 20 a
30 nm. Estas células también estdn cubiertas por una capa
polianidnica, lo que restringe aun mas el paso de moléculas a través
de ésta.

16




Endoteho
fenestrado

Membrana
basal

podocitos

Figura 9. Principales barreras de filtraclén.

Otro componente esencial del glomérulo es el mesangio, este consiste de
células mesangiales y una matriz mesangial. Las células mesangiales
rodean los capilares glomerulares aportando rigidez estructural al
glomérulo. Estas células tienen la capacidad de secretar la matriz
mesangial, tienen actividad fagocitaria y de pinocitosis, ademas de secretar
prostaglandinas. También tienen la capacidad de regular el flujo sanguineo,
debido a sus receptores para angiotensina II.

Tdbulo proximal.

La capsula continda con una formacién tubular que se denomina tubulo
proximal por estar préximo al glomérulo. El tubulo proximal ests
compuesto por dos partes morfolégicamente diferentes, la porcién
contorneada que esta mas cerca del glomérulo y la porcién recta, que
desemboca en el asa de Henle. Las células epiteliales del tibulo proximal
tienen una gran actividad metabdlica y una gran cantidad de mitocondrias
para abastecer a estas células de energia suficiente para llevar a cabo sus
procesos de transporte activo. Otra caracteristica especial de estas células
es que tienen numerosas microvellosidades, lo cual les da la apariencia de
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borde de cepillo en el lado apical de la membrana (el lado que da al
lumen), estas microvellosidades le confieren una gran capacidad de
absorcion. Estas microvellosidades también estan dotadas de una gran
cantidad de proteinas cotransportadoras de sodio y algunas moléculas
organicas como glucosa o aminodcidos; también en esta zona encontramos
moléculas cotransportadoras de protones.
En el tabulo proximal se han observado diversos tipos celulares los cuales
han sido clasificados de la manera siguiente:
a) Células S1 que se encuentran en el segmento inicial del tabulo
proximal, son ricas en mitocondrias y es aqui donde se lleva a cabo la
reabsorcién del bicarbonato y la excrecién de cloro, el cual se

reabsorbemas adelante.

b) Células S2, comienzan en la porcion distal del segmento contorneado
y se extienden hacia el interior del segmento recto. En estas células
el borde de cepillo estd menos desarrollado y hay una menor
cantidad de mitocondrias. En estas células se lleva a cabo un
movimiento pasivo de calcio.

c) Células S3, en la parte distal del segmento recto. Estas células son
clbicas y practicamente no hay borde de cepillo, ademds de tener
una cantidad menor de mitocondrias en comparacién con las células
anteriormente mencionadas. En esta zona se puede reabsorber
glucosa vy calcio.

El tdbulo contorneado proximal reabsorbe aproximadamente el 85% de
agua, debido a la presencia de la acuaporina 1 (AQP1) y el 60% de la carga
de sodio, asi como otros iones como el calcio y fosfato, ademas de la
glucosa del filtrado glomerular. En este sitio también se secreta creatinina,
y metabolitos de algunos farmacos. También el tibulo proximal secreta

acidos y bases organicas como las sales biliares y catecolaminas
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Asa de Henle.

El asa de Henle estd formada por tres porciones distintas: la porcién
descendente delgada, la porcién ascendente delgada y la porcién
ascendente gruesa. Las células de la rama descendente delgada y la rama
ascendente delgada carecen del borde de cepillo, poseen pocas
mitocondrias y tienen una actividad metabdlica disminuida. La porcién
descendente del asa es altamente permeable al agua, debido a la presencia
de la AQP 1. Su funcién principal es la de permitir la difusion simple de
solutos a través de sus paredes, en esta zona se absorbe casi el 20% del
agua y el 25% de la carga total de sodio. La porcién gruesa del asa tiene
células con gran actividad metabdlica y una elevada capacidad de
reabsorber sodio, cloruro y potasio, magnesio y bicarbonato, ademés de

ser relativamente impermeables al agua.

La membrana apical de estas células posee un cotransportador Na*/K*/2Cl,
el cual impulsa la reabsorcién de potasio al interior de la célula en contra de
su gradiente de concentracion. Estas células también poseen un
transportador Na*/H*, lo que impulsa la absorcidén de sodio y la secrecion
de protones.

Tdbulo distal y tdbulo colector.

La porcion gruesa ascendente del asa de Henle desemboca en el tibulo
distal. La parte inicial del tdbulo distal forma parte del complejo
yuxtagiomerular el cual posee tres componentes esenciales:
a) Macula densa: al acercarse al glomérulo, la parte inicial del tabulo
distal modifica su epitelio mostrando células que tienen como
caracteristica principal tener sus ndcleos muy compactos que le dan

un aspecto mas denso, por fo que se llaman mécula densa.
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b) Las células yuxtaglomerulares de la pared de la arteriola aferente
adyacente, tienen la capacidad de secretar renina para modificar el
flujo sanguineo.

c) Las células mesangiales, de las cuales ya se hablé con anterioridad.

La segunda parte del tdbulo distal, asi como el tubulo colector se
caracterizan por poseer dos tipos de células, las células principales y las
células intercaladas. Las células principales tienen la capacidad de
reabsorber sodio y secretar potasio, esto depende de la actividad de la
ATPasa de sodio potasio, la cual se encuentra en la membrana basolateral
de estas células. Esta bomba mantiene el gradiente de sodio y potasio.

Las células intercaladas, tienen la capacidad de secretar iones hidrdnio y
reabsorber iones bicarbonato y potasio, esto lo hacen gracias a una ATPasa
que transporta al i6n hidrénio hacia el lumen tubular. Este protén es
producto de la reaccién de la anhidrasa carbdnica sobre el CO, y el H,O

para formar iones bicarbonato e iones hidrénio.

La permeabilidad del agua estd controlada en esta zona por la
concentracion de la vasopresina u hormona antidiuretica (ADH) la cual
aumenta la expresién de la AQP2, la cual tiene la capacidad de reabsorber
agua. Cuando existen niveles altos de esta hormona los tubulos son
permeables al agua, pero sin ADH estos no permiten el paso de agua. Esta
caracteristica del tubulo colector permite controlar ef grado de dilucién de la

orina.
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Conducto colector médular.

Los tibulos colectores de varias nefronas se unen en un solo conducto
colector; este conducto colector vierte la orina finalmente en la pelvis renal.
El tibulo colector incluye una porcién cortical, una porcién médular externa
Yy una porcion médular interna, esta Ultima termina en los conductos
papilares.

La porcién cortical del tibulo colector también contiene células principales y
células intercaladas. El tibulo cortical médular externo que tiene la funcién
basica de secretar protones y reabsorber potasio mediante una ATPasa
protén potasio y el tdbulo cortical de la médula interna.

Las células epiteliales de este conducto tienen forma clbica, y muy
pocas mitocondrias. Esta zona también regula la absorcién de agua por
medio de la hormona ADH. También se observa una elevada capacidad de
secretar iones hidrénio, lo que contribuye al equilibrio adcido base de la
orina.

21




Tdabulo
contorneado
distal

Tabulo conector Células del

Tibulo colector cortical

) e

Figura 10. Diversos tipos de células a lo largo de la nefrona
(Boron y col. 2003).

22




2.6 FISIOLOGIA DEL ION SODIO.

El sodio es un catién que predomina en el liquido extracelular. Su
concentracion en el liquido extracelular es de aproximadamente 142
mmol/L, mientras que su concentracién en el liquido intracelular es de 10
mmol/L; es decir aproximadamente el 93% del sodio se encuentra en el
liquido extracelular. Entre sus funciones principales estén las siguientes:

» Conservar la distribucién normal de agua asi como la presion

osmoética en el plasma.

» Preservacion del equilibrio dcido / base en el rifidn

» Excitacién de nervios y misculos.
El consumo aproximado de sodio en la dieta es de 2300 a 4600 maga/dia
(Anderson, 1995.) este se absorbe activamente en el intestino delgado,
pero son los rifiones los que regulan el contenido de sodio.
La cantidad de sodio que se elimina con la orina depende de la cantidad
ingerida, y puede ser desde menos de 100 mg a varios gramos. Como se
muestra en la figura 11, aproximadamente el 60% de este sodio se
reabsorbe en el tubulo contorneado proximal, el 25 % se absorbe en el asa
de Henle, el 5 0 7 % en e! tdbulo contorneado distal y un 3-5% en el tabulo

colector.

Figura 11. Porcentajes
de absorcion de sodic a
lo largo de la nefrona vy
algunos mecanismos de
su regulacibn  (PROX:
tubulo contorneado
“proximal, LOH: asa de
Heple, DCT:  tabulo
contorneade distal, CD:
tdbulo colector),
( Schrier y col, 1999 )

LOH
25%:
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Cuando una persona aumenta la cantidad de sodio ingerida se activan los
mecanismos siguientes:

1. Activacion de los receptores de baja presién. Las sefiales de estos
receptores llegan al tronco encefalico e inhiben la actividad nerviosa
simpatica de los rifiones, reduciendo asi, fa reabsorcién tubular de
sodio. Este mecanismo alcanza su maximo valor durante las primeras
horas después de un aumento en la ingestién de sal o agua.

2. El organismo genera ligeros ascensos en la presién arterial
provocados por la expansién de volumen y se incrementa la
excrecion de sodio (natriuresis por presién).

3. Se suprime la formacion de angiotensina II reduciéndose la
reabsorcién tubular de sodio. También al reducir la formacién de
angiotensina se reduce la secrecion de aldosterona, lo que provoca
que disminuyamas la reabsorcién de sodio.

4. Se estimula la formacion del péptido natriuretico auricular (PNA), el
cual es liberado en la auricula por aumentos del volumen sanguineo,
este péptido inhibe la reabsorcién de sodio a nivel de conducto
colector. Eso lo hace inhibiendo a la angiotensina II, la cual estimula
la reabsorcion de sodio y agua (Castillo y col. 2003).

Cuando la concentracién de sodio disminuye, el mecanismo funciona a la

inversa.
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La regulacién del sodio en el tibulo contorneado distal, depende de la
hormona aldosterona, un mineralocorticoide que es secretado en las
glandulas suprarrenales. Si hay presencia de aldosterona, se aumenta la
absorcidn del sodio, la excrecién de potasio y de iones hidrégeno.

Existe otro factor hormonal que regula la secrecién de sodio y es el péptido
natriuretico auricular, una hormona secretada en el miocardio y ejerce sus
funciones sobre el rifion, estimulando la excrecién de sodio y agua.

Figura 12. Sistema renina/angiotensina/aldosterona. El angiotensindgeno
es un tetradecapeptido producido y secretado en el higado. La renina es
producida en el aparato yuxtaglomerular en el rifién. La renina escinde 4
aminodcidos del angiotensinégeno transforméndolo en angiotensina 1, la
enzima convertidora de angiotensina (ACE) corta 2 aminodacidos de la
angiotensina 1, transformandola en angiotensina 2; ésta incrementa la
resistencia vascular sistémica (SVR) y estimula la secrecién de la
aldosterona (Aldo) de las glandulas adrenales. En consecuencia, se
incrementa la reabsorcion de sodio en los tabulos renales y disminuyendo
la secrecidn urinaria de sodio (UnaV). ( Schrier y cof, 1999 )
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Figura 13. Mecanismo de la accién de la aldosterona en una célula distal
de la nefrona. La aldosterona entra a la célula a través de la membrana
plasmatica debido a su alta liposolubilidad en membranas e interacta
con su receptor {(MR), esto desencadena la formacidon de una nueva
proteina que incrementa el nimero de canales de sodio (ENAC) y de
ATPasas de sodio en la superficie de la célula. Se incrementa el
transporte transepitelial de sodio. El cortisol también entra a la célula y
puede interactuar tanto con su receptor (GR) como con MR, lo que
estimula el transporte de sodio. La expresién de la enzima 11-B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (11-B-HSD) permite el metabolismo
rapido del cortisol en cortisona (Schrier y col, 1999).

26




3. ANTECEDENTES.

Desde el descubrimiento de las corrientes catiénicas activadas por
hiperpolarizacién, llamadas If o Ih hace 20 afios, se han realizado una gran
cantidad de investigaciones, para determinar la funcidn fisioldgica
especifica de estas corrientes en el corazoén, cerebro y otros 6rganos como
tos ojos. Estas investigaciones también han conducido a la caracterizacién
de los canales HCN, asi como algunas caracteristicas intrinsecas de estos,
como su tetramerizacion, su distribucién en algunos epitelios, y su bloqueo
por algunas sustancias.

Recientemente se obtuvo evidencia de la presencia de esta familia de
canales en las células del tdbulo colector de la médula interna. Por medio
de la técnica de Patch-Clamp en un cultive primario del tabulo colector de
la médula interna, se obtuvo una corriente “Ivti” que muestra una gran
analogia con las corrientes If generadas por los canales HCN ( Escobar y
col. 2004).

Las corrientes entrantes dependientes de voltaje y tiempo se registraron en
el 50% de las células estudiadas (datos no publicados). Esta corriente se
activa a voltajes hiperpolarizantes (-60 mV) y es selectiva a sodio (Na*) y
potasio (K*), y requiere mas de 720 ms para terminar de activarse.

En nuestro laboratorio, se realizaron estudios de RT-PCR tanto en el rinon,
como en el cerebro para identificar la presencia del mensajero para las
isoformas 1 y 2 del HCN. Los resultados de este experimento demostraron
la presencia a nivel de RNA mensajero de alguna de las isoformas del HCN,
probablemente el HCN1,

Hasta ahora sdlo se conoce la funcién de los canales HCN en los tejidos
excitables, pero no existen reportes en la literatura de su presencia vy

funcién en tejidos no excitables, como rifién.
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4. OBJETIVOS.

Objetivo general.

1

» Demostrar la presencia de la familia de canales catiénicos HCN en el
rinon de la rata.

Objetivos particulares.

» Realizar técnicas inmunohistoquimicas aplicadas a la blisqueda de la
familia de canales HCN en médula interna y corteza de rifién de rata.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El proceso experimental mediante el cual se identificara la presencia de los
canales HCN en células de rifién y cerebelo de rata consta de lo siguiente:

Inmunohistoquimica

Las técnicas inmunohistoquimicas han demostrado ser herramientas
sumamente eficaces para la determinacion de estructuras tisulares. Se
fundamentan en el uso de anticuerpos marcados con alguna sustancia (ya
sea una molécula fluorescente o alguna enzima que al reaccionar genere
algun producto colorido) dirigidos contra epitopes especificos de la célula a
marcar, formando asi un complejo antigeno - anticuerpo (Peinado 1996).

Podemos clasificar a las técnicas inmunohistoquimicas basicamente en dos
grupos:

* Inmunohistoquimica directa: Se basa en el marcaje de la estructura
deseada con un anticuerpo que esta enlazado quimicamente a la
molécula fluorescente o a la enzima.

» Inmunohistoquimica indirecta: La estructura deseada se marca con
un anticuerpo primario no marcado. Una vez que se ha llevado a
cabo la reaccion antigeno - anticuerpo, se elimina el anticuerpo
primario que no reacciond. Después, se hace reaccionar al complejo
antigeno - anticuerpo con un anticuerpo secundario marcado dirigido
contra el anticuerpo primario.

Las ventajas que ofrece la inmunohistoquimica indirecta consisten en una
mayor sensibilidad, ya que cada anticuerpo primario puede reaccionar con
varias moléculas del anticuerpo secundario, como se muestra en fa figura
14,
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Inmunohistoquimica directa Inmunohistoquimica indirecta
Figura 14. Diversas técnicas inmunohistoquimicas.

Metodologia.

La técnica inmunohistoquimica utilizada para la deteccién de los HCN en los
diversos tejidos estudiados fue la de inmnunoperoxidasa indirecta. Para la
deteccidn de los canales HCN se utilizaron anticuerpos primarios especificos
para el canal (IgG de conejo anti HCN; Alomone labs) marcados con
peroxidasa de rdbano. La peroxidasa es una enzima que cataliza
reacciones de oxidacién en presencia de peréxido de hidrogeno. Como
sustrato de la enzima se utilizé diaminobencidina, cuyo producto de
oxidacién forma un precipitado café marrén que tifie al tejido en cuestién.
Para observar la reactividad de los tejidos se utilizd un microscopio de

campo claro.

::t _j"'* H,0,/ peroxidasa
+0
DAB

H ¥ DAB oxidada (polimero)

Figura 15. Reacciéon de la diaminobencidina.
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Procedimiento

La metodologia utilizada para estos ensayos se menciona de manera
abreviada en el siguiente esquema, en el apéndice la técnica se describe
con mayor detalle.

Ratas Wistar &
2009 250¢g

organos

cortes de 10 pm en
crlostato

[ )
["i':,":;::;.::e,a:.:’" ]
]

[ Obtencmn de

indirecta

Mncroscopla de
campo claro

[ Inmunoperoxldasa
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

Localizacién y distribucién de la familia de canales catiénicos HCN
en el cerebelo.

Para garantizar que la metodologia y los reactivos utilizados durante los
ensayos funcionan adecuadamente, es necesario realizar un control
positivo. Reportes anteriores han demostrado que la familia de canales HCN
se expresa de manera constitutiva en el cerebro, el corazén y la retina.
(Notomi y col. 2004; Demontis y col. 2002; Ludwing y col. 1999). Notomi y
colaboradores estudiaron la presencia y distribucion de la familia de canales
HCN en el cerebelo. Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla 2. Distribucién de 1a familia de canales HCN en el cerebelo de
la rata.

Canal catiénico HCN Distribucion en el cerebelo.

HCN 1 Células de Purkinje, capa molecular
HCN 2 Capa molecular

HCN 3 Capa granuiar

HCN 4 Capa molecular

También se debe realizar un control negativo en el cerebelo con el
objetivo de evitar obtener falsos positivos.
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El control negativo se realizd con el protocolo de la inmunoperoxidasa
indirecta (ver apéndice) omitiendo ia incubacién con el anticuerpo primario
en cortes de cerebelo de 10 pm de grosor. El resultado obtenido durante
este ensayo es el siguiente,

Control negativo
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Figura 16. Control negativo realizado con fa técnica de la inmunoperoxidasa indirecta
en el cerebelo de la rata (CG: capa granular, CM: capa molecular, CP: células de
Purkinje). La imagen fue obtenida con un aumento de 40 veces (40X).

En la figura 16 podemos observar que no hay reaccién inespecifica con el
anticuerpo secundario en las células de Purkinje o en las capas granular o
molecular. Una vez que se determind que el anticuerpo secundario no
gener¢ falsos positivos pudimos seguir con los ensayos.
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El control positivo se realizé con cada uno de los anticuerpos de la familia
de canales HCN. Los resultados obtenidos se muestran a continuacién.

Control positivo

Figura 17. Inmunoperoxidasa indirecta para la familia de canales HCN en cortes
histolégicos de 10 pm de grosor del cerebelo de la rata. HCN1 (A), HCN2 (B), HCN3
(C), HCN4 (D). La reactividad positiva se indica con las flechas. Las imagenes fueron
obtenidas con un aumento de 20X.
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En la figura 17 podemos observar que estan presentes los cuatro canales
de la familia HCN en el cerebelo, los cuales se identificaron en los tres tipos
celulares (las células de Purkinje, la capa granular y la capa molecular). Los
canales HCN1, HCN2 y HCN4 son abundantes en la capa molecular. El
HCN3 esta presente en mayor cantidad en la capa granular. En tas células
de Purkinje, predominan los canales HCN2 y el canal HCN4.

Si comparamos los resultados obtenidos por Notomi y col. 2004 con los
obtenidos en el laboratorio, podemos notar que coinciden en los tipos
celulares marcados por el anticuerpo. Sin embargo, nuestros anticuerpos
marcan mas células en el cerebelo en comparacién con Notomi Y
colaboradores. Esto podria deberse a que los anticuerpos utilizados por
Notomi fueron producidos en su laboratorio en cobayos. Los anticuerpos
que usamos en este ensayo fueron comprados a la empresa Alomone
(Israel) y se sintetizaron en conejos. Es un hecho conocido que la
reactividad de los anticuerpos es diferente dependiendo de la especie
animal donde se producen.

De los resultados obtenidos en los ensayos del control positivo, podemos
concluir que la metodologia y los anticuerpos utilizados para este trabajo
son apropiados.
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Identificacion, localizacion y distribucién de la familia de canales
catidnicos HCN en la médula interna y la corteza del riiion de la
rata.

Control negativo.

Se realizaron cortes de 10 pm de grosor de la médula interna y la corteza
del rifion de la rata y se trabajo de la misma forma que con el control
negativo en el cerebelo de la rata. Es importante verificar que la peroxidasa
enddgena se inhiba, debido a que podria reaccionar con ia

diaminobencidina y provocar un falso positivo.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Controles negativos.

Figura 18. Control negativo de la inmunoperoxidasa Indirecta para la familia de canales
HCN en cortes histologicos de la médula interna (A) vy la corteza (B) del rifion de la rata
(G:glomérulo, T:tdbulo). Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 40X.
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Histolégicamente podemos observar claramente en fos tejidos estudiados
los glomérulos y los tdbulos de la nefrona en los cortes de la corteza renal.
En estas imagenes no podemos diferenciar entre los tibulos proximales y
los tdbulos distales, ya que se ubican en la misma zona de la nefrona v
tienen un grosor similar. En los cortes de la médula interna se pueden
diferenciar con claridad los tdbulos colectores de las asas de Henle, debido
a que los primeros son mas gruesos.

Una vez que se aprobaron los controles, tanto positivos como negativos y
se ha comprobado la efectividad de la metodologia y los anticuerpos, se
iniciaron los ensayos de identificacién y distribucion de los canales HCN en
la corteza y la médula interna del rifién de la rata. La metodologia utilizada
es la misma que la descrita para los controles y se menciona en el
apéndice.

Los resultados obtenidos se muestran en las imagenes siguientes:
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Figura 19. Inmunoperoxidasa indirecta para la familia de los canales HCN en cortes
histolégicos de la médula intema del rifién de la rata. HCN1 (A), HCN2 (B), HCN3 (C),
HCN4 (D). La zonas tubulares de reactividad positiva se indican con las flechas
(T:tdbulo). Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 40X.
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Figura 20. Inmunoperoxidasa indirecta para la familia de los canales HCN en cortes
histologicos de la corteza del rifion de la rata. HCN1 {A), HCN2 (B), HCN3 (C), HCN4
(D). Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 40X. Las regiones tubulares con
reactividad positiva se indican con las flechas
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Los resultados obtenidos en los ensayos anteriores demuestran por primera
vez la presencia de la familia de canales HCN asi como su abundancia
relativa en la médula interna y la corteza del rifién de la rata.

En la figura 19 se observa que los cuatro miembros de la familia de los
canales HCN estan presentes en los tubulos colectores y las asas de Henle
de la médula interna del rifidn de fa rata.

Las imagenes sugieren que el canal HCN1 y el canal HCN2 se encuentran
en mayor abundancia, le sigue el canal HCN4 y por Utltimo el canal HCN3.

La figura 20 muestra la presencia de los cuatro miembros de la familia de
los canales HCN en los tlbulos de la corteza del rifién de la rata. En esta
zona del rifién, es dificil discernir si los tibulos marcados son proximales o
distales.

Los canales que muestran mas abundancia en la corteza renal son el HCN2,
el HCN4 y el HCN1; el HCN3 se expresa en menor cantidad. Los glomérulos
no mostraron reactividad positiva para la familia de canales HCN.

Todos los canales HCN se observan en el citoplasma celular, tanto en la
médula interna como en la corteza; sin embargo no excluye la posibilidad
de que estos canales se expresen en las membranas celulares. Para
determinar la presencia y la polaridad de estos canales en las membranas,
se puede utitizar el anticuerpo dirigido contra la ATPasa Na*/K* ya que esta
proteina sélo se expresa en la membrana basolateral de los tubulos
colectores. Por ultimo, para determinar la proporcion de los canales en las
membranas plasméaticas y en las membranas microsomales, se puede

realizar un western blot con las fracciones respectivas.
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Para determinar la distribucion de la familia de canales HCN en las

diferentes regiones tubulares de la médula interna y la corteza renal se

requiere de ensayos de inmunocolocalizacion con anticuerpos dirigidos

contra algdn marcador de la zona tubular especifica. En la tabla 3 se

muestran algunos marcadores especificos para los diferentes segmentos de

la nefrona.

Tabla 3. Marcadores especificos de membrana plasmatica a lo largo

de la nefrona.

Segmento de

nefrona

la

Marcador especifico

polaridad

Tubulo proximal

Receptor de angiotensina tipo II

Apical, basolateral y
plasmatica

Asa de Henle

Acuaporina 1 (AQP1)

Membrana apical y
basolateral

Tdabulo distal

Receptor de vasopresina tipo II

(V2)

Membrana
basolateral

Tubulo colector

Acuaporina 2 (AQP2)

Membrana apical
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La mayoria de las investigaciones de la familia de canales HCN han estado
enfocadas a definir su expresion, distribucién y funcién en los tejidos
excitables, por lo que resulta interesante descubrir que estos canales se
expresan en tejidos epiteliales, como el rifién.

Con esto se generan nuevas perspectivas de investigacién enfocadas a
determinar la funcién que estos canales pueden tener en el rifién.

Para formular una hipdtesis respecto a estos canales y su funcién fisioidgica
en el organismo revisaremos algunos trabajos previos.

Se observd que las ratas que son sometidas a dietas altas en sodio, tienen
una menor expresion de RNA mensajero de canales CNG-3 (canales de
sodio activados por nucledtidos ciclicos) en el rifién (Novaira y col. 2004).
Esta investigaciéon también demostré que la produccién del transcrito del
canal CNG3 aumenta con la administracion de Ila aldosterona,
principalmente en el tubulo colector lo que sugiere que este canal participa
en la reabsorcién del sodio.

El efecto de una dieta deficiente de sodio ha sido estudiada también en la
expresion del transcrito de las subunidades alfa y gamma del canal EnaC
(canal epitelial de sodio sensible a Amilorida) y del transportador Na*/CI
(transportador sodio / cloro). Se observé un aumento en [a expresidn de
los transcritos de la subunidad alfa del canal EnaC y del transportador
Na*/Cl" (Masilamani y col, 2002).

La mayor parte del sodio filtrado en el glomérulo es reabsorbido a lo largo
de la nefrona. En el tdbulo proximal se reabsorbe aproximadamente el
60%, en el asa de Henle se reabsorbe un 25%, en el tibulo contorneado

distal el 5 0 7 % y en el tubulo colector un 3-5%.
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Basandonos en estos trabajos y en los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio, se propone que los canales HCN tienen un papel preponderante
en la absorcidon de sodio. Para comprobar esta hipdtesis es necesario
realizar experimentos con ratas sometidas a dietas bajas y altas en sodio y
comprobar si hay una diferencia en la expresién o en la distribucidn
subcelular de los canales HCN a lo largo de la nefrona. También se deben
realizar ensayos que nos permitan saber si la aldosterona ejerce algun
efecto en la expresion o distribucién subcelular de éstos.

Recientemente se demostrd que los canales HCN2 se activan en
condiciones de hipoosmolaridad. Este experimento consistid basicamente
en realizar un registro de las corrientes de sodio por la técnica de voltage
clamp en los ovocitos de la rana Xenopus laevis, donde se coexpresaraon el
canal HCN2 con la acuaporina 1 (AQP1). La AQP1 permite la entrada de
agua a la célula en condiciones hipoosmolares. Los resultados de este
experimento mostraron que el hinchamiento celular aumenta la corriente
entrante de los canales HCN2 en un 30%. Este trabajo también determiné
que el aumento en la actividad del canal HCN2 es dependiente de la F
actina del citoesqueleto (Calloe y col. 2005).

En contraparte a este reporte, el Dr. Bolivar de la Facultad de Medicina
(UNAM) encontré que en condiciones de hipertonicidad, se incrementa una
corriente entrante similar a las corrientes If de los canales HCN en las
células de un cultivo primario del tubulo colector de la médula interna
(comunicacion personal).

Es probable que existan isoformas de los canales HCN en el rifidon cuya
farmacologia y respuesta a la osmolaridad sea diferente a la de los canales
HCN del corazén y del cerebro.

Mediante técnicas de voltage clamp en un cultivo primario de céluias de
tdbulo colector se puede determinar si la exposicion de estas células a un

medio hipoosmético aumenta la corriente de los canales HCN.
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El rifién es el érgano encargado de regular la osmolaridad del cuerpo. Las
proteinas responsables de esta funcidn son las acuaporinas, proteinas
selectivas al paso de agua con una elevada permeabilidad (3 X 10°
moléculas de agua por segundo) (Sanchez 2003). Estas proteinas se
distribuyen ampliamente en el rifidn como se muestra en la figura 22.

La reabsorcion de agua estd regulada por hormonas, entre las que
podemos mencionar a la angiotensina Il y a la vasopresina. La vasopresina
controla la osmolaridad del organismo mediante la reabsorcién de agua y
sodio en los tibulos renales. Sus principales sitios de accién son el tibulo
colector y el segmento grueso del asa de Henle (Tae-Hwan Kwon y col.
2004). Cuando el organismo necesita retener agua, estas hormonas
estimulan la translocacién de la acuaporina 2 del citoplasma a las
membranas apicales de los tdbulos colectores, lo que favorece Ia
reabsorcion de agua (Nielsen y col. 1995).

Estos antecedentes nos permiten proponer que los canales HCN funcionan
como canales osmorreguladores en el rifién de la manera siguiente: el
aumento de la cantidad de agua en la célula activaria a los canales HCN y
con ello, la entrada de sodio. De esta manera se generaria un mecanismo
sinergico que permitiria la reabsorcién de aqua.

Para poder comprobar lo anterior, es necesario realizar diversos
experimentos. Se deben realizar ensayos de coinmunolocalizacion de la
familia de canales HCN en el rifién para determinar su coexpresion con las
acuaporinas. También se debe realizar experimentos de
inmunocolocalizacion de los canales de la familia HCN con receptores de
angiotensina y vasopresina, para determinar si se coexpresan en la misma
célula (véase figura 22). Esto nos daria pauta para investigar si las
interacciones hormonales influyen en la expresién y/o funcion de los
canales HCN en el rifdn.




Un esquema aproximado que nos indica la localizacién de los canales HCN,

las acuaporinas y los receptores a vasopresina y angiotensina se muestra a
continuacion:

AQP1

AQP3 HCN1
» corteza HCMN2
A OE7 HCN3
PSR H{:rN 4
7
k-
médula
externa
¥
3
HCNI
médula— J HCN2
HCN4

Figura 22. Distribucion de las acuaporinas, el receptor de la vasopresina 1 (V1), el

receptor de la angiotensina I (AT1) y los canales HCN en el rifion de la rata.
(Modificado de Nielsen y col, 2002).
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7. CONCLUSIONES.

* Se determind por primera vez la presencia de las cuatro isoformas de
la familia de los canales HCN en médula interna y corteza de rifién de

rata mediante técnicas inmunohistoquimicas.

8. PERSPECTIVAS.

* Determinar la influencia de dietas bajas o altas en sodio en la
expresion de las diversas isoformas de la familia de canales HCN en

rindon de rata.

« Definir la distribucidon y polaridad de cada una de las isoformas de
canales HCN en los diversos segmentos del rifién de rata.

» Obtener los patrones de heteromerizacién de los canales HCN en el
rindn de rata.

» Sefialar la influencia de factores hormonales (aldosterona) en ia
expresion de las isoformas de la familia de los canales HCN en el
rindn de la rata.

» Determinar la coexpresion de canales HCN con acuaporinas en tibulo
colector de rifién de rata y definir la funcién de estos canales como

osmorreguladores.
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10. APENDICE

Protocolo de obtencibn y preparacion de tejidos para
inmunohistoquimica.

Se anestesia a la rata con cloroformo.

Sujetar a la rata en una tabla de diseccién.

Cortar piel, musculo y esternén para tener acceso inmediato al corazén.
Rasgar el pericardio.

Nk wpNnRe

Perforar el ventriculo izquierdo con una cénula de perfusion y se

atraviesa el mismo hasta el interior de la aorta.

6. Se pinza la canula al miocardio.

7. Se perfunde inmediatamente solucién de PBS pH 7.4 helado

8. Se rasga la auricula derecha para que por ahi salga la sangre y el liquido
de perfusion.

9. El proceso de bombear PBS pH 7.4 helado a través de la rata se
prolonga por un tiempo de 5 minutos

10.Se perfunde una solucién fijadora de paraformaldehido al 4 % en PBS
durante 5 minutos aproximadamente

11.Se obtienen los drganos (rifion y cerebelo)

12.Estos 6rganos son sumergidos en solucién fijadora durante 6 horas a
40C,

13.5e sumergen estos tejidos en una solucién crioprotectora de sacarosa ai

30% y se almacenan a 4°C hasta que la solucidn crioprotectora se haya

incluido en los drganos, esto se puede observar de la siguiente manera:

cuando el tejido esta listo descendera hasta el fondo del recipiente,

Obtencién de cortes histolégicos.

1. Se realizan los cortes necesarios en el rifidn a fin de obtener la médula

interna, externa o corteza, segun sea el caso.
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2. Los tejidos (médula y cerebelo) se recubren con medio para
congelamiento de tejidos, que es una resina que solidifica a bajas
temperaturas utilizada para poder crear un entorno sélido alrededor del
tejido.

3. Se almacena en el criostato por dos horas hasta que se genera una
temperatura de -25°C,

4. Los cortes se obtienen de 10 pum de espesor y se colocan sobre
portaobjetos previamente gelatinizados.

5. Se deja que los portaobjetos con los cortes sequen a temperatura
ambiente por un periodo de 15 minutos.

6. En caso de no ocuparse inmediatamente los cortes, se pueden

almacenar a -70°C.

Procedimiento inmunohistoquimico (inmunoperoxidasa indirecta)

1. Sumergir los tejidos previamente obtenidos en solucion amortiguadora
de PBS 0.02 M pH 7.4 durante 10 minutos con agitacién suave.

2. Bloquear la peroxidasa enddgena mediante una incubacién de 20
minutos con solucién de bloqueo de peroxidasa endégena.

3. Lavar el tejido 3 veces con solucién PBS durante 10 minutos cada una.
Aislar la zona del tejido en el portaobjeto mediante e! uso de un
aislante hidréfobo (edge - pen) con el propésito de utilizar la menor

cantidad de solucién de anticuerpo.

/ e Tejido en

estudio

Alslante hidrifobo

Figura 22. Portaobjeto listo para incubacién.
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10.
11.

12,

13.
14.

15.

Adicionar la cantidad suficiente de solucién de anticuerpo primario a fin
de cubrir el tejido (10 - 15 pl).

Incubar durante 24 horas a 4°C con agitacién suave,

Realizar 3 lavados con PBS - Tween 20 al 0.1 % con agitacidén suave a
temperatura ambiente.

Incubar con la solucidn de anticuerpo secundario.

Esta incubacién ser realiza durante 2 horas a temperatura ambiente
con agitacion suave.

Lavar 3 veces con PBS - Tween 20 al 0.1 %.

Incubar en una solucién de diaminobencidina al 0.03% w/v y H,0; al
0.1% en PBS 0.02 M pH 7.4 durante 20 minutos.

Lavar 1 vez con PBS - Tween 20 al 0.1%.

Tedir los nicleos con Hematoxilina.

Deshidratar al tejido en un tren de deshidratacion graduada de
alcoholes (PBS - Etanol al 30% - Etanol al 60% - Etano! al 70% -
Etanol al 80% - Etanol al 90% - Etanol 100% - Xilol Etanol! {50-50) -
Xilol {1 minuto en cada solucién).

Montar las muestras en Permount.

52




10.1 Soluciones y reactivos utilizados

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.02 M.

Se prepara previamente una solucién tampén de fosfatos (TF) 0.2 M pH 7.4 de
la siguiente manera.

Preparar una solucién écida (A) pesando 27.6 g de NaH,PO, monohidratada en
1 fitro de agua desionizada.

Preparar una solucion bésica (B) pesando 71.7 g de Na,HPO, dodecahidratado
en 1 litro de agua desionizada.

Para obtener la solucién tampén de fosfatos 0.2 M pH 7.4 (PBS) se mezclan 19
partes de la solucién &cida mas 81 partes de la solucién basica.

Una vez preparado el TF, se procede a la preparacién del PBS de la siguiente
manera:

Disolver 800 mlL de agua destilada, 8.76 g de NaCl, 200 mg de KC| y mezclar
con 50 mL de TF., y una vez que la disolucidén sea correcta, ajustar el pH a 7.4,
después aforar a 1 L con agua desionizada.

Por ultimo, se debe filtrar la solucién al vacio con un filtro de 0.2 pm

Solucién para la fijacién de tejidos (Paraformaldehido al 4% en PBS.)
Pesar 4g de paraformaldehido por cada 100 mi de solucién fijadora a utilizar.
Calentar PBS 0.02 M pH 7.4 hasta 80°C

Adicionar el paraformaldehido cuidadosamente.

Agitar vigorosamente con agitador magnético.

La solucién debe quedar translucida, en caso de que no suceda asi, adicionar
unas gotas de NaOH,

Dejar enfriar a temperatura ambiente

Almacenar a 4°C

Nota: no almacenar mas de 24 horas.
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Solucidn crioprotectora de tejidos.

Pesar 30 g de sacarosa y disolver en 100 mL de (PBS 0.02 M pH 7.4 +
paraformaldehido al 4%)

Solucién para bloqueo de peroxidasa endégena (H.,0; al 3% en PBS).

Adicionar H,0, al 3% v/v en PBS 0.02M.

Solucién de PBS - Tween 20 al 0.1%

Mezclar 1 mL de Tween 20 por cada 999 mL de PBS 0.02 M pH 7.4

Solucién para gelatinizacién de portaobjetos.

Pesar 5 g de grenetina y 0.5 g de sulfato de potasio y cromo (potasio crémico)
y disolver en 1 litro de agua desionizada a 60°C. Una vez que la solucion esta
homogénea, se colocan los portaobjetos en esta por un periodo de 15

segundos y se dejan secar a temperatura ambiente.

Solucion de anticuerpo primario

a) Triton X 100 al 0.3% v/v

b) Tween 20 al 0.05% v/v

¢) Albumina serica bovina 0.5 mg/ml

d) Suero de cabra 3 gotas / 10 mt
e) PBS0.02MpH 7.4 cbp 10 mi

Anticuerpo primario (IgG policlonal de conejo anti HCN de rata) Alomone labs.
en una dilucién 1: 50.
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Solucién de anticuerpo secundario

a) Triton X 100 al 0.3% v/v

b) Tween 20 al 0.05% v/v

c) Albumina serica bovina 0.5 mg/ml

d} Suero de cabra 3 gotas / 10 ml

e) PBS0.02MpH7.4 cbp 10 ml

f) Anticuerpo secundario (IgG de burro anti IgG de conejo)
Amersham Biosciences en una dilucion 1: 100.

Solucién de hematoxilina de Mayer. Electrén microscopy sciences: EMS

Esta solucién se almacena a 4°C y se filtra antes de usarse.

Medio para congelamiento de tejidos Leica Microsystems.

Aislante hidr6fobo Edge Pen Zymed labs.

Trenes de deshidratacién.
Soluciones Etanol / H,0 al 30% v/v, 60% v/v, 70% v/v, 80% v/v, 90% v/v,
Etanol absoluto, Xilol Etanol 50/50, y xilol.

Medio de montaje (permount) Electrén Microscopy Sciences.
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