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Resumen

La homeostasis es una propiedad fundamental de la vida que requiere mecanismos de con-
trol muy precisos para mantener la estabilidad fisiologica. En los animales, el rindn es un or-
gano prioritario en el mantenimiento de la homeostasis, ya que regula tanto el balance de
agua y electrolitos como los niveles de presion arterial. Desde esta perspectiva, el cotrans-
portador renal sensible a las tiazidas, el NCC, tiene un papel importante en el mantenimiento
de la homeostasis. Estudios de diferentes enfermedades monogénicas han permitido identi-
ficar elementos genéticos causantes de hipertension arterial y de desordenes electroliticos.
Asi, tanto las cinasas WNK1 y WNK4 como las ubiquitin ligasas KLHL3-CUL3 se han recono-
cido como importantes elementos en la regulacion de la reabsorcion renal de sal y la presion
arterial. Todas estas proteinas, ubicadas en el tibulo contorneado distal donde el NCC esta,
pertenecen a una via de regulacion del cotransportador, la cual incluye a la cinasas WNK3,
SPAK y OSR1. Sin embargo, la forma de regulacién del NCC es compleja y existen discrepan-
cias en los diversos modelos construidos hasta ahora. Esta tesis presenta resultados que re-
tan al modelo actual y proponen uno nuevo, el cual explica en forma mas apropiada le regu-
lacion del NCC por las cinasas WNK. Ademas, ubica el punto de accion de la angiotensina II
en la cascada de regulacion del NCC por las WNK. Finalmente, también se obtuvieron resul-
tados que muestran que la insulina es otra hormona importante que activa al NCC, lo que
ayuda a explicar la hipertension arterial observada en estados de hiperinsulinismo. El trabajo
aqui presentado ofrece un mecanismo que permite un mejor entendimiento molecular de la
regulacion de la reabsorcion de sal por el NCC. Ademas, sugiere la importancia de la via de
sefalizacion por las WNK en el mantenimiento de la homeostasis ante retos fisiol6gicos co-
mo la deplecion de volumen y en el desarrollo de fisiopatologias como el pseudohipoaldoste-

ronismo tipo Il y la hiperinsulinemia



Homeostasis is a fundamental property of life, which uses precise mechanisms to regulate
and maintain physiological stability. In animals, the kidney is a central element in maintain-
ing body homeostasis, as it modulates electrolyte and water balance, as well as the blood
pressure. The thiazide sensitive sodium-chloride cotransporter, NCC, plays a major role in
the regulation of these processes. The study of different monogenic diseases have led to the
identification of genes involved in the regulation of electrolyte stability and blood pressure.
Among these, the WNK1 y WNK4 kinases and the ubiquitin ligases KLHL3-CUL3 have been
recognized as important elements in the regulation of renal solute reabsorption and blood
pressure. All these proteins, located in the kidney’s distal convoluted tubule, where the co-
transporter NCC is also present, belong to a regulatory pathway that also includes the ki-
nases WNK3, SPAK and OSR1, which regulates NCC activity. However, the mechanisms by
which WNKs, SPAK and KLHL3-CUL3 regulate NCC are complex and the models proposed
up to date fail to explain several observations. In this thesis, we present results that chal-
lenge the current model and propose a new one that offers a better explanation for the reg-
ulation of NCC by the WNK kinases, and integrates angiotensin Il action in this regulatory
cascade. In addition, we identified insulin as another important hormone that stimulates
NCC activity, which might help to explain the observed links between hypertension, obesity,
metabolic syndrome and hyperinsulinism. The work presented here increases the under-
standing of the NCC-mediated salt reabsorption mechanisms and points to the importance
of the regulatory WNK pathway in maintaining physiological homeostasis in response to
physiological challenges such as volume depletion and in the development of pathologies

such as pseudohypoaldosteronism type Il and hyperinsulinemia
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El titulo de esta tesis, en el inicio de mis estudios doctorales, fue “La regulacién del cotrans-
portador de renal de sal (NCC) por la insulina”. Este trabajo también surgi6 no sélo del inte-
rés por describir otro de los muchos mecanismos posibles que conllevan al desarrollo de hi-
pertension arterial, asociado a condiciones de hiperinsulinsimo; sino de la necesidad de estu-
diar el universo celular y molecular y, de este modo, entender mas del papel del NCC en los

procesos del mantenimiento de la homeostasis.

Por ello, ademas de trabajar con los mecanismos de regulacion del NCC por insulina, tam-
bién realicé experimentos relacionados con la regulacion del cotransportador por la cinasa
WNK1, gracias a la identificacion de distintas isoformas renales de esta Ultima enzima
(Vidal-Petiot et al., 2012). Los experimentos hechos con estas variantes permitieron realizar
proyectos paralelos al de la insulina y llevaron a nuestra investigacion hacia el estudio de
otras vias. Entre otros elementos, a la cinasa WNK4 y a la angiotensina Il. Asimismo, trabajé
con genes identificados recientemente involucrados en el desarrollo del Pseudohipoaldoste-
ronismo tipo I, gracias a la colaboracion establecida con el Dr. Xavier Jenematier y la Dra.
Juliette Hadchouel, en el Hospital George Pompidou. Ellos encontraron que mutaciones adn
no descritas en la cinasa WNK1 son causantes de hipertension e hiperkalemia en algunas
familias europeas. En nuestro laboratorio generamos las mutaciones y analizamos el posible
efecto sobre el desarrollo de dicha enfermedad. Por esa razon, esta tesis cambid de titulo a
uno mas general que trata de integrar el camino que recorrimos. El titulo por tanto es “Re-
gulacion del cotransportador renal de sal sensible a tiazidas por una cascada de cinasas modu-

lada por la insulina y la angiotensina II”.

Debido a que esta tesis presentan resultados heterogéneos provenientes de distintos pro-
yectos, escogi una estructuracion que facilita la exposicion de mi trabajo y, ademas, muestra
cémo abordamos los retos presentados en la resolucion de las preguntas centrales de este

trabajo.

Dado que el NCC, principal objeto de estudio de este tesis, tiene un papel fundamental tanto

en la regulacion de la concentracion de electrolitos como en la modulacion de la presion ar-



terial, comienzo con un breve Prefacio historico acerca del concepto de homeostasis. La
Introduccién presenta el marco tedrico que sitia a mi trabajo. En esos capitulos abordo los
conceptos basicos de la funcion renal y la regulacion de la presion arterial a largo plazo. Asi-
mismo, describo el papel de la reabsorcion renal de sal en la modulacién de la presion arterial
que esta, en cierta media intimamente relacionada con la actividad del NCC. Por ultimo, en
los capitulos finales de la Introduccién, el lector encontrara una breve descripcion de los me-
canismos moleculares de regulacion del NCC. Esta descripcion utiliza la perspectiva bioqui-

mica y molecular, que es, finalmente, el trabajo realizado en mis estudios.

Nuestro grupo y otros grupos involucrados en este campo de estudio construyeron el mode-
lo actual de regulacion del NCC a partir de evidencias reportadas. No obstante, este modelo
presenta algunas discrepancias que este trabajo doctoral trata de resolver. La seccién de

Justificacién del Proyecto plantea y discute dichas inconsistencias.

La seccion de Hipdtesis expone de manera puntual las suposiciones de esta tesis doctoral

formuladas a partir de la integracion de las evidencias reportadas hasta ahora.

La seccion de Métodos precisa los materiales y métodos utilizados en los experimentos.

La seccion de Resultados esta dividida en 6 capitulos. Cada uno de estos capitulos represen-
ta, por asi decirlo, un proyecto breve de investigacion, elaborado de un modo independiente
en el desarrollo experimental. Cada capitulo engloba, plantea y desarrolla una discusion par-
ticular, buscando al final una coherencia metodoldgica. Cada capitulo tiene un marco intro-
ductorio pertinente que ubica al lector en un contexto teérico mucho mas preciso —a dife-
rencia de la seccion de Introduccién. Sequido del marco introductorio de cada capitulo, el

trabajo se enfoca en la descripcion de los resultados obtenidos y discute cada uno de ellos;

1 Distintas disciplinas, y particularmente las ciencias bioldgicas, utilizan modelos heuristicos que facilitan el entendimiento
de un fendbmeno; sin embargo, el reduccionismo de estos modelos temporales puede generar poca precision y propicia
representaciones no del todo fehacientes que van generando conocimiento operativo. Esto hace que la ciencia sea siempre
“una historia sin fin” con una tendencia a perfeccionarse pero no una actividad perfecta —eso es atributo de las pseudocien-
cias. De hecho, Thomas Kuhn propone {Kuhn, 2009 #5218} que cuando estos paradigmas presentan incégnitas —a la luz
de nuevas evidencias— el paradigma cambia y crea otro, que sera valido hasta que sea retado nuevamente.



este analisis, a su vez, desembocd en un razonamiento inductivo y determiné los experimen-

tos subsecuentes®.

La seccion de Discusion Final integra todos los resultados aqui obtenidos y propone un mo-

delo nuevo de regulacién del NCC>.

El capitulo de Conclusiones enlista en forma de vifietas los aportes puntuales de este trabajo.

Por ultimo, quiero dejar claro que los resultados aqui mostrados son parte de una interac-
cion y colaboracion de miembros de la Unidad de Fisiologia Molecular. Particularmente de
Norma Vazquez, Diana Pacheco, Erika Moreno, Maria Castafneda, Juan Pablo Arroyo y demas

miembros del laboratorio, todos bajo la tutela del Dr. Gerardo Gamba.

? Las ciencias experimentales utilizan el razonamiento inductivo ya que parte de una serie de
premisas que generan una probable conclusion. Lo que quiere decir que se genera un
modelo abierto que se toma como general pero que a su vez genera nuevas preguntas’
*Finalmente en este trabajo también se generan modelos temporales reduccionistas con-
struidos a la luz de los experimentos

realizados; y, en mi opinion, creo que esto puede generar nuevas hipotesis con lo cual se
cumple la caracteristica

Popperiana de falseabilidad.
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Prefacio

La homeostasis

El universo, como explica la teoria del Big Bang, existe debido a la gran explosién de hace
aproximadamente 14 billones de afios. Nuestro sistema solar surgié hace 4.6 billones de
anos. Durante su formacion, en la Tierra hubo distintos procesos de calentamiento y enfria-
miento que originaron diversos tipos de moléculas, de las que al parecer no subsistié ningu-
na de ellas (Futuyma, 2005). Cuando la Tierra se enfri6, los gases en la atmosfera se con-
densaron y grandes cantidades de sales minerales se disolvieron hasta acumularse y formar
los primeros océanos con un pH de 8 y temperaturas alrededor de los 90°C. A pesar de la
diferencia de los océanos primitivos con los de ahora, esas condiciones fueron fundamenta-
les en los procesos del desarrollo de la vida, ya que en ellas surgieron las primeras moléculas
organicas basicas para la vida: aminoacidos, purinas, pirimidinas, carbohidratos, moléculas

energéticas como el ATP, ente otros (Lazcano-Araujo, 1989).

De acuerdo con las evidencias, los primeros seres vivos unicelulares crecieron absorbiendo
substancias organicas del medio ambiente e incrementaban su tamafo al producir duplica-
dos de sus acidos nucléicos. Estas formas de vida simples dieron origen a formas mas com-
plejas. Los fosiles mas antiguos registrados tienen una edad de 3200 millones de afios apro-
ximadamente, y a pesar de la gran diversidad de formas biol6gicas que han sucedido en la
Tierra, existen una serie de procesos comunes a todas ellas (Futuyma, 2005). Comprender
el origen de los seres vivos, asi como las condiciones en las que se originaron, permite en-
tender cual es la naturaleza de la vida y los procesos comunes dentro de la gran diversidad
de sus formas. La regulacion del fendbmeno que hoy conocemos como homeostasis es, en
este sentido, un ejemplo del tipo de proceso basico que encontramos en la gran diversidad

de formas de vida.
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De manera mas especifica, el cuerpo humano esta compuesto de alrededor de 100 trillones
de células agregadas en tejidos y 6rganos que trabajan en armonia. A pesar de la gran diver-
sidad de tipos celulares y tejidos que existen en nuestro cuerpo, todos tienen requerimientos
mas o menos similares: todos necesitan oxigeno, iones, carbohidratos y acidos grasos para
sobrevivir, multiplicarse, diferenciarse y mantener sus funciones. Esto, a su vez, genera pro-
ductos de desecho que deben ser expulsados. Este ciclo es posible gracias a que las células
estan inmersas en un liquido que permite un intercambio entre su interior y el entorno. Cada
estructura, a su vez, colabora en el mantenimiento de la homeostasis; es decir, en mantener

un ambiente estable.

El fisiblogo y bidlogo teorico, pionero de la medicina experimental, Claude Bernard llamé la
atencion acerca de la interaccion bidireccional que existe entre los organismos vivos y la
materia inerte, a través de la interaccion fisicoquimica con el medio que les rodea. A este

|l{

medio, Bernard le llamd el “milieu intérieur” o medio interno (Bernard, 1854; re-edicion
Bernard, 1974). Este concepto es fundamental en el area de la fisiologia, ya que —como Ber-
nard afirma— “el mantenimiento del medio interno es un prerrequisito para el desarrollo de

vida compleja y de sistemas complejos como el sistema nervioso central”.

La tesis de Bernard acerca del mantenimiento del medio interno emergio6 alrededor de 1854
desde sus primeros experimentos en el laboratorio. Gracias a las observaciones hechas en la
regulacion de la temperatura de los animales, Bernard utilizé el término “milieu intérieur”
para referirse a la sangre, de manera similar al término “humor” empleado por Hipocrates.
Gracias a sus experimentos realizados con el centro vasomotor y el impacto de éste en la
sed, consider6 a todos los fluidos internos -no sélo a la sangre-, y principalmente al liquido
extracelular como el “milieu intérieur”. En experimentos posteriores describi6 la funcion glu-
coneogénica del higado y propuso que estos mecanismos hepaticos mantienen un equilibrio
en los niveles de azlcar en la sangre. Bernard planted que todos los mecanismos vitales, por

muy variados que sean, tienen “el objetivo” de mantener la uniformidad de las condiciones
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del ambiente interno®. Este, al estar aislado del exterior, evita que las variaciones de los
cambios externos lo afecten de manera directa y, al mismo tiempo, esta impenetrabilidad a
las variaciones externas permite alcanzar una vida libre e independiente gracias, precisa-
mente a esta constancia en el medio interno. La conclusién de Bernard es que el medio in-

terno actlia como un amortiguador entre las células y las fluctuaciones en el ambiente.

Es interesante que las ideas de Bernard pasaron practicamente desapercibidas durante la
segunda mitad del siglo XIX, y que solo el fildsofo George Henry Lewes, uno de los principa-
les promotores del Darwinismo y del positivismo en Inglaterra, hiciera mencion al concepto
de “milieu intérieur”. En el libro “The Physical Basis of Mind”, Lewes utiliza este concepto
como sustento de la seleccion natural y las teorias Darwinistas basadas en el ancestro co-
mun al describir las similitudes en la composicion del medio interno entre los diferentes or-
ganismos (Lewes, 1893). Ya iniciado el siglo XX, el concepto de “milieu de intériur”” es re-
tomado por distintos cientificos. Por ejemplo, el genetista y bidlogo evolutivo J.B.S. Haldane
lo menciona en sus tratados de evolucion biolégica y sintetiza el concepto de Bernard en la
frase “todos los organismos vitales, por variados que sean, tienen un solo objeto: mantener
la constancia de las condiciones de la vida en el medio interno”. Cabe mencionar que los or-

ganismos unicelulares también tienen mecanismos de regulacion de la composicion de su

liquido intracelular, para amortiguar las condiciones del medio en el que se encuentran.

El fisiblogo Walter Cannon, en 1926, también usa el concepto de Bernard y en su libro “The
Wisdom of the Body” introduce el término homeostasis para referirse a la capacidad del
cuerpo de regular la composicion y el volumen de los liquidos y, asi, mantener al organismo
en una estabilidad interior (Cannon, 1932). A diferencia de Claude Bernard, Cannon apoya-
ba las teorias evolutivas de Darwin y consider6 al fendmeno de la homeostasis como un

elemento clave en los procesos de adaptacion evolutiva.

* Algunas afirmaciones por parte de los autores aqui citados sugieren un concepto telolégi-
co. Sin embargo, se considera que no existe un fin Gltimo de estos mecanismos de regula-
cion y son los procesos de evolucion biolégica —propuesta en la Teoria Evolutiva Moderna-
lo que ha derivado en la diversidad de los procesos de adaptacion de los organismos. De he-
cho, existen distintos tipos de adaptacion a la baja, conocida como alostasis negativa.

13



En los animales, la composicion del liquido extracelular -el medio interno en términos de
Bernard- esta dada por el funcionamiento de distintos sistemas corporales, a través de la
sintesis y aporte de sustancias o a la remocion de compuestos de desecho de dicho medio.
Por mencionar algunos ejemplos, el sistema respiratorio permite el balance del oxigeno; el
tracto digestivo aporta carbohidratos, acidos grasos, aminoacidos, minerales iones y vitami-
nas; el higado y otros 6rganos permiten cambios quimicos de las sustancias absorbidas por el
cuerpo para su posterior almacenamiento o desecho; el rifdon mantiene el balance de agua y

electrolitos.

El fisilogo Homer Smith destacé la importancia de los rinones en el mantenimiento de la
composicion del liquido extracelular. Sin contar con una educacion médica, Smith realizd
grandes contribuciones al entendimiento de diversas alteraciones funcionales en enferme-
dades renales y es considerado el padre de la fisiologia renal, tanto, que el reconocimiento
mas importante otorgado por la American Society of Nephrology lleva su nombre. Su trabajo
esta basado en el concepto referente a la estabilidad del medio interno de Claude Bernard, a
través del estudio comparativo de la fisiologia de los rifiones y su impacto en la composicion
de los fluidos corporales. Los aportes de Homer Smith no se limitan al entendimiento de la
funcion renal, ya que sus aportaciones van desde el funcionamiento de las membranas celu-
lares, la fisiologia comparada basada en estudios paleontoldgicos, hasta aportes en el campo
de la filosofia de la ciencia al abordar problemas de religion, de la conciencia humana y su
papel en el universo (FISHMAN, 1962; Smith, 1939, 1943; Smith, 1953; Smith, 1962; Smith,
1964; Smith, 1965); e ncluso, la publicacién de una novela de ficcion (Smith, 1932).

En su libro “From Fish to Phylosopher”, Homer Smith habla de la importancia de los rifiones
en el mantenimiento de la homeostasis de los fluidos corporales y los contrasta con la escasa

contribucion que en su opinion tenian otros 6rganos en este equilibrio (Smith, 1953):

“Los pulmones sirven para mantener la composicion del fluido extracelular con respecto al
oxigeno y al diéxido de carbono, y con esto terminan su funcién. La responsabilidad de mante-
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ner la composicién de este fluido con respecto a otros componentes recae en los rifiones. No es
una exageracion afirmar que la composicién de los fluidos corporales estd determinada no por
lo que la boca toma, sino por lo que el rindn mantiene: ellos son los principales requladores
quimicos de nuestro ambiente interno, que por asi decirlo, lo fabrican una quincena de veces al
dia. Ademads de otros deberes y funciones, excretan las cenizas de los fuegos de nuestro cuerpo,
o remueven de la sangre la infinita variedad de sustancias ajenas que se absorben constante-
mente por nuestro indiscriminado tracto gastrointestinal, y estas operaciones excretoras inci-
den en la principal tarea de mantener nuestro ambiente interno en un estado balanceado
ideal. A nuestros huesos, musculos y gldndulas, e incluso a nuestros cerebros, solo se les requie-
re a hacer un sélo trabajo fisiolégico, pero a nuestros rifiones se les requiere hacer una innume-
rable variedad de operaciones fisioldgicas. Los huesos se pueden romper, los musculos se pue-
den atrofiar, las gldndulas pueden trabajar despacio, hasta el cerebro puede ir a dormir y
arriesgar nuestra supervivencia; pero si los rifiones fallan en sus deberes, ni los huesos, muscu-
los, gldndulas ni el cerebro podrian manejarlo”

Siguiendo a Homer Smith y sin menospreciar el papel de otros sistemas corporales, esta tesis
considera a la funcion renal como un importante regulador de la homeostasis a través de la
diversidad de funciones que desempefan estos 6rganos. Particularmente, aqui se aborda el
impacto y la regulacion del cotransportador renal de sal sensible a tiazidas NCC (Na™:Cl" Co-
transporter) en el mantenimiento del balance de los electrolitos, asi como la funcion de este
transportador en el control de la presion arterial, que es, sobra decirlo, una condicion que

altera la homeostasis del cuerpo.
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El rifdn regula la concentracion del liquido extracelular en el organismo

La importancia de los rinones en el mantenimiento de la homeostasis depende de distintos
factores. De manera general, el rifndn remueve los desechos propios del metabolismo y man-
tiene en un equilibrio relativo a los fluidos corporales. Por ellos, el rifdn trabaja en contacto
con el sistema sanguineo, ajustando los niveles de azlcar, agua, sal, potasio y demas sustan-

cias vitales.

De manera particular, el rifidn tiene las siguientes funciones:

Mantiene el balance del agua a través de reqgular la ingesta y la excrecion de agua por la
orina.

* Mantiene el balance acido-base.

* Regula la excrecion de sal y por lo tanto el volumen del liquido en el organismo.

* Regula la concentracion de potasio en el liquido extracelular.

* Regula la concentracion de calcio y fésforo.

* Regula la produccién, el metabolismo y la excrecion de algunas hormonas.

* Regula la presion arterial, y asi la irrigacion de los tejidos.

* Mantiene la concentracion de glucosa en el cuerpo al hacer gluconeogénesis tras lar-

gos periodos de ayuno.
* Excreta los desechos del metabolismo.

* Excreta las sustancias toxicas provenientes de la alimentacion.

De manera anatémica se reconocen dos partes principales en el rindn: la corteza, que es la
parte mas externa; y la médula, la parte interna del rifidn (figura 1). La corteza se proyecta
hacia el hilo renal y forma unas columnas, llamadas de Bertin, que delimitan unas estructuras
conicas en el seno renal denominadas piramides de Malpighi que son las que constituyen la

médula renal.
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Figura 1. El rifndn regula la homeostasis y su unidad funcional es la nefrona. Esquema de un
corte transversal del rindn. Se observa la corteza y la médula, asi como la arteria, vena y uretero

La nefrona es la unidad funcional del rifidn (2). Cada rifidn contiene aproximadamente un
millon de estas unidades distribuidas a lo largo del parénquima renal. Una nefrona consta de
un corpusculo renal y un tabulo renal comunicados entre si. El corpusculo renal constituye la
capsula de Bowman y contiene una estructura formada por un capilar enrollado en si misma,
el glomérulo, que esta ubicado en la corteza. La capsula de Bowman es la region por la que
ingresa la sangre al rifdn. Esta llega por la arteriola aferente, pasa a los capilares glomerula-
res y sale por la arteriola eferente (Figura 2 y 3).

Arteriola aferente i
Tubulo contorneado distal

/ Macula densa

Tubulo

Glomérulo

Tabulo conector
proximal
z Tubulo colector
Arteriola
eferente

Asa ascendente

Asa descendent de Henle

de Henle

Figura 2. La unidad funcional del rifidn
es la nefrona. Representacion de los
distintos segmentos de la nefrona.
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La modulacion de la vasodilatacion y vasoconstriccion de las arteriolas determina la fuerza
de filtracion y, con ello, el flujo renal. La sangre infiltra los capilares glomerulares gracias a
dos condiciones: primero, de acuerdo a las caracteristicas histologicas, ya que los capilares
glomerulares estan fenestrados y esto aumenta de modo considerable su permeabilidad; y
segundo, en concordancia con la presion hidrostatica alta que la arteriola aferente y la efe-

rente generan entre si. Las fuerzas de Starling® rigen esta condicion (figura 3).

-

Célula mesénquimal
-

Macula densa

Tuabulo proximal

ultafiltrado
glomerular

B

arteriola
eferente

Arteriola
aferente

Glomérulo ;
células glanulares

Células de musculo liso Asa de Henle

Figura 2. Esquema de la capsula de Bowman. Las flechas indican la direccion del filtrado
ultraglomerular. Modificado de Bell, 2003.

El liquido filtrado a través de los capilares, también llamado ultrafiltrado glomerular, pasa a
los tubulos renales y su osmolaridad es idéntica a la del plasma, con excepcion de las ma-
cromoléculas, pues no todos los componentes plasmaticos pueden ser filtrados. La filtracion
s6lo ocurre en moléculas menores a 60 kDa y proteinas de carga positiva, ya que la mem-

brana de los capilares es negativa. Esto permite que se filtren iones como Na*, CI, K", Mg2",

> Las fuerzas de Starling se refieren a las fuerzas oncéticae hidostatica que determina el mo-
vimiento de un fluido a través de las membranas capilares y hacia el intersticio.
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Ca2", HCO3, NH3" y solutos como la glucosa, creatinina, urea y proteinas muy pequefas, y
por supuesto el agua. De manera aproximada, los glomérulos reciben el 20% del gasto car-
diaco y producen 125 mL/min de filtrado glomerular que llega a los tubulos renales. Repre-

senta el 20% del flujo plasmatico renal: de alrededor de 660 mL/min (Boron, 2012).

Una vez que el filtrado glomerular llega a los tubulos renales viaja a lo largo de distintas
segmentos de la nefrona. Estos segmentos se dividen en dos porciones generales: la porcion
proximal y la porcion distal. La primera parte esta formada por el tibulo proximal (TP), el

asa descendente de Henle, el asa gruesa ascendente de Henle (THAL).

Por su parte, la nefrona distal esta constituida por el tibulo contorneado distal (DCT), el
tubulo conector (TCN) y los conductos colectores (CD) (figura 3). Estas dos porciones es-
tan divididos por una estructura de células especializadas de tejido epitelial llamada macula

densa (figura 3).

El tibulo proximal reabsorbe el 65% de los solutos en el filtrado glomerular, sin afectar la
concentracion de sodio; por consiguiente, la osmolaridad del liquido tubular se mantiene
intacta en esta region debido a que la reabsorcion en esta parte de la nefrona es isosmotica

al reabsorberse sal y agua en la misma proporcion debido a la permeabilidad de esta region.

La Na'-K'-ATPasa se expresa en la membrana basolateral del tibulo proximal -membrana en
contacto con el sistema vascular. La actividad de esta ATPasa genera un gradiente para el
transporte de Na* desde la cara apical, cara por la que pasa el filtrado tubular, hasta la parte
basolateral (figura 4). El movimiento del sodio permite la reabsorcién de otros iones a dis-
tintas velocidades, por lo que modifica sus concentraciones en el filtrado glomerular y la de

otros iones (Aronson y Giebisch, 1997).
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Espacio luminal

H* K+ CI ‘Cl'

Figura 4. El transporte tansepitelial de iones esta orquestrado por la actividad de la bomba
Na‘/K" ATPasa. La bomba sodio/potasio ATPasa se ubica en la membrana basolateral y crea un
gradiente de absorcion de sodio que facilita el transporte de otros iones y solutos por otros trans-
portadores. En esta imagen se muestran algunos ejemplos de estas ptoreinas ubicadas a lo largo de
la nefrona: A) Transportador de Na":Glucosa, B) Intercambiador de Na“/H", C) Cotransportador
de Na":CI' D) Cotransportadores de K:Cl, E) Intercambiador CI':HCO5 dependiente Na®, F) CIC-Kb,
G) Intercambiador de Na"/H" y F) Intercambiador CI:HCO 5,

En el tubulo proximal, la reabsorcion del cloruro es baja, por lo que se va concentrando a lo
largo de esta region, a diferencia de la disminucién de moléculas como el ion HCO, la glu-
cosa y los aminoacidos, que su concentracion va disminuyendo a lo largo de este segmento
dada una tasa de reabsorciéon mucho mayor que la del cloro (Aronson y Giebisch, 1997). De
hecho, la glucosa y los aminoacidos son reabsorbidos practicamente en su totalidad en el

tubulo contorneado proximal (Boron, 2012).

El siguiente recorrido del ultrafiltrado glomerular o liquido tubular es el asa ascendente de
Henle, subdividida en un segmento delgado y otro grueso (figura 2 y 5). Ambos segmentos
reabsorben del 15 al 20% del filtrado. La porcion delgada es impermeable a la sal, pero
permeable al agua, la cual pasa hacia el intersticio utilizando el gradiente dado por la hiper-
tonicidad del liquido tubular. Este llega al asa gruesa ascendente de Henle (THAL), que no

es permeable al agua dada la nula expresion de acuaporinas (Verkman y Mitra, 2000); pero
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si es permeable a la sal, debido a la expresion en la cara apical del cotransportador electro-

neutro de sodio, potasio y dos cloros, NKCC2 (Na'-K*-CI” Cotransporter 2) (Gamba et al.,

2008) y de un canal de potasio; y en la membrana basolateral se expresa el canal de cloro

CLC-KB. El asa de ascendente de Henle tiene funciones fundamentales en la concentracion o

dilucion de la orina debido a que se genera una tonicidad del doble del plasma al no reabsor-

berse agua, lo que aumenta aln mas la tasa de reabsorcion desde el ultrafiltrado hacia la

sangre y, asi, la dilucion de la orina esta modulada, y, por consecuencia, el volumen extrace-

lular (Strange, 2004).

Gradiente de osmolaridad intersticial

Balance tubulo glomerular

& Corteza

Aminoicldos

Farmacos =~

Meédula externa

Meédula interna

. Pelvis
<‘> Balance tubulo glomerular - -
—_— Porcion Porcién
Direccion del ultrafiltrado glomerular permeable Impermeable Permeabilidad
al agua al agua Varlable

-=%» Direccion de la secracion/reabsorcion

deiones

al agua

Figura 5. Representacion general de la funcion renal de distintos segmentos de la
nefrona. El ultrafiltrado glomerular recorre los distintos segmentos de la nefrona. La
mayor parte de las moléculas filtradas en la capsula de Bowman se reabsorben, como
iones, aminoacidos, glucosa, pero otros son secretadas a la luz tubular, como ocurre
con el potasio y los hidrogeniones. La permeabilidad al agua varia a lo largo de nefro-
na, lo que permite modular la concentracion de orina. El balance tibulo-glomerular se
debe a la interaccion entre la macula densa y el glomérulo.
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En la parte final del asa de Henle existe una estructura llamada macula densa que forma par-
te del aparato yuxtaglomerular y es fundamental en la regulacion de la filtracion glomerular
(figura 4). Esta region, como se menciond previamente, delimita a la nefrona proximal de la
distal. El glomérulo esta en contacto fisico con la macula densa, lo que permite la comunica-
cion entre estos dos sitios. La macula densa es el sensor de la concentracion de sal que llega
de la porcion proximal gracias a la modificacion de la concentracion de sal generada por la
actividad del NKCC2 (Castrop et al., 2005; Oppermann et al., 2006). Si las concentraciones
de sal se modifican, la filtracion glomerular se modificara en una proporcion inversa; es decir
si la llegada de sal a la macula densa aumenta, disminuye la filtracion glomerular. Estos me-
canismos de regulacion entre la macula densa y el glomérulo se conocen como el balance
tubulo glomerular. La macula densa regula la secrecion de renina en el aparato yuxtaglome-
rular ante cambios en las concentraciones del flujo que le llega (Schnermann, 1998). La pre-
sencia de renina modula el nivel de dilatacion de las arteriolas aferentes y eferentes y, asi,

cambia la tasa de perfusion, y por ende la de reabsorcion.

El liquido que cruza la macula densa equivale al 5-10% del ultrafiltrado glomerular y su reab-
sorcion ya no modifica la tasa de filtracion glomerular. Debido a esta razén, la reabsorcion
de sal en las regiones posteriores a la macula densa tienen un impacto directo sobre el volu-
men extracelular y, por consiguiente, sobre la presion arterial al modular la cantidad de sal y

agua excretada en la orina.

Después de la macula densa comienza la nefrona distal con la aparicion del tubulo contor-
neado distal (DCT), que a su vez se subdivide en DCT1 y DCT2, de los tdbulos conectores
(CNT) y por ultimo aparecen los colectores (CCD). La nefrona distal se encarga de la resor-
cion del 5 al 10% del filtrado glomerular, que al llegar a este punto esta en una condicion
hipotonica. La diferencia entre el DCT1 y el DCT2 radica en la expresion de distintas protei-
nas y transportadores (figura 6), que determinan el tipo de transporte i6nico y en la sensibi-
lidad a hormonas secretadas como respuesta a estimulos que retan la homeostasis (Arroyo

et al., 2011b; Reilly y Ellison, 2000).
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En el DCT1 la reabsorcion de sodio esta acoplada al transporte de cloro por el cotransporta-
dor de sal sensible a tiazidas (NCC, Na":Cl" Cotransporter), del que se hablard ampliamente
en este trabajo. La actividad del NCC produce un transporte electroneutro al reabsorber el
sodio y el cloro con una estequiometria de 1:1. El DCT1 es sensible a la angiotensina ll y a la
vasopresina dado que modulan el transporte de sal electroneutro mediado por el NCC

(Arroyo et al., 2011b).

La regidon DCT2 parece ser una zona de transicion entre DCT1 y tdbulo conector (CNT) en
la que se expresa el NCC aunque en menor proporcion que en DCT1 y aparece el canal epi-
telial de sodio ENaC en la membrana apical (figura 6). Este canal genera un importante
transporte electrogénico de sodio en DCT2 que modifica la carga eléctrica del liquido tubu-

lar.

Una de las principales caracteristicas del DCT2 es su sensibilidad no sélo a la angiotensina Il y
a la vasopresina como en DCT1, sino también a la aldosterona. La expresion de la enzima
deshidrogenasa-11-R-hidroxiesteroidea (118HSD) permite que el receptor de mineralocor-
ticoides esté ocupado por la aldosterona, ya que convierte al cortisol en cortisona, de lo
contrario el cortisol ocuparia al receptor debido a que la concentracion de cortisol siempre
es mayor (figura 6). La aldosterona se secreta ante condiciones de hipovolemia (disminu-
cion del volumen celular) y de hiperkalemia (aumentos séricos del potasio). La aldosterona,
como veremos mas adelante, tiene dos funciones. La primera es aumentar la presion arterial
al incrementar la reabsorcion de sodio distal mediada por ENaC y NCC; y la segunda es pro-
mover la secrecion de potasio a la orina en condiciones de hiperkalemia. Esto se debe a que
la secrecion de potasio esta acoplada con la reabsorcion de sodio. Si la reabsorcion de sodio
en DCT1 y DCT2 aumenta, entonces la carga eléctrica del lumen es negativa. Este cambio
en la carga del lumen se corrige rapidamente por la activacion del canal rectificador del po-
tasio ROMK (por sus siglas en inglés, Renal Outer Medullary K™ Channel) que secreta potasio

a la luz tubular (Boim et al., 1995; Lee y Hebert, 1995).

Después del DCT estan los conductos conectores y los colectores e incluyen a las células

24



intercaladas (de los subtipos alfa, beta y no-alfa-no-beta). Estos segmentos son importantes
para la reabsorcion de sodio electrogénica mediada por el ENaC; la secrecion de potasio me-
diada tanto por ROMK como por los canales de K* dependientes del flujo activados por Ca**
(canales BK); y la regulacion acido-base mediada por las pendrinas (intercambiadores de ClI™-
ClI) y el intercambiador de CI'-HCOs™ dependiente de sodio (Boron, 2012; Quentin et al.,
2004).

Nefrona sensible a Aldosterona

A
v

DCT1 DCT2 CNT/CCD

|

Receptor AT 1

Receptor de Mineralocorticoides

SPAK
L — WNK1

KLHL3
CUL3

Figura 6. Expresion de proteinas a lo largo de la nefrona distal. La reabsorcion de
sodio en la nefrona distal depende de la actividad de NCC en DCT1 y DCT2, y de
ENaC en DCT2 y en CNTy CCD. La presencia del Receptor AT1 a lo largo de estas
regiones permite la sensibilidad a la angiotensina Il. Mientras que la aldosterona sélo
es percibida en DCT2, CNT y CC2 dada la presencia de la 11BHSD2. Este esquema
muestra también la expresion de las WNK, de SGK y de las proteinas KLHL3 y CUL3.
Modificado de Arroyo, 2011.
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El rifdn regula a largo plazo la presion arterial

Antes de abordar el papel del rindn en el manejo de la presion arterial, se describiran breve-
mente los mecanismos generales de la regulacion de la presion arterial. Esta regulacion esta
dividida en dos tipos: la rapida o aguda y la crénica o a largo plazo. La primera ocurre en
condiciones en las que sibitamente hay una disminucion en el volumen. En estas condicio-
nes el sistema simpatico juega un papel fundamental al activarse a través de la percepcion
en los cambios de la presion por los barorreceptores. La activacion de este sistema acta en
periodos de tiempo muy cortos que van de segundos a minutos y desencadena cambios en
la dilatacion o constriccion de los vasos que regulan las resistencias periféricas, lo que a su
vez conlleva a la modificacion del gasto cardiaco en pocos segundos. Esto ocurre gracias a la
regulacion neurohumoral en la que el sistema renina-angiotensina-aldosterona tiene una
aportacion fundamental al producir vasoconstriccion arteriolar. Sin embargo, estos meca-
nismos neuroldgicos y hormonales no pueden sostener cambios de la presion a largo plazo
ya que, ademas de ser regulados por ejes de retroalimentacion negativa y de que los baro-
rreceptores cambian su umbral de percepcion, el rindn también compensa estos cambios al
modificar el balance entre la excrecion y la ingesta del agua y de la sal. Los mecanismos de
natriuresis de presion y la propiedad de ganancia infinita de los rinones modifican este ba-
lance al cambiar el fluido corporal y la cantidad de sal. Estos procesos son posibles gracias a
que la excrecion urinaria de sal esta intimamente relacionada con los niveles de presion arte-
rial por los mecanismos de natriuresis y diuresis de presion que se refieren a la modificacion
en la excrecion del agua y de la sal, respectivamente, para ajustar cambios minimos en la

presion (Guyton, 2006).

Existe una correlacion lineal entre la presion arterial y la excrecion de sodio: al aumentar la
presion arterial aumenta la excrecion renal de sodio y rebasa a la ingesta de sal, como mues-
tra la curva de funcion renal (figura 7). Al excretar mas sodio y agua de los ingeridos, la co-
rrelacion entre estas dos acciones es negativa. Esto disminuye el volumen circulante para
lograr restablecer la presion arterial. De manera contraria, cuando la presion arterial dismi-

nuye, la reabsorcion de agua y sal aumentan para compensar la pérdida de volumen por la
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orina; y por ende la sal ingerida sera mayor a la sal excretada. La consecuencia de esto es
que al existir una baja en la presion arterial la orina esta mas concentrada. Esto quiere decir,
que, en ambas situaciones en las que existe un cambio en la presion arterial, el rifndn conti-
nua filtrando la sangre y elimina las sustancias de desecho, pero ajusta el volumen en el que
son excretadas. Asi, continla modificando el volumen excretado hasta alcanzar las condi-
ciones de equilibrio en la presion arterial (Guyton, 2006). Dicho en otras palabras, cuando
existe un aumento en la presion arterial, el rindbn aumenta el volumen urinario; y de manera

contraria cuando la presion arterial disminuye, el volumen urinario disminuye.

Excrecion de
volumen urinario

O L] L 1 ] L L]
0 20 60 100
Presion Arterial Media (mmHg)

140 180 220

Figura 7. Curva de funcion renal. La relacion entre la ingesta y la excrecion de sodio se encuentra
en equilibrio cuando se cruzan estas dos lineas y ocurre alrededor de los 100 mmHG de presion
arterial media (Modificado de Guyton, 1990).

Es importante notar que en la curva de la funcién renal (figura 7), muestra el balance que
existe entre la cantidad de sal y agua ingeridas (linea horizontal) y la curva de la excre-
cion renal de sal y agua (figura 7). El punto de interseccion de estas dos curvas es el pun-
to de equilibrio en donde la cantidad de sal y agua, tanto ingeridas como excretadas, es la
misma. Este punto de equilibrio se alcanza alrededor de los 100 mmHg. Cuando la pre-
sion arterial esta por arriba del punto de equilibrio, la excrecion es mayor a la ingesta de
sal y agua (poliuria); y la excrecion sera menor a la excrecion cuando la presion esté por

debajo de los 100 mmHg (oligura).

27



El ajuste de la presion arterial al punto de equilibrio se llama el principio de la ganancia infini-
ta. Notese en la grafica de la figura 8 que la cantidad de sal y agua ingerida es la misma can-
tidad de sal y agua excretada sin que haya un cambio en la presion arterial. Es decir, si una
persona ingiere el doble de sal o agua, excretara el doble de sal o agua sin que exista un
cambio significativo en la presion arterial, ni de la cantidad de sodio o cloruro séricos. Sin
embargo, existen condiciones fisiopatoldgicas que pueden modificar este punto de equili-
brio, como ocurre en la hipertension arterial. En este caso, solo en dos condiciones puede
ocurrir un cambio en el punto de equilibrio que modifique la presion. La primera condicion
(figura 8), ocurre al modificar la presion arterial para que la relacion entre la ingesta y la ex-
crecion de sal sea la misma, lo que ocasiona que la curva de excrecion renal se desplace a la
izquierda (presion baja) o a la derecha (presion elevada). Sujetos diagnosticados con hiper-
tension arterial tienen la misma relacion entre la excrecion y la ingesta de sal que un sujeto
normotenso, pero alcanzan el punto de equilibrio al recorrer la curva de presion a la derecha,
es decir para lograr el balance entre la excrecion/ingesta de sal y agua aumenta la presion

arterial (figura 8).
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Figura 8. Modificacion de la curva de natriuresis de presion en la hipertension. En un
individuo sano, la ingesta de sal es equivalente a la excrecién de sal y ocurre alrededor
de los 100mmHG. En un paciente con hipertension arterial la curva de natriuresis de
presion se recorre a la derecha para alcanzar el balance entre la ingesta y la excrecion
de sodio a costa de un incremento de la presion arterial. Lo circulos gruesos repre-
sentan el niinto de halance.
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La natriuresis de presion es un fenomeno intrarrenal, regulado de manera independiente de
cualquier mecanismo que involucre hormonas o neurotransmisores pero que depende de la
tasa de perfusion. Sin embargo, también es modulado por diversas hormonas y agentes va-
soactivos cuya secrecion depende de cambios en el volumen circulante; su presencia modifi-
ca la curva de natriuresis de presion y ajusta la presion arterial; y, asi, se mantiene la ho-

meostasis.

Los rifiones estan inervados por el sistema nervioso simpatico, de tal manera que cambios
en la actividad simpatica modifican la excrecion renal de agua y sodio. Cuando hay pérdida
de sangre, el sistema nervioso simpatico regula el volumen del liquido extracelular al modifi-
car la natriuresis de presion (figura 9). En estas condiciones, la activacion simpatica produce
vasoconstriccion de las arteriolas renales, y provoca una disminucion de la tasa de filtracion
glomerular, incrementa la reabsorcion tubular de sodio y agua en el tubulo proximal, y ade-
mas estimula la liberacion de renina por el aparato yuxtaglomerular. Estos eventos, a su vez,
incrementan la liberacion y accion de la angiotensina Il y de la aldosterona. Esta activacion
del sistema nervioso simpatico es importante no sélo en condiciones de pérdida subita de
sangre sino sobre todo, en situaciones extremas de deshidratacion. Ambas situaciones refle-

jan un estado de hipovolemia.
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Figura 9. Pasos secuenciales de la natriuresis de presion ante una disminucion del
volumen circulante. 29



El aumento de la reabosorcion renal de sal produce hipertension arterial cro-

nica

La presion arterial (PA) tiene una relacion directa con el gasto cardiaco (GC) y las resisten-
cias periféricas totales (RP): PA= GC x RP. Por lo que el aumento en el volumen circulante
modifica la presion arterial al modificarse estos dos factores. Por un lado, el aumento en el
volumen extracelular aumenta el gasto cardiaco al aumentar el retorno venoso, dado por el
mayor volumen de liquido corporal. Por otro lado, este incremento en el gasto cardiaco au-
menta la perfusion de los tejidos y activa el mecanismo de autorregulacion del flujo sangui-
neo en dichos tejidos, y asi disminuir su perfusion. Esta autorregulacion, activada como res-
puesta al aumento en el volumen extracelular, resulta en aumentar las resistencias periféri-
cas y por ende, la presion arterial. La autorregulacion de los tejidos consiste en la vasocons-
triccion del esfinter precapilar, modulando el paso de la sangre de las arteriolas a los capila-
res tisulares. El estado de constriccion o relajacion del esfinter precapilar depende de los
metabolitos producidos en el tejido ya que no esta inervado por el sistema nervioso auto-
nomo. La adenosina y el CO; son los metabolitos propuestos como elementos clave en esta

regulacion (Guyton, 2006).

En un sujeto hipertenso existe una desviacion de la natriuresis de presion y la reabsorcion de
sal, el resultado es un aumento en el volumen circulante. Esto, a su vez, aumenta la presion
de llenado circulatorio y del retorno venoso al corazoén, con el consecuente aumento en el
gasto cardiaco. El aumento sostenido del gasto cardiaco, induce vasoconstriccion del esfin-
ter precapilar, aumentando el volumen circulante y las resistencias vasculares periféricas, lo
que lleva a un aumento de la presion arterial, y entonces se alcanza el balance de sal y agua
pero a expensas del desarrollo de hipertension arterial. Como se vio en la figura 8, la excre-
cion y la ingesta de sal esta en balance pero el punto de equilibrio se alcanza en valores altos
de la presion arterial. Dicho de otra forma, en un sujeto sano, el aumento de la presion arte-
rial induce natriuresis de presion y la presion regresa a niveles normales; mas en pacientes

con hipertension arterial, el aumento de la presion arterial parece ser necesario para mante-
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ner la excrecion apropiada de sal. Es decir, el rindn de estos enfermos requiere de mayor

presion arterial para sostener la natriuresis y normal.

Los cambios secuenciales de distintos parametros fisiolégicos frente a un aumento en la
carga del volumen extracelular se muestran en la figura 10 (Guyton, 2006). La perfusion
constante de solucion salina por dos semanas incrementa el volumen del fluido extracelular,
y, por consecuencia, también aumenta el volumen sanguineo. Este aumento en el volumen
sanguineo, aumenta el gasto cardiaco y por ende la presion arterial; lo que se percibe por los
barorreceptores carotideos. Estos, activan al centro vasomotor y las resistencias periféricas
disminuyen. Sin embargo, como previamente se abordo, entre 2 y 4 dias los barorreceptores
se adaptan y cambian su umbral, y las resistencias periféricas ya no son reguladas negativa-
mente. Las resistencias periféricas regresan a sus niveles basales y el gasto cardiaco elevado
incrementa la presion arterial. En forma crénica, el aumento sostenido del gasto cardiaco
induce un aumento de las resistencias periféricas, por efecto de remodelacion vascular, se-
cundario al mecanismo de autorregulacion del flujo en los tejidos. El aumento de las resis-
tencias periféricas activa el mecanismo de natriuresis de presion, con lo cual el gasto cardia-
co regresa a lo normal, pero con un aumento en la presion arterial (figura 10). En esta figu-
ra, es importante resaltar que, al cabo de dos semanas, el volumen sanguineo y el liquido
extracelular estan en niveles basales y que el gasto cardiaco disminuye, a pesar de que la
perfusion de solucion salina continda. Esto se debe a dos razones: la primera, a que el incre-
mento en las resistencias arteriolares disminuye la presion capilar y el fluido se absorbe hacia
la sangre y la segunda, a que la presion arterial alta activa el mecanismo renal de natriuresis
de presion. Es decir, el rifdn excreta el excesivo volumen del fluido que inicialmente se acu-
mul6 en el organismo. Por estas razones, el volumen del liquido extracelular, el volumen
sanguineo y el gasto cardiaco regresan a niveles basales a costa del incremento en la presion

arterial y en las resistencias periféricas.
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Figura 10. Cambios progresivos en distintas variables circulatorias al aumentar el volumen extracelu-
lar durante la infusion de salina por 14 dias. Modificado de Guyton, 2006

El ejemplo anterior (figura 10) no sélo demuestra que el aumento en el volumen circulante
produce hipertension arterial, ya que este aumento incrementa a las resistencias periféricas;
sino que también describe el desarrollo de hipertension arterial cronica y sostenida que ocu-
rre en los pacientes que desarrollan esta enfermedad. Esta patologia es antecedida por un
aumento en la reabsorcion de sal; por lo que la ingesta de sal y agua es mayor a la excretada.
Este desbalance produce un aumento en el volumen circulante, que disparara los mecanis-
mos revisados anteriormente. Por estos motivos, los pacientes con hipertension tienen los

mismos niveles de volumen sanguineo y los mismos parametros electroliticos que las perso-
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nas normotensas, no asi sus niveles de la presion arterial. Por estas razones, los farmacos de
primera eleccion en el manejo de la presion arterial son los diuréticos que modifican el volu-

. .. ./ . . .. 6 . oL
men circulante. Interesantemente, la administracion de diuréticos tipo tiazidas®, los inhibi-
dores especificos del NCC, es la primer recomendacion por diversas guias clinicas (JAMA,
2013) para el tratamiento de la hipertension arterial (Chobanian et al., 2003).; ya que dis-
minuyen la presion al evitar la reabsorcion distal renal; y esto a su vez, por mecanismos adn

no definidos, disminuye las resistencias periféricas y la presion arterial se normaliza.

Segun la teoria Guytoneana, la hipertension arterial ocurre cuando se modifica la natriuresis
de presion (Coffman y Crowley, 2008; Guyton, 1991; Hall y Granger, 1994). Esta teoria se
apoya en diversas evidencias genéticas, (Gamba; Lifton et al., 2001, Gamba; Rosskopf et al.,
2007), experimentales (Coffman, 2011; Crowley et al., 2006; Crowley et al., 2011) y clini-
cas (Curtis et al., 1983; Guidi et al., 1996) que muestran que el afectar la reabsorcion de sal

por el rindn se modifica la presion arterial.

Las evidencias genéticas nos muestran que en las enfermedades hereditarias monogénicas
que alteran cronicamente a la presion arterial, los genes afectados siempre inciden en los
mecanismos de manejo renal de la sal (Lifton et al., 2001). Estos genes pueden modificar la
reabsorcion de sal, ya sea al afectar a proteinas involucradas en el manejo de sal como son
los transportadores o a sus proteinas reguladoras o al afectar vias hormonales que cambian
la funcion renal. Las enfermedades genéticas asociadas a hipertension arterial se asocian con
un aumento en la reabsorcion de sal, y viceversa, cuando la reabsorcion renal de iones dis-

minuye se asocian con hipotension arterial.

Referente a las evidencias experimentales, éstas muestran que cuando se intenta producir
hipertension arterial cronica en animales es necesario afectar la natriuresis de presion. En

experimentos en los que se intercambian rifiones entre cepas de ratas normales y cepas de

® Las tiazidas son diuréticos ampliamente utilizados en el tratamiento de la presién arterial y
son unos de los primeros farmacos sintetizados empiricamente, ya que se originaron a partir
de la modificacién quimica de la acetazolamida.
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ratas genéticamente hipertensas, las ratas hipertensas a las cuales se les intercambiaron
ambos rifiones por uno proveniente de ratas normales, corrigen la hipertension arterial. Sin
embargo, las ratas normales nefrectomizadas que reciben un rifidn de ratas con hiperten-
sion genética, desarrollan hipertension arterial (Kopf et al., 1993; Rettig et al., 1990a; Rettig
et al., 1990b; Wadei y Textor, 2012). Estas evidencias muestran que el riidn es fundamental
en la presion arterial, y que una vez desarrollada la hipertension arterial, el rifdon modifica la

presion arterial incluso en un organismo que no tiene hipertension.

Aunado a esto, observaciones recientes en la hipertension inducida por angiotensina I
muestran claramente el papel preponderante del rifdn. En un trabajo muy claro y preciso, el
grupo de Coffman (Crowley et al., 2006), la angiotensina Il sélo causo6 hipertension arterial
sostenida en que expresan receptores AT1 en el rindn. Los ratones sin receptor AT1 en el
rifndn no desarrollaron hipertension, sin importar la presencia éste en el resto de los 6rganos
del animal (figura 11, paneles A y B). Esto quiere decir que la hipertensién sostenida como
consecuencia de la administracion de la angiotensina Il se debe Unicamente a los efectos

renales de esta hormona.

En un trabajo mas reciente, el grupo de McDonough (Gonzalez-Villalobos et al., 2013) ge-
ner6 un modelo murino condicional al que se le eliminé la enzima convertidora de angioten-
sina Gnicamente en el rifidn (ACE”"). En este trabajo, la administracién sistémica de angio-
tensina Il no produjo hipertension arterial en los ratones ACE”", lo que indica que la angio-
tensina Il administrada induce su propia produccién intrarrenal, y esto a su vez, desvia la
curva de natriuresis de presion, con el desarrollo de hipertension arterial (figura 11C). Al no
haber enzima convertidora de angiotensina en el rifdn, no se activa este mecanismo y no se

produce hipertension, aunque el animal tiene receptores AT1 en todo el organismo.
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Figura 11. La angiotensina Il induce un aumento en la hipertension arterial debido a
sus efectos en el rifdon. A y B Experimento realizado por el grupo de Coffman en el
que se muestra que la angiotensina s6lo aumenta la presion en los ratones que expre-
san el receptor de angiotensina en el rifidon (grupos Wild-type y Systemic KO).
Tomado de Crowley, 2006. C) La eliminacién condicional de la enzima convertirdra
de angiotensina Il en el rifdn previene la hipertension arteria sotenida ante la per-
fusion de la angiotensina Il. Tomado de Gonzalez-Vilallobos, 2013.
La correlacion entre la hipertension y el rifndon también se observa en seres humanos. En un
grupo de seis pacientes con hipertension arterial esencial, que desarrollaron insuficiencia
renal cronica terminal como consecuencia de la hipertension, al recibir un trasplante renal,
no solo corrigieron la insuficiencia renal, sino también la hipertension (Curtis et al., 1983).
Un analisis retrospectivo en extenso de pacientes con trasplante renal cadavérico, reporto
otra evidencia clinica: los receptores provenientes de familias sin historia hipertensiva, al
recibir un rindn de donador cadavérico de familias con antecedentes de hipertension, desa-
rrollaron con mas frecuencia hipertension arterial posterior al trasplante (Guidi et al., 1996).

Estos datos también sugieren que en el ser humano la hipertension arterial sigue al rifdn

enfermo y que la hipertension arterial se debe a los efectos renales.

35



Finalmente, el analisis genémico que realiz6 el grupo de Lifton en mas de tres mil personas
de la cohorte de Framingham’ muestra otra evidencia del impacto de la reabsorcion renal de
sodio sobre la presion arterial a nivel poblacional se observa en (Ji et al., 2008). El analisis de
la secuencia de los gen de los cotransportadores NCC sensible a tiazidas, del NKCC2 sensible
a furosemide y del canal de potasio ROMK mostr6 que el 1.5% de los individuos presentan
mutaciones en un solo alelo de estos genes. La mayor parte de ellas no estan descritas en el
sindrome de Gitelman o de Bartter, pero reducen de manera considerable la actividad de los
cotransportadores o del canal (Acuna et al., 2011; Fang et al., 2010; Monette et al., 2011).
La presion arterial de estos sujetos fue significativamente menor que el resto de la pobla-
cion, cero prevalencia de hipertension arterial (a pesar de que la evidencia epidemiolégica
reporta que la prevalencia de hipertension en adultos es de al menos 30%) y cero mortali-
dad asociada a patologias cardiovasculares. Es decir, la disminucion de la funcion de uno de
los alelos de estas proteinas promueve la pérdida renal de sal y se previene por completo el
desarrollo de hipertension arterial y las complicaciones asociadas a ella. Esto equivaldria al

efecto de la dieta baja en sal durante toda la vida.

’ Desde 1948 un grupo poblacional en la comunidad de Framningham, Massachusets ha sido monitoreado
a lo largo del tiempo en el proyecto llamado “Framingham Heart Study” para identificar y estudiar facto-
res de riesgo tanto genéticos como ambientales asociados al desarrollo de enfermedades cardiovascula-

res.
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Efecto del eje renina angiotensina sobre la reabsorcion de sal

El sistema Renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) regula la presion arterial asi como la
concentracion y el volumen del liquido extracelular en dos condiciones: en hipovolemia o
cuando hay cambios en la ingesta de sodio y potasio. La activacion de este sistema en dichas
condiciones ayuda a mantener el balance de sodio y potasio en el organismo. De hecho, los
cambios en la ingesta de sal y agua se relacionan de manera inversa con la sintesis de angio-
tensina Il. La estimulacion del SRAA mantiene este balance a través de activar dos mecanis-
mos distintos. Primero, al modificar la vasoconstriccion arteriolar; y segundo, al modular la

reabsorcion renal de sal.

El primer paso en la activacion el eje SRAA es la sintesis y la liberacion de renina en las células
granulares del aparato yuxtaglomerular ante una disminucion en el volumen extracelular y
en la presion arterial. En este primer paso existen tres estimulos que promueven la produc-
cion de renina: la disminucion de llegada de sal a la macula densa, el incremento en las cate-
colaminas y la disminucion de la presion de las arterias renales. Una vez sintetizada y libera-
da, la renina cataliza la hidrdlisis del angiotensindgeno producido por el higado y genera un
decapéptido llamado angiotensina I. La angiotensina | se convierte en angiotensina Il por la
enzima convertidora de angiotensina (ECA), presente en todo el endotelio vascular, pero
mucho mas abundantemente en el endotelio pulmonar. La angiotensina ll, a su vez, estimula
la secrecion de aldosterona en la zona glomerulosa de la corteza suprarrenal. Otro efecto de
la angiotensina Il en la regulacion del volumen es la estimulacion de la sed y la liberacion de

la vasopresina (Guyton, 2006; Harrison-Bernard, 2009).

La angiotensina Il actla en receptores de membrana acoplados a proteinas G, conocidos
como AT1 y AT2. Al activar la via intracelular, la angiotensina Il, de manera aguda promueve
la vasoconstriccion sistémica y renal y asi, aumenta la presion arterial. A largo plazo, regula
la vasoconstriccion renal y disminuye la excrecion renal de sal al modular la actividad o la
expresion de distintas proteinas transportadoras de sal y agua (Castaneda-Bueno y Gamba,

2012; Coffman y Crowley, 2008).
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Figura 12. Esquema general del eje renina angiotensina aldosterona.

La aldosterona actla en la nefrona distal sensible a aldosterona que, como se mencion6 pre-
viamente, comprende al DCT2, CNT y a los tubulos colectores. Es una hormona esteroidea
que actua sobre los receptores intracelulares de mineralocorticoides y provoca la transloca-
cion al ndcleo de dichos receptores. Ademas, promueve la sintesis de la cinasa regulada por
el suero y los glucocorticoides, SGK-1, que a su vez modula la expresion de genes involucra-
dos en la reabsorcion de Na“, con lo que se ajusta el volumen extracelular. Especificamente,
la SGK produce cambios postraduccionales que conllevan a un aumento en la expresion del
NCC en el tubulo distal, del canal apical de sodio ENaC, y de la bomba de sodio y potasio en

el tubulo distal y el conector {Arroyo, 2011 #4580}.

La funcién de la aldosterona se regula por el balance de sodio en forma similar a la angioten-

sina I, de modo que la reduccion de la ingesta de sodio aumenta la secrecion de aldosterona
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y asi se reduce el volumen urinario e incrementa la reabsorcion tubular distal de sodio. Por el
contrario, cuando hay una ingesta alta de sodio, la supresion de la secrecion de aldosterona
se promueve la eliminacion de grandes cantidades de sodio y de agua. De esta forma, los
cambios en la produccion de aldosterona contribuyen también al mecanismo de natriuresis
de presion y mantienen el balance de sodio y agua (Arroyo et al., 2011b; Castaneda-Bueno

et al., 2012a; Castaneda-Bueno y Gamba, 2012).

El exceso de aldosterona, como ocurre en el aldosteronismo primario, produce hipertension
arterial. Contrario a esto, en los pacientes con disminucion de la secrecion de aldosterona,
que puede ocurrir por una insuficiencia suprarrenal (sindrome de Addison), aumenta la ex-
crecion de sal y agua, y baja tanto el volumen de liquido extracelular como la presion arte-
rial. En esta enfermedad, la deplecion de volumen puede ser muy grave, y sblo se puede
compensar si el paciente ingiere grandes cantidades de sal y agua debido a que, en este ca-

so, el control no depende de la funcién renal sino de la ingesta de agua y sal (Guyton, 2006).

Es importante mencionar que la aldosterona no sélo se libera frente a la deplecion de volu-
men sino también cuando hay un aumento en la concentracién plasmatica de K*. La libera-
cion de aldosterona en ambas condiciones se conoce como la paradoja de la aldosterona ya
que estos dos estimulos inducen respuestas diferentes. La aldosterona aumenta la actividad
y expresion del canal ENaC y del cotransportador NCC s6lo en DCT2 y no en DCT1. Esta
accion promueve la secrecion de potasio a nivel distal ya que el aumento en la actividad de
estas dos proteinas es importante para la secrecion de potasio via el canal ROMK potasio

(Arroyo et al., 2011b; Hoorn et al., 2011a).

A diferencia de lo que ocurre en la hiperkalemia, en hipovolemia esta presente no sélo la
aldosterona sino también la angiotensina Il. La presencia de la angiotensina Il logra una re-
tencion de sodio y agua y la aldosterona, por su parte, previene la pérdida de potasio. Estas
acciones van a regular Unicamente el volumen del liquido sin afectar la concentracion de
potasio. Esto ocurre gracias a que la angiotensina Il aumenta la reabsorcion de sal a nivel

proximal, y asi disminuye la llegada distal de sodio en la luz tubular y ademas aumenta la
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reabsorcion distal del sodio por el NCC haciendo negativa la luz tubular, pero evitando el
intercambio de sodio y potasio en la parte distal de la nefrona por la actividad de ROMK. Asi,
se obtiene una retencion en el volumen y se evita la pérdida de potasio (Arroyo et al.,

2011b).
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El papel del NCC en la homeostasis de la sal, el potasio y la presion arterial.

Como se abordo previamente, el movimiento transepitelial de iones a lo largo de la nefrona
requiere transportadores especificos en la membrana que permitan el flujo hacia dentro y
hacia fuera de la célula siguiendo un gradiente electroquimico, e.g. el gradiente electroqui-
mico dado por la diferencia de concentraciones entre las células del organismo y el liquido
extracelular promueve la entrada de Na" y la salida de K*. La Na* /K" ATP-asa es el elemento
lider en la generacion de este gradiente, y esta ubicada en la membrana basolateral de casi
todos los epitelios, excepto en el epitelio pigmentario de la retina y el plexo coroideo
(Alvarez-Leefmans, 2009). El gradiente de sodio y potasio generado por la Na* /K" ATP-asa
permite el movimiento de otros iones y solutos por el transporte secundario activo depen-

diente del sodio por otros transportadores (figura 5).

Dado que la reabsorcion de sodio esta acoplada con el transporte de otras moléculas como
la glucosa, aminoacidos, fosfatos, bicarbonatos y cloruro usando el gradiente generado por
la Na* /K" ATP-asa, la reabsorcion del sodio es determinante en la diferencia de voltaje tran-
sepitelial, que permite el movimiento de cationes como el Ca**, Mg** en el asa gruesa ascen-
dente de Henle, o la secrecion de K" o H" en los conductos conectores y colectores. Por es-
tas razones resulta evidente que la modificacion en la proporcion de absorcion de sodio alte-
ra de manera inmediata no solo el balance de sodio y la presion arterial, sino también la con-
centracion de varios electrolitos y solutos. Como se discutio anteriormente, la nefrona distal
es particularmente importante en la regulacion de la reabsorcion de sodio dado que no esta
regulada por el mecanismo de retroalimentacion tubulo-glomerular; esto se observa clara-
mente en pacientes con Sindrome de Gitelman o con Pseudohipoaldosteronismo tipo II

(PHAIl) como se vera mas adelante.

En la nefrona distal se han identificado dos tipos de transporte principales, el electrogénico
dado por el canal epitelial de sodio, ENaC, y el electroneutro producto de la actividad del
cotransportador de sal sensible a tiazidas, NCC (figura 4). Como ya fue mencionado, la ab-

sorcion del sodio mediada por ENaC es fundamental para la secrecion del potasio y de pro-
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tones ya que la entrada de sodio por este canal genera un voltaje negativo (Verrey et al.,
2008). La diferencia en el voltaje luminal favorece la secrecion de potasio a través de tres
principales proteinas: el canal ROMK, los canales BK y el cotransportador de K":Cl" (KCC,
potassium chloride cotransporter). Ademas, favorece la secrecion de protones en las células
intercaladas y en los conductos colectores mediante los acidos titulables (fosfatos) y el

amonio (Boron, 2012; Palmer et al., 2012; Verrey et al., 2008).

Renfro y colaboradores reportaron la primera evidencia de un transportador electroneutro
de Na" y Cl ~ en un trabajo realizado en la vejiga urinaria del lenguado Pseudopleuronectes
americans (Renfro, 1975). Este grupo identific6 que este transporte va del lado apical al
lado seroso o basolateral de la vejiga urinaria, que no depende del voltaje transepitelial pero
si es dependiente de ambos iones (Renfro, 1975, 1977). Consecutivamente, Stokes mostrd
que el transporte es independiente del K* y que en preparaciones de vejiga urinaria de len-
guado, la adicién de hidroclorotiazida y metolazona® prevenia completamente el transporte

de sodio y de cloro (Stokes, 1988, 1989; Stokes et al., 1984).

Posteriormente, distintos grupos reportaron que el transporte de sodio y cloro electroneu-
tro sensible a tiazidas ocurre en el tubulo contorneado distal (Costanzo, 1985; Ellison et al.,
1987; Hansen et al., 1981; Kunau et al., 1975). La primera herramienta bioquimica que ayu-
doé a la identificacion del receptor de tiazidas la generaron Fenestill y colaboradores, al iden-
tificar que la union de [*H]-metolazona a membranas de corteza renal ocurre en un sitio de
alta afinidad localizado sélo en el DCT (Beaumont et al., 1988; Beaumont et al., 1989). La
union de esta molécula radioactiva cambié con distintos derivados de tiazidas (Beaumont et
al., 1988) y disminuy6 cuando se modifico la concentracion extracelular del CI" (Tran et al.,
1990). Ademas, la densidad de este receptor es regulada por cambios en las condiciones
fisiologicas que afectan el transporte de NaCl, como los cambios en la ingesta de sodio o la

administracion cronica de diuréticos (Chen et al., 1990; Morsing et al., 1991).

® La metolazona es un farmaco que también inhibe al NCC aunque no pertenece al grupo de
las tiazidas.
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El grupo de Ellison y colaboradores logré solubilizar y purificar el receptor de metolazona a
partir de cortezas renales de conejo (Ellison, 1991) y generd un anticuerpo monoclonal que
reconocid a una proteina de 125 KDa en lisados de cortezas renales (Ellison, 1993; Ellison et

al., 1993).

A pesar de que las evidencias apuntaban la existencia de un receptor de tiazida o metolazo-
na responsable de un transporte de Na™:Cl" en el DCT, alin no se reconocia a la proteina res-
ponsable. Un evento importante en el estudio del cotransportador fue la identificacion mo-
lecular del cotransportador de sal sensible a tiazidas, NCC, realizada por Gamba y Hebert
(Gamba et al., 1993). Clonaron la molécula a partir de RNA mensajero de la vejiga urinaria
del lenguado de invierno -Pseudopleuronectes americanus- y utilizaron el sistema de expre-
sion heterdloga de ovocitos de Xenopus laevis para medir actividad sensible a tiazida. Asi,
Gamba y colaboradores identificaron el cDNA que codifica al cotransportador de NaCl sen-
sible a tiazidas. El fragmento resultante fue un cDNA de 3,069 bases llamado fITSC (floun-
der thiazide sensitive cotransporter) que codifica a una proteina de 1023 aminoacidos de
aproximadamente 110 KDa. Al utilizar este cDNA como sonda, clonaron los cDNA de los
cotransportadores NKCC2 y NKCC1 y al NCC de mamifero. Con esta informacion se definio
a la familia SLC12 de transportadores electroneutros acoplados a cloro (Delpire et al., 1994;
Gamba et al., 1994). Aflos mas tarde, por clonacion in silico, se identificaron cuatro genes de
la misma familia que codifican para los cotransportadores de K":ClI" KCC1 (Gillen et al.,
1996), KCC2 (Payne et al., 1996), KCC3 y KCC4 (Mount et al., 1999), que al sequir el gra-

diente del potasio, transportan del interior de la célula hacia el exterior (tabla 1).

Después de la identificacion del NCC de lenguado, Gamba y colaboradores también obtuvie-
ron la secuencia del NCC de rata (Gamba et al., 1994). En este trabajo reportaron que esta
secuencia tiene una homologia del 61% con respecto a la secuencia del NCC; y e identifica-
ron dos secuencias generadas por procesos de empalme alternativo del extremo 3’ no trans-
crito (Gamba et al., 1994). El cDNA de rata contiene 4,394 pares de bases con un marco de
lectura abierta de 3,006 pares de bases que genera a una proteina de 1,002 aminoacidos. El

NCC de raton también esta codificado en 3,006 pares de bases, identificadas por PCR
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(Kunchaparty et al., 1999b), que generan a una proteina de 1,002 aminoacidos con identi-
dad del 97% con respecto al de la rata. En relacion a la secuencia del NCC humano, dos gru-
pos simultaneamente identificaron dos transcritos codificados en el cromosoma 1613, uno
de 3,063 pares de bases que producen una proteina de 1,021 aminoacidos y otro de 1,090

aminoacidos en 3,090 pares de bases (Mastroianni et al., 1996; Simon et al., 1996).

Tabla 1. Miembros de la familia SLC12A

. C s Polaridad
Proteina Transporte Localizacién
celular
NCC Cotransportador de Transporta sodio y cloro del Rifién (DCT) Apical
sodio cloro exterior al interior de la célula
NKCC1 Cotransportador 1 de Transporta sodio, potasio y Ubicuo Basolateral
sodio, potasio y dos cloro del exterior al interior de
cloros la célula
NKCC2 Cotransportador 2 de Transporta sodio, potasioc y Asa gruesa Basolateral
sodio, potasio y dos cloro al interior de la célula ascendente de
cloros henle
KCC1 Cotransportador 1 Transporta potasio y cloro del Ubicuo Apical
potasio clero interior al exterior de la célula
KCC2 Cotransportador 2 Transporta potasio y cloro del Cerebro ?
potasio clero interior al exterior de la célula
KCC3 Cotransportador 3 Transporta potasio y cloro del Cerebro, rifién, Apical
potasio cloro interior al exterior de la célula oido, musculo y
corazén
KCC4 Cotransportador 4 Transporta potasio y cloro del Ubicuo. Apical
potasio cloro interior al exterior de la célula Principalmente
en corazén,
cerebro, y rifién

De manera general, los extremos amino y carboxilo terminal del NCC estan en el lado intra-
celular, y entre ambos contiene 12 alfa hélices, identificadas por analisis de hidropatia
(Gamba et al., 1993) y se ha propuesto que cada hélice constituye a un cruce transmem-
branal (figura 13). Esta topologia ha sido confirmada en NKCC1, cuyo analisis de hidrofobi-
cidad es similar al del NCC y con una identidad del 50% (Gerelsaikhan y Turner, 2000).
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La proteina también tiene un asa hidrofilica con dos sitios potenciales de N-glicosilacion, y
en el extremo amino terminal presenta residuos de serina y treonina sensibles a fosforilacion
(T53, T55, T60 y S71). El grupo de Bindels identifico que el NCC forma homodimeros y
propuso que ésta es la estructura funcional (De Jong et al., 2003). La relevancia fisiol6gica

de este cotransportador es discutida ampliamente en esta tesis.

Espacio luminal

Tabulo contorneado distal

Espacio basolateral N a+

Figura 13. El NCC se expresa en el tubulo contorneado distal. El Cotransportador de
Na':Cl sensible a tiazidas se encuentra en la membrana apical y consta de 12 dominios
transmembranales. Los extremos amino y carboxilo se encuentran en el espacio in-
tracelular y en el amino se encuentran sitios sensibles a fosforilacion. Entre los segmen-
tos 7 y 8 hay sitios de glucosilacion que divide a dos porciones hidrofébicas. EL NCC
utiliza el gradiente de sodio generado por la sodio/potasio ATPasa para reabsorber
sodio y cloruro, y asi genera un gradiente electroneutro.

La proteina del NCC es identificada Unicamente en el DCT (Mastroianni et al., 1996) y en
hueso (Dvorak et al., 2002). Evidencias clinicas han mostrado que las tiazidas disminuyen la
excrecion de Ca* y aumentan la mineralizacion 6sea; tanto asi, que es un tratamiento efec-
tivo contra la osteoporosis (LaCroix et al., 2000; Ott et al., 2008; Potton y Dessimond,

1963; Wiens et al., 2006). Distintas evidencias demuestran que la hormona paratiroidea

45



también regula al NCC (Nicolet-Barousse et al., 2005; Pantanetti et al., 2002). Sin embargo,

aun no esta claro el papel del NCC sobre la reabsorcion del calcio.

EI NCC se ha asociado con el desarrollo de enfermedades que impactan la presion arterial y
el balance de electrolitos en el organismo. En 1966, Gitelman describié un sindrome distin-
guido por el desarrollo de hipotension arterial, hipokalemia e hipocalciuria (Gitelman et al.,
1966). Veinte afios mas tarde, Gordon (Gordon, 1986), por su parte, identifico a pacientes
justo con las manifestaciones clinicas contrarias al Sindrome de Gitelman: hipertension arte-
rial e hiperkalemia, acompanadas de hipercalciuria. La administracion de tiazidas corrige
todas estas manifestaciones clinicas. Esta enfermedad se conoce como el Sindrome de Gor-
don, Pseudohipoaldosteronismo tipo I (PHAIl) o Hipertension Hiperkalémica Familiar
(FHHt) (Hadchouel et al., 2006). Gracias a las herramientas genéticas que gener6 la clona-
cion del NCC, se ha identificado que alteraciones en la actividad del NCC explican la fisiopa-
tologia que subyace a estas dos enfermedades (Acuna et al., 2011; Riveira-Munoz et al.,

2007). La tabla 2 muestra una comparacion de estas dos patologias.

El sindrome de Gitelman es una enfermedad autosémica recesiva asociada con la hipoten-
sion arterial, hipokalemia, hipomagnesemia, hipocalciuria y aumento en la densidad o6sea
(Gitelman et al., 1966). Los pacientes compensan este desbalance electrolitico con una ma-
yor ingesta de sal, que ayuda al tratamiento de la enfermedad. Mutaciones inactivantes en el
NCC son la causa de esta enfermedad, debido a que disminuyen la adecuada sintesis del
NCC, su funcion, insercion en la membrana o modifican algun sitio del que depende su acti-
vidad (Acuna et al., 2011; De Jong et al., 2002; Kunchaparty et al., 1999a; Riveira-Munoz et
al., 2007; Sabath et al., 2002; Simon y Lifton, 1996; Simon et al., 1996; Vargas-Poussou et
al., 2011). Ademas de la enfermedad humana, la importancia de la integridad del NCC resal-
ta en dos modelos murinos en los que la ausencia del NCC (Schultheis et al., 1998) o la pre-
sencia de una mutacion puntual afectan el trafico y la activacion del NCC (Yang et al,,

2010b) y producen un fenotipo similar al sindrome de Gitelman.
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Tabla 2. Manifestaciones del Sindrome de Gitelman y el Sindrome de Gordon,
también llamado Pseudohipoaldosteronismo tipo Il (PHAII) o Hipertension e
Hiperkalemia Familiar (FHHT)

Sindrome de Gitelman Sindrome de Gordon
(PHAII o FHHT)
Autosomica recesiva Autosomica dominante
Hipotension arterial Hipertension arterial
Alcalosis metabdlica Acidosis metabdlica
Hipokalemia Hiperkalemia
Hipocalciuria Hipecalciuria
Alta densidad mineral dsea Baja densidad mineral dsea
Hipomagnesemia hipermagnesemia
Aumento de aldosterona Disminucion de aldosterona
Debido a mutaciones Debido a mutaciones en CUL3,
inactivantes del NCC KLHL3, WNK1y WNK4

El sindrome de Gordon es la representacion opuesta al sindrome de Gitelman. Los primeros
reportes de este sindrome describen las alteraciones de los pacientes y su manejo clinico,
pero no la causa de la enfermedad (Gordon, 1986; Gordon y Hodsman, 1986). Los pacien-
tes, a pesar de presentar una tasa de filtracion glomerular normal, desarrollan hipertension
arterial, hiperkalemia, acidosis metabolica e hipercalciuria, que la administracion de dosis
bajas de tiazidas corrige (Gordon, 1986; Gordon y Hodsman, 1986; Mayan et al., 2002). La
alta sensibilidad a las tiazidas y el genotipo contrario al sindrome de Gordon sugieren que el
aumento en la actividad del NCC es el origen de esta enfermedad; sin embargo, no existen
reportes de mutaciones activantes en la secuencia del NCC en pacientes con PHAII (Simon
et al., 1995). En 2001 el grupo de Lifton identific6 que la causa de la enfermedad en algunas

familias son mutaciones en los genes que codifican para las cinasas WNK1 y WNK4 (Wilson
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et al., 2001). La identificacion de estas cinasas en la enfermedad PHAII ha llevado a su estu-
dio exhaustivo y su impacto en la regulacion de la reabsorcion renal de sal. Recientemente
se identificd que la causa de la enfermedad en familias con PHAII que no tienen mutaciones
en WNK1 o en WNK4 yace en mutaciones en los genes KLHL3 y CUL3. Estos genes forman
parte de un complejo de ubiquitinacion, cuyo sustrato son justamente las WNK (Boyden et

al., 2012; Louis-Dit-Picard et al., 2012; Ohta et al., 2013).
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Regulacion del NCC por las cascada de sefalizacion WNK-SPAK

Los genes wnk codifican para unas cinasas de serina treonina que deben su nombre a la falta
de una lisina en el sitio catalitico presente en el subdominio Il de todas las demas cinasas de
serina/treonina(With No K (lysine)), (Xu et al., 2000). Los genes wnkl, wnk2, wnk3 y
wnk4 dan origen a los miembros de esta familia; L-WNK1, y su isoforma corta especifica de

rifion KS-WNK1 (Long-WNK1 y Kidney-Specific- WNK1), WNK2, WNK3 y WNK4.

Como mas adelante se abordara, la proteina KS-WNK1 es el Unico miembro de esta familia,
identificado hasta ahora, que no tiene actividad cinasa, ya que la proteina no incluye dicho
dominio. Salvo este dominio faltante en la KS-WNK1, estas proteinas comparten una estruc-
tura comun compuesta de un extremo amino terminal, seqguido del dominio cinasa, y luego
del carboxilo terminal que contiene las regiones autoinhibitoria, acidica y dos de tipo coiled-
coil de interaccion protéica (figura 14). Estas proteinas comparten otros dominios entre si
de los que dependen funciones mas especificas. Presentan dominios de interaccion con otras
cinasas llamadas SPAK (Ste20-related proline-alanine rich Kinase) y OSR1 (Oxidative Stress
Response 1) (Ushiro et al., 1998; Villa et al., 2007); sitios de fosforilacion de
SGK/AKT(Brazil et al., 2002); dominios HQ de interaccion entre ellas (Thastrup et al.,
2012); dominios susceptibles a fosforilacion o transforsforilacion que regulan su actividad
(T-loop y S-motif) (Vitari et al., 2005) y un residuo de acido aspartico (D) fundamental en
su actividad cinasa (Xu et al., 2002), entre algunos otros elementos. En la figura 14 se mues-

tra un esquema grosso modo de estas proteinas.

La proteinas L-WNK1, KS-WNK1, WNK3 y WNK4 se expresan en rifion, a diferencia de
WNK2 que no ha sido identificada en este 6rgano, y han acaparado la atencion por sus im-
plicaciones en el desarrollo de la enfermedad PHAIl y en la regulacion renal del transporte de
diversos iones. Se remite al lector a algunas revisiones para mayor informacion (Arroyo y
Gamba, 2012; Choe y Strange, 2007; Flatman, 2007, 2008; Hoorn y Ellison, 2012; Huang et
al., 2008; Kahle et al., 2008; McCormick y Ellison, 2011; McCormick et al., 2008).
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Figura 14. Diagrama que representa algunos sitios de las cinasas WNK espresadas
en el rifdn. Las proteinas WNK comparten un dominio de actividad cinasa (excepto
la KS-WNK1), un dominio auto-inhibitorio (AID), dominios helice-helicoidal (CC) y
un dominio acidico —en el que se encuentran mutaciones PHAIl en WNK4 y WNK1.
El dominio cinasa contiene un acido aspartico, fundamental para la actividad cinasa
(D) y un sitio sensible a fosforilacion (T-loop). Estas proteinas también presentan
sitios de unidn a SPAK (RFXV), sitios sensibles a la fosforilacion de SGK (SGK) vy si-
tios de interaccion entre ellas (HQ). En este diagrama se muestra el nimero de
aminoacidos de cada uno a de ellas (aa)

Las mutaciones en la WNK1 producen la eliminacion de al menos 22,000 bases del intron 1,
lo que conlleva a una sobreexpresion de la isoforma larga de esta cinasa, la L-WNK1 pero no
de la isoforma corta KS-WNK1 (Delaloy et al., 2008; Wilson et al., 2001).Por otra parte, las
mutaciones en WNK4 ocurren en la region codificante de la cinasa dentro del dominio acidi-
co de la proteina (Wilson et al., 2001; Wilson et al., 2003). En ambos casos, estas mutacio-

nes producen un aumento en la actividad del cotransportador.

50



Célula de tubulo con-
torneado distal

A
Aldosterona
WNK4-PHAII J - | SPAK
=—=> A \ “
7 2 7 /
y Ca ? 7/
WNK4 J [ WNK3 ]

_— e = o

\
%  LWNK ‘o—‘ KS-WNK1 u

Espvacio Basolateral

AT1R-Gaq ANGIOTENSINA

Figura 15. Modelo actual de la regulacion del cotransportador renal de sal sensible a Tiazidas
NCC. El NCC se expresa en las células del tibulo contorneado distal y su actividad esta regulada de
manera positiva por las cinasas L-WNK1, WNK3 y SPAK y negativamente por la cinasa WNK4 y la
proteina KS-WNK1. La regulacién hormonal del NCC esta a cargo de la aldosterona y de la angio-
tensina Il. Las flechas rojas representan la via de la angiotensina Il

El modelo de la figura 15 muestra la regulacion del NCC en el que se ubica a las cinasa L-
WNK1, WNK3 y SPAK como sus activadores y a las cinasas WNK4, KS-WNK1 y al complejo
KLHL3-CUL3 como los inhibidores de esta cascada de sefalizacion. Este modelo se elaboro
con base en distintas evidencias experimentales. Primero, el grupo de Richard Lifton (Wilson
et al., 2001) identific6 a la L-WNK1 y a la WNK4 como causantes de la enfermedad PHAII,
como ya se mencioné anteriormente, debido a las mutaciones intronicas en la cinasa L-

WNK1 y a las mutaciones en la region acidica de la WNK4. Posteriormente, gracias a los ex-
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perimentos de expresion funcional en ovocitos de Xenopus laevis nuestro grupo observo que
la actividad del NCC disminuye cuando se coexpresa con la cinasa WNK4 y esta reduccion se
asocia con una disminucion de la abundancia del cotransportador en la membrana (Wilson
et al., 2003). Este efecto es dependiente de la actividad cinasa de la WNK4, ya que mutacio-
nes que abaten dicha actividad previenen la inhibicion (Wilson et al., 2003). Dichos resulta-
dos, reproducidos también por otros grupos, tanto en ovocitos como en otros modelos de
expresion (Golbang et al., 2006; Yang et al., 2003 ). El mismo trabajo publicado por Wilson y
colaboradores, mostré que a diferencia de la isoforma silvestre, las mutaciones PHAII en la
WNK4 no afectan la actividad del cotransportador ni interfieren con su abundancia en la
membrana, a pesar de que mantienen la interaccién con el NCC, asi como lo hace la isofor-
ma silvestre (Wilson et al., 2003). Sin embargo, esta pérdida de la inhibicion de las mutacio-
nes WNK4-PHAII discrepa de los resultados obtenidos por el grupo de Ellison, ya que en sus
resultados, la WNK4-PHAII no pierde el efecto inhibidor sobre el NCC, es decir, se comporta
como la WNK4 silvestre (Yang et al., 2003). Esta discordancia entre ambos trabajos alin no

ha sido resuelta.

Trabajos posteriores han mostrado que la WNK4 inhibe al NCC, al menos en parte, a través
de incrementar su degradacion lisosomal al promover la asociacion fisica entre el cotrans-
portador y el complejo adaptador AP-3 de lisosomas (Subramanya et al., 2009) y no por
endocitosis como puede ocurrir con otros transportadores (Golbang et al., 2006). De
acuerdo al trabajo de Yang y colaboradores (Yang et al., 2003) la cinasa L-WNK1 es un inhi-
bidor del efecto negativo de la WNK4 sobre el NCC, ya que la coexpresion de la L-WNK1 con
WNK4 libera al NCC de la inhibicion inducida por WNK4. Con base en estos resultados, los
autores propusieron que las mutaciones intrénicas que conllevan a la sobreexpresion de la L-
WNK1 producen la enfermedad PHAII por una ganancia de funcion sobre la inhibicion de
WNK4, con lo que aumentaria la actividad del NCC (Yang et al., 2003). Este mecanismo, sin
embargo, no explica observaciones bioquimicas posteriores que seran discutidas mas ade-
lante —en los apartados de “Justificacion del proyecto y de Resultados”- y tampoco resuelve
el fenotipo de la enfermedad PHAII ocasionado por el incremento en la expresion de la L-

WNK1, ni cdmo es que esto puede activar al cotransportador.
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Los estudios bioquimicos hechos por el grupo de Dario Alessi reconocieron a las cinasas
SPAK y OSR1 como el vinculo entre las WNK y el NCC (Vitari et al., 2005). Estos resultados,
obtenidos con la técnica MALDITOF-TOF por identificacion de fosfopéptidos, mostraron
que aumenta la fosforilacion de las cinasas SPAK y OSR1 en sus dos dominios de activacion
(el T-loop y el S-motif) cuando estan en presencia de la L-WNK1 o de la WNK4. Moriguchi y
colaboradores reportaron el mismo fenémeno el mismo afio (Moriguchi et al., 2005). Tanto
los experimentos del grupo de Delpire (Piechotta et al., 2003; Piechotta et al., 2002) y los
del grupo de Forbush (Dowd y Forbush, 2003) describen una interaccién fisica entre SPAK y
OSR con el NCC. Los resultados de ambos grupos mostraron que SPAK interactua y activa a
NKCC1, NKCC2 y a KCC3, miembros de la misma familia del NCC, e incluso a isoformas de
estos cotransportadores provenientes de distintas especies (tiburén, humano o ratén)
(Dowd y Forbush, 2003; Piechotta et al., 2003; Piechotta et al., 2002). Posteriormente, se
identifico a SPAK como sustrato no solo de WNK1 y de WNK4, sino también de WNK3 y se
encontrd una asociacion entre la activacion del NCC y la presencia de WNK3 (Pacheco-
Alvarez et al., 2012; Rinehart et al., 2005). La interaccion de SPAK y OSR1 con otras protei-
nas se debe a la presencia de los motivos de interaccion RFXI/V, donde la eliminacion por
mutagénesis sitio dirigida de la fenilalanina impide dicha interaccion. De hecho, este sitio en
WNK3 es fundamental en la activacion del cotransportador por WNK3 (Pacheco-Alvarez et
al., 2012). La presencia de una serina contigua a este motivo (RFXI/VS) permite la regula-
cion de dicha interaccion ya que cuando esta fosforilada disminuye la afinidad entre las pro-
teinas SPAK y OSR1 (Villa et al., 2007). Experimentos mas recientes han identificado el pa-
pel in vivo de SPAK y OSR1 en la regulacion no so6lo del NCC, sino de otros miembros de la
familia, incluso en otros tejidos distintos al rifdn (Castaneda-Bueno et al., 2011; Gagnon et
al., 2006; Geng et al., 2009; Grimm et al., 2012; Hossain Khan et al., 2012; Rafiqi et al., 2010;
Susa et al., 2012a; Susa et al., 2012b; Vitari et al., 2006; Yang et al., 2010a). En el modelo
actual, la WNK3 y la WNK4 tienen papeles antagonicos ya que la coexpresion de ambas pro-
teinas previene tanto la inhibicion por WNK4 como la activacion del NCC por la WNK3

(Yang et al., 2007b).
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Como previamente se menciond, existen distintas evidencias que muestran que la WNK4 es
un inhibidor del NCC en distintos sistemas de expresion. Sin embargo, también existen ob-
servaciones que muestran que la WNK4 activa al cotransportador, y que de hecho es im-
prescindible para la activacion por la angiotensina Il. Se ha demostrado que la activacion del
cotransportador en ovocitos por esta hormona depende de la WNK4 (San Cristobal et al.,
2009); y que in vivo la fosforilacion del NCC por la angiotensina Il requiere de WNK4 ya que
en ratones que no expresan WNK4 (WNK4-KO), su presencia no aumenta la fosforilacion
del NCC (Castaneda-Bueno et al., 2011). Recientemente, también se reconocid a la cinasa
WNK4 como un regulador positivo en la activacion del NCC mediado por la aldosterona (van
der Lubbe et al., 2012b). A pesar de estas evidencias, el mecanismo por el que la WNK4 ac-

tda como un inhibidor o un activador alin no esta resuelto.

El modelo construido hasta ahora (figura 15) ubica a la isoforma KS-WNK1 como un regula-
dor dominante negativo de la L-WNK1, ya que su sobreexpresion en ovocitos de Xenopus
laevis inhibe a la isoforma larga L-WNKZ1; por consiguiente, permite la inhibicion de WNK4
sobre el NCC (Subramanya et al., 2006). El efecto positivo por la WNK4 en presencia de la
angiotensina Il también se observa en dicho modelo. Evidencias mas recientes muestran que
la WNK4 modifica su expresion ante la presencia de la aldosterona y ante diferencias en la
ingesta de potasio, y asi regula al NCC en estas condiciones fisiologicas (Cheng et al., 2013;

Cheng et al., 2012; Lazrak et al., 2006; Naray-Fejes-Toth et al., 2004; Wade et al., 2006).
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Papel del NCC en la reabsorcion de sal en condiciones de hiperinsulinsmo

La obesidad, la diabetes mellitus y la hipertension arterial son enfermedades crénicas que
coexisten con una frecuencia mucho mayor a la esperada por el azar, lo que sugiere que es-
tan relacionadas desde el punto de vista fisiopatologico (Davy y Hall, 2004). Estas enferme-
dades son, a su vez, parte del sindrome metabdlico en el que se incluye ademas la hiperlipi-

demia y la hiperuricemia.

En la poblacion adulta mientras mayor es el indice de masa corporal, mayores son los niveles
de presion arterial, por lo que la obesidad y la diabetes mellitus aumentan el riesgo de desa-
rrollar hipertension arterial (Bogaert y Linas, 2009; Hall et al., 1993). Una conexién entre
estas enfermedades y el desarrollo de la hipertension arterial puede ser la hiperinsulinemia
que acompana a la diabetes y a la obesidad, ya que la resistencia a la insulina genera a su vez,
aumento en los niveles circulantes de esta hormona. Algunos autores sugieren que la resis-
tencia a la insulina asociada con la obesidad ocurre por la desregulacion de las vias de sefali-
zacion en los 6rganos blancos como son el higado, musculo y tejido adiposo (Aneja et al.,
2004; Davy y Hall, 2004; Hall, 2003). No obstante, otros 6rganos pueden ser sensibles y
responder a los niveles altos de insulina como el cerebro, los vasos sanguineos o el rifon.
Dado que este ultimo recibe el 20% del gasto cardiaco es sin duda el 6rgano mas perfundido

del organismo, por lo que puede ser afectado por la hiperinsulinemia (Guyton, 2006).

La insulina es una hormona polipeptidica de 51 aminoacidos producida por las células beta
de los islotes de Langerhans en el pancreas. Una vez sintetizada, en el aparato de Golgi se
modifica al cortarse un fragmento intermedio, el péptido C, y se unen los dos fragmentos
restantes por la formacion de dos enlaces disulfuro entre ellos. La insulina es secretada a la
sangre y viaja hacia el higado en donde cerca de la mitad de la insulina se metaboliza y de-
grada. La insulina que queda libre en la sangre viaja por el torrente sanguineo hacia sus teji-
dos blancos. En cada uno de estos tejidos la insulina se une a su receptor, el cual es de tipo
cinasa de tirosina. Este se transfosforila y fosforila otros residuos de tirosina presentes en

otras proteinas intracelulares (Boron, 2012).
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El receptor de insulina puede transmitir la sefial por tres vias principales. La primera es reclu-
tando proteinas que contienen un tipo de dominio llamado SH2 los cuales se unen a los resi-
duos de tirosina fosforilados en el receptor. La segunda, ocurre a través de la fosforilacion de
residuos de tirosinas de otras proteinas citosolicas. La tercer via esta dada por la fosforila-
cion de tirosinas en una familia de proteinas conocidas como los sustratos del receptor de
insulina (IRS) (Boron, 2012). Los IRS funcionan como adaptadores de otras proteinas con
dominios SH2 y promueven la activacion de otras vias. Una de estas vias es la via de las
MAPK, la cual comienza con la fosforilacion de la proteina llamada SHC y la activacion de la
proteina GRB2, lo que desencadena la activacion de la via de RAS y RAF (Boron, 2012;
Gomperts, 2009). Esta via promueve la expresion génica y el crecimiento celular a través de
la activacion de las cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) MEK1 y MEK?2, las cuales acti-
van a su vez a las cinasas p38 y JNK. Otra de las vias desencadenada por los IRS comienza
con la activacion de la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), que fosforilan anillos de inositol del
fosfatidilinositol, implicado en la sefalizacion celular. Esta molécula activa a la cinasa AKT
(también llamada PKB) o a la cinasa mTOR para continuar la via de sefalizacion de la insuli-
na que produce tanto efectos gendémicos como postraduccionales (Gomperts, 2009). Se ha
demostrado que la insulina tiene efectos renales, gracias a la presencia de su receptor y que
su expresion se modifica en condiciones de hiperinsulinismo dada la desregulacion de este

receptor (Tiwari et al., 2007a).

Observaciones previas demuestran que la insulina promueve la reabsorcion renal de sal
(Sechi, 1999; Sechi et al., 1994; Tiwari et al., 2007b) en diferentes regiones del rifidbn
(DeFronzo, 1981; DeFronzo et al., 1976; Riazi et al., 2009; Tiwari et al., 2007b). En experi-
mentos realizados en ratas obesas se observo que condiciones de hiperinsulinismo estan
asociados con un incremento de los niveles de mRNA de proteinas involucradas en la reab-
sorcion de sal como el NCC (Khan et al., 2005; Song et al., 2006), el canal epitelial de sodio
ENaC (Bickel et al., 2001; Blazer-Yost et al., 2003; Song et al., 2006; Wang et al., 2001), el
NKCC2 (Riazi et al., 2009; Zhao et al., 2004) y de la Na-K-ATPasa (Bickel et al., 2001). Se-

gun experimentos realizados por Song y colaboradores, la administracion crénica de insulina
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a ratas aumenta la presion arterial asi como la respuesta natriurética a la clorotiazida (Song
et al., 2006). Las evidencias anteriores sugieren que las condiciones de hiperinsulinismo re-
gulan positivamente a proteinas fundamentales en el reabsorcion de sodio y, por ende, en la
presion arterial. De manera congruente a los trabajos previos, se observa que la diminucion
de los niveles de insulina, provocada por la administracién de rosiglitazona’ a ratas obesas

tipo Zucker disminuye la respuesta a tiazidas (Khan et al., 2005).

® L rosiglitazona es una droga que se utiliza para producir Diabetes tipo II.
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Justificacion del proyecto
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A pesar de que el NCC se ha identificado como una proteina fundamental en el manteni-

miento de la homeostasis al regular la concentracion de los electrolitos corporales y los nive-

les de presion arterial, los mecanismos que subyacen a su regulacion por las cinasas WNK

aun no estan bien definidos y presentan varias discrepancias entre evidencias experimenta-

les y clinicas (Gamba, 2009). Las discordancias que presenta el modelo actual (figura 15)

son listadas a continuacion:

Los datos bioquimicos muestran que la L-WNK1 es cuando menos 10 veces mas potente
que la WNK4 para la activacion de SPAK (Moriguchi et al., 2005; Vitari et al., 2005), por
lo que no queda claro por qué, si la L-WNK1 es activadora de SPAK, esto no se traduce
en la activacion del NCC en experimentos funcionales.

Sila L-WNK1 regula al NCC a través de anular la inhibicion del NCC por la WNK4 pero sin
producir un aumento en la actividad del cotransportador (Yang et al., 2003), no hay un
mecanismo claro que explique la causa del pseudohipoaldosteronismo tipo Il como con-
secuencia de las mutaciones intrénicas en el gen de wnkl que aumentan la expresion de
la L-WNK1 (Vidal-Petiot et al., 2013; Wilson et al., 2001). La enfermedad tendria una
explicacion mas clara si la L-WNK1 fuera un activador directo, a través de SPAK, del
NCC.

Sila WNK3 es la cinasa que produce la mayor activacion del NCC en condiciones in vitro,
no esta claro por qué el raton deficiente de este gen presenta un fenotipo tan discreto
en el que la principal observacion es el gran incremento en la expresion de la L-WNK1
(Mederle et al., 2013; Oi et al., 2012). Esta observacion sugiere que la L-WNK1 y la
WNK3 tienen un efecto redundante y de ahi, que la ausencia de WNK3 se compense por
la sobre expresion de la L-WNK1. Sin embargo, esta hipdtesis no se explica seguin el mo-
delo actual (figura 15).

La WNK4 puede actuar como un inhibidor de la actividad del NCC (Wilson et al., 2003;
Yang et al., 2003) pero también interviene en la activacion del NCC y al parecer esto
puede ser mediado por la presencia de la angiotensina Il (Castaneda-Bueno et al., 2012b;
Wilson et al., 2001). No obstante, no existe un mecanismo claro que explique estas ob-

servaciones.
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En estudios iniciales se observo que, ademas de la isoforma especifica del rindbn KS-WNK1 en
la que estan ausentes los dominios amino terminal y cinasa, el gen de wnk1 genera diversas
variantes por empalmes alternativos de los exones 9, 11, 12 y 26; es decir, que son variantes
de WNK1 que si tienen region cinasa, pero carecen de fragmentos especificos codificados en
los exones 9, 11, 12 y 26 (Delaloy et al., 2003). Recientemente, el grupo de Juliette
Hadchouel observé que las proteinas L-WNK1-A11 y KS-WNK1-A11 son las isoformas mas
abundantes de la WNK1 en el rifidn (Vidal-Petiot et al., 2012). Estas isoformas surgen del

empalme alternativo del gen WNK1 y no expresan el ex6n 11 (de ahi la nomenclatura A11).

Los modelos previos de regulacion del NCC se construyeron con las isoformas L-WNK1 A11-
A12 y KS-WNK1-A11-12 de rata. Sin embargo, Hadchouel y colaboradores reportaron que
la L-WNK1-A11-A12 representa solo el 20% del total de las isoformas de L-WNK1 presentes
en el rindn y la KS-WNK1-A11-12 ni siquiera existe, ya que sblo se expresan las combinacio-
nes KS-WNK1-A11 y KS-WNK1-A9-11 en el DCT -lugar en el que se expresa el NCC (Vidal-
Petiot et al., 2013). Este hallazgo, en conjunto con los puntos anteriores son, desde nuestro
punto de vista, justificaciones razonables para explorar el efecto de los productos del gen
wnk1 (L-WNK1 y KS-WNK1) sobre la actividad del NCC, asi como su contribucién en la via
de senalizacion del NCC que involucra a las proteinas L-WNK1, KS-WNK1, WNK3, WNK4,
KLHL3 y CUL3.

Como se discutio previamente, distintas sefiales hormonales pueden regular la actividad del
NCC. En este trabajo doctoral se explora el efecto de la angiotensina Il y de la insulina en la
regulacion del NCC y su impacto en la via conducida por las WNK. Por un lado, la angioten-
sina Il —secretada en condiciones de hipovolemia- regula al cotransportador a través de la
via de WNK4 (Castaneda-Bueno et al., 2012b). Sin embargo, adn no esta clara esta via de
regulacion del NCC debido a los efectos contradictorios de la WNK4. Por el otro lado, la
obesidad, el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus correlacionan con la hipertension
arterial y, sin embargo, al inicio de este trabajo doctoral ninglin grupo habia analizado la po-

sible regulacion del NCC por la insulina —causa comun a dichas patologias. En esta tesis se

60



utilizaron diversas estrategias experimentales para estudiar el efecto de esta hormona sobre

la actividad del NCC.
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Hipotesis
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— Las isoformas de WNK1 mas abundantes en el rinén, las variantes L-WNK1-A11 y KS-
WNK1-A11 regulan al NCC mediante un proceso que requiere de SPAK, pero no de
WNK4, mientras que el complejo de ubiquitinacion KLHL3-CUL3 regula la actividad
del NCC a través de la regulacion de la via WNK-SPAK.

— La actividad del NCC esta regulada por sefales hormonales que modulan a las protei-

nas WNK. Tanto la angiotensina Il como la insulina aumentan la actividad del NCC

por una via que depende de las cinasas WNK.
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Objetivos

64



Analizar el efecto de la cinasa L-WNK1-A11 sobre la actividad, fosforilacion y expre-
sibn membranal del cotransportador de sal sensible a tiazidas (NCC), en el sistema
de expresion heteréloga de ovocitos de X. laevis y en células renales HEK293.

Analizar el efecto de la cinasa L-WNK1-A11 sobre la inhibicion del NCC por la WNK4.

Determinar el efecto de la angiotensina Il sobre la via de regulacion WNK-SPAK-NCC.

Evaluar el papel de la KS-WNK1-A11 sobre la actividad del NCC en un sistema de ex-

presion heteréloga de ovocitos de X. laevis.

Analizar el efecto del complejo de ubiquitinacion compuesto por KLHL3 y CUL3 so-

bre la L-WNK1 proveniente de pacientes con hiperkalemia familiar.

Determinar si la insulina aumenta la actividad del cotransportador de manera directa

y, en su caso, elucidar el mecanismo involucrado.
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Metodos
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Clonas utilizadas

En el apéndice 3 se muestran todas las clonas utilizadas en este trabajo, asi como las mutan-
tes generadas durante este trabajo. En esta tabla se muestra el vector en el que se encuen-
tra cada cDNA, la especie a la que pertenece dicho cDNA, la etiqueta fusionada que se utiliza
para inunodeteccion y el origen experimental de la clona. En los apéndices 4 y 5 se muestran
los oligonucledtidos o primers utilizados para la generacion de las mutantes o para la se-

cuenciacion de ellas.

Mutagénesis sitio dirigida

Para la obtencion de todas las mutantes generadas durante este periodo, se utilizo el
QuikChange® Site Directed Mutagenesis Kit de Stratagene® segun las recomendaciones del
proveedor. Todas la mutaciones puntuales realizadas se subclonaron en la clona original pa-
ra evitar mutaciones no deseadas que se pudieron generar por la polimerasa que provee el
kit. La(s) mutacién(es) se comprobd al analizar la secuencia y corroborar el cambio de co-
don generado. Para esto, se utilizo el servicio de secuenciacion automatizada del Instituto
de Biotecnologia de la UNAM. Para la sintesis quimica de oligonucleotidos, ya sea para se-
cuencias o para producir las mutaciones puntuales, se utilizo el servicio de sintesis de la em-

presa SIGMA.

Expresion heterdloga en ovocitos de Xenopus laevis

El sistema de expresion en ovocitos de Xenopus laevis consiste en la inyeccion de uno o mas
RNA complementarios sintetizados in vitro, ya que dicho sistema es un modelo ampliamente
utilizado para la expresion de proteinas de membrana y sus reguladores (Gamba, 1993;
Gamba et al., 1992; Goldin, 1992; Gurdon y Wickens, 1983; Kusano et al., 1982; Sigel, 1990;
Wang et al., 1991). Este sistema permite medir la actividad de proteinas de membrana, asi

como su estado bioquimico y sus modificaciones traduccionales que van desde la fosforila-
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cion, la ubiquitinacion hasta sus cambios en el transporte a la membrana. En este trabajo,
esta metodologia permitié el analisis de la actividad, del estado de fosforilacion y de los

cambios en la abundancia de la membrana del cotransportador de sal, NCC (figura 16).

Inyeccion de ovocitos con

cRNA
Expresion
(182C)
48-72 h
Cuantificacion de la cantidad Extraccion de proteinas
de 22Na* por totales o de membrana
B-centello para ensayos de
l inmunodeteccion tipo
Pracantaciin Western Blot
(245C)
30 min sin Cl

Precaptacién
(24°C)
30minsinCl

confain nscline o sngiztering

l

Captacién
32°C con 'Na*

l

Cuantificacién de sodio total captado

Figura 16. Diagrama de flujo de los experimentos funcionale en ovocitos de X. laevis

La sintesis de cRNA se realiz6 al utilizar como molde el cDNA de cada una de las proteinas
sobre-expresadas. Cada una de estas clonas se lineariz6 en el extremo 3"del gen al cortar
con una endonucleasa y se utilizo el sistema de transcripcion mMMESSAGE mMACHINE de
Ambion. Tanto el DNA como el RNA obtenidos después de la digestion o de la sintesis res-
pectivamente se purificaron con la técnica de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico

(45:45:1). La integridad y la cuantificacion de cada uno de los cRNA se corrobor6 en geles
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desnaturalizantes de agarosa al 1% en MOPS-Formaldehido y por la lectura en el espectrofo-

tometro en la absorbancia a 260nm.

Los ovocitos del sapo africano Xenopus laevis se extrajeron de hembras adultas anestesiadas
con tricaina al 0.17%. Para quitar el foliculo de los ovocitos se realizaron dos lavados de 1.5
h cada uno en una solucién de colagenasa tipo Il (SIGMA) a 3 mg/mL disuelta en de ND96
sin calcio. Al cabo de las tres horas de incubacion en la colagenasa, se lavaron en ND96 tres
veces. Los ovocitos obtenidos se inyectaron con 50 nL de RNAc con un micromanipulador y
un microinyector. La concentracion de cRNA inyectada a cada ovocito dependié de cada
una de las clonas, e. g. el cRNA de NCC se inyect6 a una concentracion de 0.4 mg/mL mien-
tras que el cRNA de WNK3 se inyect6 a 0.1 mg/mL. Los ovocitos inyectados se incubaron

por 48-72 horas a 18°C en ND96 con Gentamicina (Sigma) 5mg/mL de medio.

La actividad del NCC se determiné al medir la captacién del isétopo radiactivo *?Na* de los
ovocitos en diversas condiciones. Este ensayo de captacion consiste de dos fases: un periodo
de precaptacion de 30 o 45 minutos en medio sin cloro y un periodo de captacion de 60 mi-
nutos en una solucién sin potasio y con 1ImCi/mL de **Na* a 32°C. Con el objetivo de mini-
mizar la captacion de sodio radioactivo por otras proteinas que no fueran el NCC sobreex-
presado, en ambos periodos los ovocitos estuvieron expuestos a un inhibidor de la bomba de
sodio potasio (Ouabaina 1 mM), un inhibidor del ENaC (Amilorida a 0.1 mM) y al inhibidor
del NKCC (Bumetanida 0.1 mM ). A pesar de estas medidas, todos los grupos se compara-
ron con la captacion de ovocitos inyectados con agua y se hizo un ajuste de la captacion
dependiente del NCC al comparar cada actividad con grupos control que se expusieron a
tiazida (Metolazona o Hidroclorotiazida 0.1mM) durante los periodos de precaptacion y
captacion. Las incubaciones con insulina o angiotensina Il se realizaron al final del periodo de
precaptacion, en los minutos previos a la captacion. La exposicion a inhibidores, e.g. la
wortmanina o el inhibidor IV de AKT, se realiz6 durante los periodos de precaptacion y cap-
tacion de sodio radiactivo. El efecto de cada una de las condiciones experimentales se co-
rroboro6 al menos en tres ensayos diferentes y se tomaron 8-15 ovocitos de cada experimen-

to para el analisis estadistico. En este trabajo, la captacion de cada grupo se expresa ya sea
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en términos de sodio total captado, en sodio captado por el NCC —la captacion sensible a
tiazida- o en porcentajes de sodio captado ajustados con respecto a la actividad del grupo
control. Se utilizé la correccion de Bonferroni y se realizaron las comparaciones entre los
grupos con la prueba t de Student o analisis ANOVA para comparaciones multiples. Los valo-

res de p menores a 0.05 se tomaron como diferencias estadisticas significativas.

Para la obtencion de las proteinas, los ovocitos se tomaron directamente del medio para
lisarse posteriormente, y, en los casos correspondientes, se incubaron en una solucion isot6-
nica con insulina en distintos tiempos para la extraccion de proteinas totales. Los ovocitos
fueron lisados con una solucion de lisis que contiene inhibidores de proteasas y fosfatasas,
asi como de f3-mercapto etanol como agente reductor. Se utilizé 5 mL de la solucion de lisis
por cada ovocito. Cada uno de los lisados se centrifugd a 4000 g por 10 minutos. El proce-
dimiento de centrifugacion generd 3 fases: un boton de color oscuro, un sobrenadante liqui-
do de color claro y una capa superficial de color blancuzco. Se tomaron las dos capas supe-
riores y se descarté el boton. El extracto obtenido se guardo6 a -20°C o -80°C para su poste-
rior cuantificacion por el método de Bradford o por el de Lowry (Sambrook, 1989). Cada

una de las muestras fue analizada con ensayos de tipo Western Blot.

Purificacion de proteinas de membrana de ovocitos

Para analizar si alguna condicion experimental, e. g. la insulina o la co-expresion de WNK1,
llevan al aumento del NCC en membrana, los ovocitos se incubaron 1 hora en ND96 TEA pH
8.8 a 4°C con Biotina (0.5 mg/mL) (Sigma). Estos ovocitos expuestos a la Biotina se lavaron
tres veces con ND96 TEA pH8.8. Posteriormente se lisaron y se obtuvieron las proteinas
como previamente se menciono. Se incubaron toda la noche 200 pg de proteinas con perlas
de estreptavidina-agarosa (Millipore) a 4°C y en rotacion. La mezcla se centrifugd por 2
minutos a 4000 g y se lavo con solucion de Tris-EDTA-NaCl. Se repitid este proceso tres
veces. Las perlas obtenidas se incubaron en buffer Laemmli con f3-mercapto etanol y se ca-
lentaron a 65°C por 15 minutos. Las perlas se cargaron en un gel de acrilamida-SDS 7.5% y

se continu6 con el protocolo de Western blot para el analisis de cada muestra.
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Perfusion de rinones ex vivo

La perfusion de rifiones ex vivo (figura 17) con insulina se hizo en colaboracion con la Dra.
Rocio Bautista perteneciente al Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. Este mé-
todo consiste en canular riflones de rata por la arteria renal y perfundirlos con una solucion
isotonica con o sin insulina durante 20 minutos en un equipo de perfusion de tipo Langen-
dorff. Al cabo de este tiempo, se separa la médula de la corteza renal y se congela en nitro-
geno liquido para evitar la degradacion y deterioro del tejido. La corteza renal se analiz6 al
extraer las proteinas al moler dicha corteza con la solucion de lisis -mencionada previamen-
te- que contiene inhibidores de proteasas y de fosfatasas y f3-mercapto etanol como agente
reductor. Cada uno de los lisados se centrifugd a 14,520 g por 10 minutos. El sobrenadante
obtenido se guardo para su posterior cuantificacion por los métodos de Bradford o Lowry.

Cada una de las muestras se analiz6 con ensayos de tipo Western Blot.

Figura 17. Perfusion de rifiones de rata en un sistema de tipo Langendorf.
Se utilizé este sistema de perfusion para evaluar los efectos de la insulina
sobre la fosforilacion del NCC.
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Ensayos de tipo Western Blot

Una vez cuantificadas las proteinas provenientes de los ovocitos o de los rifnones de rata o
raton, se cargoé 50 pg de proteina de cada muestra en geles de poliacrilamida-SDS 7.5% y se
corrieron a 90 V hasta lograr las separacion de bandas deseada. Posteriormente, se transfirio
cada gel a una membrana de PVDF (Inmobilon, Milipore) a 10 V por 1.5 h y se bloqued con
leche al 10% diluida en TBS-tween 0.2% por 1.5 h a temperatura ambiente. Al cabo de ese
tiempo, la membrana se incub6 toda la noche con el anticuerpo primario deseado en agita-
cion suave y a 4°C. De requerirse, se hizo una segunda incubacion con un anticuerpo secun-
dario por 1.5 h a temperatura ambiente y en agitacion suave. Para esta segunda incubacion
se realizaron 4 lavados de 10 minutos a temperatura ambiente en agitacion moderada, pre-
vios a la incubacién con el anticuerpo secundario. Después de la incubacién con los anti-
cuerpos, se realizaron 10 lavados de 10 minutos cada uno a temperatura ambiente y en agi-
tacion moderada con TBS-tween 0.2%. La deteccion de las bandas se hizo al utilizar el sis-
tema de quimioluminiscencia ECL-Plus de Ammersham o el sistema Chem-Forte de Milipore.
Las bandas se detectaron y cuantificaron con los programas Kodak 1D Scientific Image Sys-

tems o el programa de acceso libre Image Studio Lite de LI-COR Inc.

Transfeccion de células HEK-293

Las células HEK-293 se mantuvieron en medio DMEM suplementado con L-Glutamina 4mM
y 10% de suero fetal bovino. Las células se crecieron a 37°C con 5% de CO,. El dia previo a la
transfeccion, las células son tripsinizadas, contadas y puestas en una concentracion de 0.5-
1.25 X10° células por pozo en 0.5 mL de medio de crecimiento. Las células se transfectaron
usando Lipofectamina™ 2000 (Ambion, Invitrogen) de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor. El cDNA de las clonas utilizadas: NCC, h-WNK1, h-WNK1-A11, r-WNK1-A11-12-
$2120, WNK3 y WNK4 estan en el vector de expresion de mamiferos pcDNA-3.1 (Hoorn et
al., 2011b). Para hacer los ensayos de knockdown de las WNK1 y SPAK, las células se trans-

fectaron utilizando Lipofectamina™ con siRNA de SPAK (5->3’' GUGUAGCAAUAAACG-
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GAUtt) y de WNK1 (5’->3'GGAUGAUAUCGAAGAGCUGtt). Ambos siRNA se utilizaron a
20-40 nM. Los grupos controles se transfectaron con plasmido vacio. Después de 48 horas

de la transfeccion, las células se lisaron para su posterior analisis.

Generacion de modelos animales

+/FHHt

Los ratones transgénicos WNK1 que se utilizaron en este trabajo se obtuvieron del

laboratorio de la Dra. Juliette Hadchouel en el INSERM U970 y al Paris Cardiovascular Re-

search Center, en Paris Francia. La generacion de los ratones transgénicos WNK1*/FHHe

y
WNK47" se describe en Vidal-Petiot et al. (2013) y Castafieda-Bueno et al. (2012), respec-

tivamente.

Para obtener los con fenotipo WNKl*/FHHt:WNK4'/', los ratones WNK47" se cruzaron con el
raton WNK1*/ % a misma estrategia se realizo para obtener al raton WNK1*/M4WNK4*/*
que se utiliz6 como control. Los genotipos siguieron los patrones de herencia Mendeliana y
se corroboraron por PCR y secuenciacion antes de ser expuestos a los retos fisiologicos. Las
muestras de sangre se obtuvieron del seno retro-orbital de ratones conscientes o de ratones
anestesiados con isofluorano al 1.5%. Los gases en sangre y los electrolitos se analizaron en
el equipo ABL80-Flex. Al final de cada condicion experimental, los animales fueron sacrific-
dos con ketamina y xilazona (al 0.1 y 0.01 mg/g de peso corporal, respectivamente) y se
colectaron los tejidos. Los rinones se disectaron para separar la corteza de la médula y se
congelaron en nitrogeno liquido para evitar su degradacion y deterioro. Posteriormente se
lisaron los tejidos utilizando el mismo método que se utilizd para el analisis de los rifiones de

rata.

Perfusion de angiotensina Il

La angiotensina Il se administr6 con el uso de bombas miliosméticas Bombas miliosmoticas,

modelo ALZET 1002. Estas bombas se llenaron con en solucion salina para una difusion de
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1.5ug/kg de peso/min y se equilibraron por 24 h en solucion salina y a 37°C. Las bombas ya
equilibradas y llenadas con solucién salina como control o con angiotensina Il se implantaron
subcutaneamente en el dorso de ratones anestesiados con isofluarano al 2%. Después de 14
dias de infusion, los animales se sacrificaron con ketamina y xilazona para obtener los rifo-

nes y disectarlos.

Medicion de la presion arterial.

La presion arterial sist6lica se midio al utilizar el sistema computarizado de tipo tail-cuff (Vi-
sitech BP-2000). Se tomaron al menos 10 mediciones cada dia por 3 dias previos a la im-

plantacion de la bomba y se tom6 diariamente después de dicha implantacion.
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Resultados y discusion
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Las cinasa L-WNK1 es una activador del NCC

La proteina WNK1 humana esta codificada por un gen de aproximadamente 160 kb que
contiene 28 exones que esta en el cromosoma 12. En el rifdn se han encontrado promoto-
res alternativos que permiten la expresion de dos isoformas renales de WNK1, una isoforma
larga con actividad cinasa, la L-WNK1, y una isoforma corta, llamada KS-WNK1 (de las siglas
del inglés kidney specific). En el rifidn, la isoforma larga, la L-WNK1, comienza a partir de la
transcripcion del exon 1y esta bajo el control de promotores proximales. La isoforma corta
inicia su transcripcion en el exon 4a, lo que conlleva a la eliminaciéon de los primeros 4 exo-
nes en los que esta codificada la mayor parte del dominio cinasa (Delaloy et al., 2003). En
este mismo 6rgano se han identificado variantes de L-WNK1 con distintas combinaciones de
los exones 11y 12 debido a procesos alternativos de empalme (Delaloy et al., 2003; O'Reilly

et al., 2003; Verissimo y Jordan, 2001).
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Figura 18. La WNK1-A1l1 es la isoforma de WNK1 mas abundante en el rifion. El
gen de wnkl genera distintas variantes de WNK1 con distintos patrones de ex-
presion, y en el rindn la isoforma mas abundante es la L-WNK1-A11l. Tomado de
Vidal-Petiot, 2012
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Recientemente, Vidal-Petiot y colaboradores cuantificaron en diversos tejidos la expresion
de distintas isoformas de WNK1 generadas a partir de estos empalmes alternativos (Vidal-
Petiot et al., 2012). Ello permitio la identificacion de isoformas con distintas combinaciones
de los exones 9, 11, 12, y 26. En este mismo trabajo se reconoci6 a la isoforma KS-WNK1
como la variante de WNK1 mas abundante en el DCT, ya que en este sitio se expresa 80 ve-
ces mas que la isoforma L-WNK1 (figura 18). Ademas se detectd que la variante de L-WNK1
que carece del exon 11 (L-WNK1-A11) es la isoforma de L-WNK1 mas abundante en el ri-
Aon. Esta isoforma representa al 70% del total de las isoformas de L-WNK1 tanto en rifiones
humanos como murinos. Sin embargo, como se mencion6 previamente, la isoforma de L-
WNK1 utilizada hasta ahora para evaluar sus efectos sobre los transportadores renales, in-
cluido el NCC, es la identificada por Melanie Cobb y colaboradores a partir de RNA mensaje-
ro de cerebro de rata (Xu et al., 2000) y que fue amablemente donada a diversos laborato-
rios, incluyendo el nuestro. Esta isoforma de rata carece de los exones 11 y 12 (Xu et al.,
2000) y representa so6lo al 20% de todas las isoformas de L-WNK1 renales (Vidal-Petiot et
al., 2012), en contraste con el 70% ya mencionado de la isoforma L-WNK1-A11. Dada esta
discrepancia en la cantidad de expresion detectada por Vidal-Petiot, se decidi6 analizar el
efecto de esta isoforma de L-WNK1 enriquecida en el rifidn sobre la actividad del NCC en los
ovocitos de X. laevis, asi como de las demas isoformas identificadas por este grupo. Estas

isoformas se clonaron a partir de RNA mensajero humano.

En la figura 19 se observa el porcentaje de la actividad del NCC obtenido a partir de la cap-
tacion de ’Na” sensible a tiazida en presencia de las distintas isoformas de la L-WNK1. En
esta figura cada barra representa al menos a tres experimentos independientes con 8-15
ovocitos cada uno, como se describe en la seccion de Métodos. La co-inyeccion del RNA
complementario de la L-WNK1-A11 junto con el de NCC aumenta la actividad al 325% con
respecto al grupo control en que solo se inyect6 el cRNA del NCC. Las demas isoformas de
L-WNK1 también aumentan significativamente la actividad del cotransportador, excepto la
isoforma L-WNK1-A9. Nétese que de todas las isoformas probadas, la L-WNK1-A11 induce

el mayor nivel de activacion del NCC.
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Figura 19. La isoforma L-WNK1-Al1 activa al NCC en los ovocitos de X. laevis. Efecto
sobre la captacion de *?Na* mediada por el NCC de las distintas isoformas de L-WNK1
generadas por empalmes alternativos. Estas variantes aumentan la actividad del NCC y
este efecto positivo se previene con la isoforma cataliticamente inactiva (DA) que abate
la actividad cinasa en las isoformas L-WNK1-A11 y L-WNK1. La barra blanca representa la
actividad del NCC contra la que se compararon los demas grupos.

El efecto positivo de las variantes L-WNK1 completa o la L-WNK1-A11 depende de su acti-
vidad cinasa, ya que al abatirla con la mutaciéon D368A (L-WNK1-A11-DA) se previene el
efecto activador de la L-WNK1 (figura 19). La activacion del NCC se asocia con el aumento
en la fosforilacion de ciertos residuos de treonina en el extremo amino terminal, de los cua-
les el mas importante es la T58 en el NCC de rata o T60 en el de humano (Pacheco-Alvarez
et al., 2006). Este sitio puede ser detectado con fosfoanticuerpos especificos (Richardson et
al., 2008). Por este motivo y dado que la activacion por la L-WNK1 depende de su actividad
cinasa, se analiz6 si la activacion del NCC por la L-WNK1 esta asociada con un incremento

en la fosforilacion del sitio T58/T60. De acuerdo con lo esperado, el incremento en la activi-
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dad del NCC por la L-WNK1-A11 esta asociado con un aumento en la fosforilacion del sitio
T60 en el NCC en lisados totales de los ovocitos (figura 20A). En proteinas membranales se
observa que la coexpresion de la L-WNK1 aumenta la abundancia del NCC total y del NCC
fosforilado en este mismo sitio (figura 20B). El aumento en la actividad, la fosforilacion y la
abundancia en membrana del NCC mediadas por la L-WNK1 es similar al efecto reportado
previamente para la WNK3 (Pacheco-Alvarez et al., 2012; Rinehart et al., 2005) y muestra

que, como se propuso en nuestra hipotesis, la L-WNK1 es un activador del NCC.

A B
H,0 NCC L-WNK1 Nce  LWNKL
a11 an
g
Wnk1 (c-myc) PNCC (T60)
pNCC (T60) . - Dl NCC (Flag) “d
NCC(FIag) CC= w——an actina =
actina | c—— ———

Figura 20. La L-WNK1-A11 aumenta la fosforilacion del NCC y su abundancia en la
membrana. Inmunodeteccion tipo Western blot representativos en los que se detecta
la a bundancia de NCC total (Anti-Flag), WNK1 (anti-myc), pNCC (anti-T60) o actina
hechos con extractos de proteinas totales (A) o con proteinas purificadas de la mem-
brana (B)

Es importante resaltar que incluso la isoforma de humano carente de los exones 11y 12, la
L-WNK1-A11-A12, aumento6 significativamente la actividad del cotransportador (figural9),
efecto que no habia sido detectado en estudios previos con la clona obtenida de la rata. Esta
discrepancia pudo deberse a diferencias entre la secuencia de la rata o del humano o quizas
a mutaciones no deseadas adquiridas en alguna de las dos secuencias. Tanto el cDNA de la
rata clonado por Melanie Cobb como el del humano se encuentran en el vector de expresion
especifico de X. laevis, el pGH19, por lo que se descart6 la hipdtesis de que la discrepancia

entre los efectos de ambas clonas sea consecuencia de la expresion heter6loga o de la esta-
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bilidad del RNAc. Para analizar el origen de dicha discrepancia, las secuencias de rata y de
humano se compararon de acuerdo con la informacion en las bases de datos correspondien-
tes. En dicha comparacion no se encontrd ninguna diferencia obvia que explique la incon-
gruencia entre los resultados. Por ello secuenciamos nuevamente el cDNA de la clona pro-
veniente del laboratorio de Cobb (Xu et al., 2000). La secuenciacion arrojé dos mutaciones
que modifican a dos aminoacidos. La primer mutacion produce un cambio en la isoleucina
ubicada en la posicion 1950 por una valina; la segunda mutacion cae en el aminoacido 2120
y produce el cambio de una glicina por una serina (figura 21A). Los dos sitios estan conser-
vados en todas las secuencias de WNK1 de los mamiferos y también en la secuencia de

WNK1 obtenida de X. laevis. En la figura 21B se observa la comparacion de las secuencias

Figura 21. La variante r-L-WNK1-A11 presenta dos mutaciones no deseadas. A. Alin-
eamiento de la secuencia correspondiente al cDNA clonado en el laboratorio de Mela-
nie Cobb (AAF74258) (Xu et al., 2000) contra la secuencia obtenida de en el NCBI
(NM053794) . Se identificaron las mutaciones V19511 y G2120S en la clona proveni-
ente del laboratorio de Cobb. B. Alineamiento entre un fragmento del C-terminal de la
WNK1 de distintas especies. La glicina en la posicion 2120 esta conservada en todas
estas secuencias.

entre algunas especiesdel sitio G2120.
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B Rat WNK1 AAF74258.1 2104 QNFNISNLQKSISNPPISNLRTT

Rat WNK1 NP446246.2 2104 QNFNISNLQKSISNPPGSNLRTT
Human WNK1 NP061852.3 2360 QONFNISNLQKSISNPPGSNLRTT
Mouse WNK1 NP941992.2 2355 QNFNISNLQKSISNPPGSNLRTT
Xenopus WNK1 NP001090703.1 2080 QNFGISSLQOKSISNPQGSNLRTT
Zebrafish WNK1 XP689656. 2392 QTFHISTLQKSVSHPGGPNLKST

* k% k% kkkk4*x * * k% *

Dado que el cambio de una isoleucina por una valina representa una modificacion menor, se
decidié analizar los efectos del cambio S2120. Para analizar si la mutacién $2120 afecta la
actividad de la L-WNK, se revirtié esta mutacion en el cDNA de la rata para evaluar si la pre-
sencia de esta mutacion abatia los efectos de la L-WNK1-A11-A12 de rata sobre el NCC. En
la figura 22 se observa que la clona revertida de rata, la r-L-WNK1-A11-A12-G2120 aumen-
ta la actividad del cotransportador en los ovocitos (figura 22A). De manera contraria, la ge-
neracion de la mutacién S2120 en la clona humana pierde su efecto sobre el NCC (figura
22B) Estos experimentos funcionales muestran que la clona proveniente de la rata contiene
una mutacion no deseada e inesperada que interfiere con la activacion del NCC por la L-
WNK1. Dados estos hallazgos, en este trabajo se propone que en los experimentos previos,
en los que se utilizd la WNK1 de rata donada por Melanie Cobb, no observaron el efecto di-

recto entre la L-WNK1 y la actividad del NCC debido a la mutacién S2120.
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Figura 22. La mutacion S2120 afecta la actividad de la r-L-WNK1. A) La actividad del NCC
no cambia con la variante r-L-WNK1 S2120. La coexpresion del cDNA al que se le revirtio la
mutacion aumenta la actividad del al NCC en ovocitos X. laevis. B) La variante h-L-WNK1-
S$2120 pierde el efecto postivo de la isoforma silveste h-L-WNK1 G2120
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Figura 23. Las isoformas L-WNK1 y L-WNKA11 pero no la r-LWNK1-
$2120 aumentan la fosforilacion del NCC en las células HEK293. Tanto la
isoforma L-WNK1 como la L-WNK1-A11 aumentan la fosforilacion del NCC
en la Treonina 53, contrario a la r-L-WNK1 S2120 que no tienen efecto
sobre la fosforilacion del NCC.

El efecto de la L-WNK1A11l y la L-WNK1 asi como el de la isoforma r-L-WNK1-S2120 sobre
la fosforilacion del NCC se corroboré en las células de rifidn HEK293 transfectadas con el
NCC y estas cinasas, como lo muestra la figura 23. En esta figura se observa que las isofor-
mas de humano L-WNK1 y L-WNK1A11 aumentan la fosforilacion del sitio T53 del NCC, no
asi la isoforma de rata L-WNK1-S2120. Es de llamar la atencién que en experimentos in vitro
esta isoforma si permite la fosforilacion de algunos de sus sustratos como SPAK (Vitari et al.,
2005), ERK (Xu et al., 2004) o la Synaptotragmina 2 (Lee et al., 2004), lo que sugiere que
su actividad cinasa no esta abolida. También sobresalta la ausencia de un efecto sobre la
actividad del NCC, pero no sobre la regulacion de otros transportadores, como ROMK
(Cheng y Huang, 2011a; Cope et al., 2006; He et al., 2007; Lazrak et al., 2006; Liu et al.,
2009; Wang et al., 2008); ENaC (Fu et al., 2006; Xu et al., 2005); TRPV4 (Fu et al., 2006);
por mencionar algunos ejemplos. Esto sugiere que quizas existen diferentes mecanismos de

regulacion por la L-WNK1 y solo respecto al mecanismo de regulacion del NCC se anula co-
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mo consecuencia de la mutacion S2120 en la isoforma de rata. De hecho, este sitio se en-
cuentra a s6lo 8 aminoacidos de distancia de un sitio susceptible a la fosforilacién por
AKT /SGK, el sitio T2128 (figura 24). Nuestros resultados sugieren la necesidad de hacer un
analisis mucho mas detallado en cada uno de los trabajos arriba mencionados y, de requerir-

se, rectificar las conclusiones obtenidas.

RFXV PY

SGK F316_ D T-loop RFXVS RFXVS SGK
T60 I 368 g3g) 9|54 F1|258 F18|60 2083 209172128
L-WNK1 I | s | |
2396 aa l cc

12

Figura 24. Diagrama que representa algunos dominios de la L-WNK1 y la KS-
WNK1. La L-WNK1 tiene un dominio de actividad cinasa que contiene un acido
aspartico (D) fundamental para la actividad cinasa, un sitio de transfosforilacion (T-
loop) y un dominio de union a SPAK (RFXI/V). Ademas presenta un dominio auto-
inhibitorio (AID), dominios helice-helicoidal (CC) y un dominio acidico. Ademas,
tiene sitios probables fosforilables por SGK/AKT. La proteina tiene otros dos domin-
ios de union a SPAK, y sitios de interaccion con otras WNK (HQ). En este esquema
se muestra la ubicacion de los exones y un sitio de interaccion PY contenido en el
exon 12. Ademas se refiere el nimero de aminoacido de cada sitio. El sitio S2128
(enrojo) es el sitio equivalente al mutado en la clona de rata

Como previamente se menciond, los datos bioquimicos muestran que la L-WNK1 activa a
SPAK a través de aumentar su fosforilacion (Moriguchi et al., 2005; Vitari et al., 2005), y que
la activacion de SPAK aumenta la actividad del NCC (Rafigi et al., 2010; Richardson et al.,
2008). Sin embargo, no ha sido posible identificar la relacion directa WNK1-SPAK-NCC de-
bido al uso de una clona no funcional. Para analizar si existe esta relacion lineal -como se ha
reportado respecto a la activacion del NCC por la WNK3 (Pacheco-Alvarez et al., 2012)-, se
elimind uno de los sitios de union a SPAK en la L-WNK1A11: el sitio F316 al generar la mu-
tante L-WNK1-A11-F316A. Estudios previos han reportado que la eliminacion del sitio equi-
valente en la WNK3 anula su efecto positivo sobre el NCC (Pacheco-Alvarez et al., 2012). La
expresion de la L-WNK1-A11-F316A no solo previno la activacion del cotransportador, sino

que ademas mostr6 una inhibicion significativa sobre su actividad (figura 25). Este efecto
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puede deberse a que la L-WNK1-A11-F316A interaccione con la WNK1 endbgena presente
en los ovocitos (San Cristobal et al., 2008a) debido a la oligomerizacion entre la isoforma
endbgena y la exdgena (Lenertz et al., 2005). Se ha reportado que las WNKs pueden inter-
accionar a través de sus dominios amino y carboxilo terminal (Yang y Ellison, 2003; Yang et
al., 2007a) y que, al menos desde el punto de vista bioquimico, esta interaccion requiere de
un motivo conservado de una histidina y una glutamina (motivo HQ) presente en el carboxi-

lo terminal de las WNK (Thastrup et al., 2012).
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Figura 25. La L-WNK1-A11 requiere de SPAK y de la formacion de dimeros para
activar al NCC. En ovocitos de X. laevis, la coexpresion de la isoforma L-WNK1-
A11-F316A, que tiene una mutacion puntual que evita la unién a SPAK, produce
un efecto dominante negativo al disminuir la activdad del NCC. La eliminacion del
motivo de interaccion entre las WNK, el motivo HQ previene tanto la activacion
por la L-WNK1-A11 como la inhibicion por la L-WNK1-A11-F316A.

Para probar si el efecto negativo de la L-WNK1-F316A se debe a la interaccion con la WNK1
enddgena, por mutagénesis sitio dirigida, se interrumpid el motivo HQ al sustituir la secuen-
cia HIQEVVSLQT por la secuencia AIQEVVSLAT en las clonas L-WNK1-A11 y L-WNK1-A11-
F316A. La coexpresion de la mutante L-WNK1-A11-HQ previno tanto el efecto positivo en
la WNK1-A11, como el efecto inhibidor de la WNK1-A11-F316A (figura 25). Estos resulta-
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dos muestran que la interaccion entre monomeros de WNK1 a través del dominio HQ es
necesaria para la activacion del NCC y sugieren que la mutacion WNK1-A11-F316A actua
como una isoforma dominante negativa que secuestra fisicamente a la variante endogena;
por lo que la actividad del NCC en los ovocitos depende de la actividad de la WNK1 enddge-

na del ovocito.

Dado que los resultados obtenidos en ovocitos muestran que la actividad basal del NCC se
debe a los efectos de la WNK1 endbgena y que se requiere a SPAK para la activacion del
NCC, se analiz6 el papel de la WNK1 endbgena en las células HEK293 sobre la fosforilacion
del NCC. Para ello, se hizo un knock-down de WNK1 con un siRNA especifico para la L-
WNK1 (figura 26). La transfeccion de este siRNA disminuyé la abundancia de la L-WNK1

enddgena ademas de reducir la abundancia del NCC fosforilado.

" |- pNCC T53

| L-WNK1

e - ————| 21N

Control siRNA WNK1 siRNA

Figura 26. La L-WNK1 enddgena se requiere para la fosforilacion del NCC en
células HEK293. Ensayos de inmunodeteccion tipo Western Blot de células
HEK293 transfectadas con siRNA control o especifico de WNK1 para disminuir su
expresion. La disminucion de la L-WNK1 endogena previene la fosforilacion del
NCC.

Los resultados aqui presentados muestran que la L-WNK1 es un regulador positivo del NCC
ya que produce un aumento en la activacion, la fosforilacion y en la abundancia del cotrans-
portador de manera dependiente de SPAK (figura 27). La isoforma mas abundante en el

rifon, la L-WNK1-A11, que coexiste con el NCC, produjo el mayor aumento en la actividad
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del cotransportador. Hasta la fecha, en trabajos previos no habia podido observarse este
efecto positivo sobre la actividad del cotransportador debido al uso de una isoforma que
contiene una mutacion no deseada que afecta su efecto sobre él. Este efecto positivo de
WNK1 sobre NCC es similar al que se ha observado previamente con la WNK3 (Pacheco-
Alvarez y Gamba, 2011; Pacheco-Alvarez et al., 2012; Rinehart et al., 2005) Estos resultados
apuntan la convergencia de las vias de sefializacion de estas dos proteinas y sugieren que en
el raton carente de WNK3 (Mederle et al., 2013; Oi et al., 2012), la WNK1 compensa la pér-

dida de la otra cinasa, y de ahi su fenotipo sutil.
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Figura 27. La L-WNK1 es un activador del NCC a través de la interaccion con
SPAK, asi como lo es la WNK3 (Pacheco, 2011)
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La cinasa WNK4 inhibe al NCC al inhibir a las cinasas L-WNK1 y WNK3

Como se ha hablado a lo largo de este trabajo, las cinasas L-WNK1 y WNK4 parecen ser cla-
ves en la regulacion del NCC al ser la causa de la enfermedad PHAII; y por consiguiente, jun-
to con el NCC, tienen un papel importante en la modulacion del balance de electrolitos y en
la presion arterial. La evidencia hasta el momento muestra que existe una interaccion com-
pleja entre las WNK, SPAK y el NCC, pero alin no estan claros los mecanismos de esta inter-
accion. Como se ha expuesto a lo largo de este trabajo y sélo para recordarle al lector, la
cinasa WNK4 produce una inhibicién del NCC en ovocitos de X. laevis (Glover et al., 2010;
Wilson et al., 2003; Yang et al., 2003) y en ratones (Castaneda-Bueno et al., 2012b; Lalioti
et al., 2006); los efectos positivos de WNK3 y los negativos de WNK4 sobre el NCC compi-
ten entre si (Yang et al., 2003); y WNK1 y WNK3 tienen una mayor afinidad por SPAK que la
WNK4 (Vitari et al., 2005). Como también se menciond en apartados anteriores, parte de
este modelo esta basado en las observaciones de Yang y colaboradores que utilizaron la clo-

na de rata mutada, la rL-WNK1-A11-A12-S2120 (Yang y Ellison, 2003).

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la L-WNK1 tiene un efecto positivo so-
bre la actividad del NCC y que lo hace a través de SPAK, como ocurre con la regulacion del
cotransportador por la WNK3 (Pacheco-Alvarez et al., 2012). Por esta razén, se decidid
probar el efecto de la coexpresion de la WNK4 y la L-WNK1-A11 sobre la actividad del NCC
y compararlo con el efecto de la WNK4 sobre la WNK3 previamente sugerido por Yang y

colaboradores (Yang et al., 2003).

En la figura 28 se observa que, como se ha reportado en trabajos anteriores (Wilson et al.,
2003; Yang et al., 2003), la coexpresion de WNK4 con el NCC disminuye la actividad del
cotransportador. Notese que ademas la presencia de la WNK4 previene en forma significati-
va el efecto positivo de la L-WNK1 y de la WNK3 sobre el NCC al ser coexpresadas. Cabe
mencionar que la sobreexpresion de la L-WNK1 y la WNK3 no produce un efecto sinérgico o
aditivo sobre la captacion de sodio dado que ambas cinasas activan al cotransportador a

través de la activacion de SPAK, ya que convergen en la misma via de activacion del NCC.
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Figura 28. La WNK4 inhibe la actividad del NCC, y previene el efecto positivo tanto
de la L-WNK1 como de la WNK3. La actividad del NCC se midié en ovocitos de X.
laevis en presencia de las cinasas L-WNK1 o WNK3 con o sin WNK4.

Dada la inhibicion de la actividad del NCC en los ovocitos X. laevis por la WNK4, se evalu6 el
efecto de la coexpresion de las cinasas WNK4 y L-WNK1 sobre la fosforilacion del cotrans-
portador en células HEK293. En la figura 29 se muestra que la fosforilacion del NCC por la L-

WNK1 disminuye cuando se coexpresa la WNK4.
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La inhibicion de la WNK4 sobre la L-WNK1 y la WNK3 puede deberse a la interaccion fisica
entre ellas a través de los dominios HQ de interaccion entre las WNK (Thastrup et al.,
2012). Para evaluar esta hipoétesis, se generé la mutante WNK4-HQ en la que se sustituyd el
motivo HIQEVVSLQT por AIQEVVSLAT vy, asi, prevenir la interaccion entre las WNKs
(Thastrup et al., 2012). Como se observa en la figura 30, el efecto inhibidor de la WNK4
sobre el NCC se pierde cuando se coexpresa la mutante WNK4-HQ con el NCC, quizas al
prevenirse la inhibicion sobre la WNK1 endogena. En dicha figura se observa que la elimina-
cion del motivo HQ en WNK4 (WNK4-HQ) también previno la inhibicion sobre las cinasas L-
WNK1 y WNK3. Nuestros resultados revelan que la WNK4 inhibe a la L-WNK1 y a la WNK3
debido a la interaccion fisica entre ellas a través de los motivos HQ. Estos resultados son la
primera evidencia funcional reportada hasta ahora que demuestra la relevancia biologica de
estos sitios de interaccion entre las WNK identificados previamente en estudios in vitro

(Thastrup et al., 2012).

Los efectos obtenidos en ovocitos y en células renales ubican a la cinasa WNK4 rio arriba de
las cinasas L-WNK1 y WNK3 y no rio abajo de la L-WNK1 como el modelo anterior (figura
11) sugeria. Esta via de sefalizacion no se habia identificado dado el uso de la clona de L-
WNK1 proveniente de la rata con la mutacion S2120. Los resultados obtenidos por Yang y

colaboradores (Yang et al., 2003), e la sobreexpresion de la L-WNK1 impide la inhibicion del
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NCC mediada por la WNK4 debido a que estas proteinas estan interaccionando entre si,
mientras se libera la inhibicion de la WNK4 sobre la WNK1 enddgena vy, asi, la actividad del

NCC regresa a sus niveles basales.
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Figura 30. La WNK4 interacttia con las cinsas L-WNK1 y WNK3 a través de los domin-
ios HQ. La coexpresion de la isoforma de WNK4 que tiene eliminado el sitio de interac-

cion entre las WNK (dominio HQ) previene la inhibicion de la actvidad del NCC por la
WNK4.

Los resultados en ovocitos sugieren que la WNK4 se encuentran rio arriba de las cinasas
WNK1 y WNK3 y no viceversa, como previamente se habia sugerido. Para determinar en un
modelo in vivo la relacion que hay entre las cinasas WNK4 y L-WNK1, asi como el papel de la
mutacion intrénica en el gen de la wnk1 en el desarrollo de la enfermedad PHAII, se gener6
una cruza entre el raton WNK1™™MT/* (Vidal-Petiot et al., 2013) y el ratén WNK47/"
(Castaneda-Bueno et al., 2012b). El raton WNK1HHT/* reproduce la mutacién encontrada
en los pacientes con PHAII al estar eliminado un fragmento del primer intrén de la L-WNK1

(Vidal-Petiot et al., 2013). Esta mutacién conlleva un aumento en la cantidad renal de la L-
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WNK1 y se reproducen la manifestaciones clinicas de la enfermedad; ya que el raton
WNK1™T/* presenta hipertension arterial, alcalosis metabélica e hiperkalemia. El ratén
WNK47", por su parte, presenta un fenotipo Gitelman como consecuencia de niveles bajos
de NCC fosforilado debido a la eliminacion homocigotica de la WNK4. La hipotesis de este
experimento es que si la cinasa WNK4, se encuentra rio arriba de la L-WNK1, el fenotipo
PHAII de los ratones WNK17T/* persistira a pesar del fenotipo Gitelman de los ratones
WNK47". De manera contraria, si la L-WNK1 esta rio arriba de la WNK4 (como en el modelo
de la figura 15), entonces la ausencia de la WNK4 sera suficiente para revertir el fenotipo
PHAII de los ratones WNK1"T/*. Como muestra la figura 31 los ratones resultantes con
genotipo WNK1™™T/*:WNK4”/~ mantienen el fenotipo PHAII de los ratones WNK1™T/* 3]
retener tanto los desequilibrios metabdlicos (tabla 3), como la hipertension arterial (figura

31A) presente en los ratones WNK 1T/

. Ademas, se observa que en los ratones
WNKlFHHT/*;WNK4'/’ la fosforilacion del NCC esta significativamente aumentada con res-
pecto a los ratones silvestres, pero igual que en los ratones WNK1™"/* (figura 31B). La

persistencia del fenotipo PHAII en el raton WNK17T/*WNK47" confirma la ubicacion de la

cinasa WNK4 rio arriba de la L-WNK1 y muestra que las mutaciones WNK1™7/* activan al
NCC de manera independiente a la WNK4.
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Figura 31. La L-WNK1 produce PHAIl de manera independiente de WNK4. A) la presion
arterial sistélica aumenta en los ratones WNK™™Ty en los WNK™ HHT:WNK4 7/~ Cada
carril representa a un individuo. p<0.05 vs controles y **p<0.01 vs controles. B)
Inmunoblots de rinones de ratones contra NCC total y fosforilado. * p<0.05 vs controles y
N.S vs WNK1*/FHHT,
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La figura 32 muestra el resumen de los resultados mostrados en esta seccion. La cinasa
WNK4 modula a las cinasas L-WNK1 y WNK3 a través de la interaccion fisica con ellas por
los sitos HQ (panel A). Esto mantiene una actividad basal del cotransportador, la cual esta
aumentada en la enfermedad PHAII (figura 32B), quizas debido a que la sobreexpresion de
la L-WNK1 sobrepasa a la inhibicion por la WNK4. Esto también puede explicar por qué los
ratones knockout de WNK3 no tienen fenotipo, a excepcion del incremento en la expresion
de la L-WNK1 (Mederle et al., 2013; Oi et al., 2012). Dado que las L-WNK1 y WNK3 tienen
efecto similar sobre el NCC, el incremento en la L-WNK1 en estos ratones es probable que
compense la pérdida de la activacion del cotransportador por la WNK3, como se sugirié en

el capitulo anterior.
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Figura 32. Esquema de regulacion del NCC por WNK4. A) La WNK4 esta rio
arriba de la L-WNK1 y de la WNK3 e interactta con ellas través de los dominios
HQ para previene la activacion de SPAK y de NCC. B) Hipétesis del fenotipo
PHAII por la delecion intrénica en el gen wnkl: las mutaciones intrénicas en
WNK1 identificadas en el PHAIl aumentan la abundancia de la L-WNK1A11, y
sobrepasa a la inhibicion de la WNK4.
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La angiotensina Il activa al NCC al prevenir la inhibicion de WNK4 sobre L-

WNK1 y WNK3

Hace algunos afos, en nuestro laboratorio se mostré que la inhibicion del NCC por la WNK4
puede prevenirse por la angiotensina Il (San Cristobal et al., 2009), por lo que se propuso
que la via WNK4-SPAK es necesaria para que la angiotensina Il pueda activar al NCC. Esto se

corroboré posteriormente en modelos in vivo (Castaneda-Bueno et al., 2011).

Tomando en cuenta estas evidencias y los resultados previos mostrados en este trabajo, se
propuso la hipotesis de que la inhibicion de la WNK4 sobre la L-WNK1 y la WNK3 puede ser
regulada por la angiotensina Il. Para probar esto, se midi6 la captacion de sodio en ovocitos
inyectados con distintas combinaciones de las WNK en presencia o ausencia de la angioten-
sina Il, como muestra la figura 33. En el panel A, la captacién de sodio del grupo que expresa
s6lo al NCC se tom6 como el 100% y los demas grupos se normalizaron con respecto a éste.
En dicha figura se observa que la angiotensina Il no modifica la captacion de sodio en los
ovocitos que expresan al NCC solo o con la L-WNK1, la WNK3 o con la combinacion de am-
bas. Estos grupos muestran una inhibicion significativa de la captacion de sodio cuando
WNK4 esta presente. Sin embargo, esta inhibicion mediada por la WNK4 se previene signifi-
cativamente si estos mismos grupos se incuban en presencia de la angiotensina Il. En el pa-
nel B de la figura 33, la captacion de sodio sensible a tiazidas de cada uno de los grupos en
ausencia de la angiotensina se tomd como el 100% y se ajust6 la condicion experimental en
presencia de la hormona. En este panel se observa mas claramente que sélo los grupos que

expresan a la cinasa WNK4 responden a la angiotensina |l.
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Figura 33. La WNK4 se requiere para la activacion del NCC por la angiotensina. Se midio6
la captacion sensible a tiazidas en ovocitos de X. laevis inyectados con distintas combi-
naciones de WNK en ausencia o presencia de la angiotensina (100pM). Todos los grupos
se inyectaron con cRNA del NCC y del receptor AT1. En A, se ajust6 la captacion de sodio
del grupo de NCC s6lo y los demas grupos se compararon con éste. B) La captacion de
sodio de cada combinacion de WNK en ausencia de la angiotensina se tomé como el
100Porcentaje y los grupos con angiotensina |l se normalizaron de acuerdo con su con-
trol.

De acuerdo con estos resultados, la WNK4 actiia como un inhibidor de la actividad del co-

transportador NCC al inhibir a las cinasas L-WNK1 y WNK3 a través de la interaccion fisica

entre ellas (figura 30), pero también actta como un activador (figura 33) en condiciones en

las que esta presente la angiotensina Il -como ocurre en la hipovolemia o ante restricciones
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en la ingesta de sal-. El mecanismo por el que la angiotensina Il activa al NCC a través de
prevenir la inhibicion por la WNK4 atn no esta definido y se requieren mas estudios al res-
pecto. Sin embargo, nosotros proponemos dos hipotesis que pueden explicar este mecanis-
mo. La primera es que la angiotensina Il activa a las moléculas de WNK4 libres en la célula, es
decir las que no estan unidas a la L-WNK1 o a la WNK3; y la WNK4 activada por la angioten-
sina Il, ahora es capaz de activar directamente a SPAK y, éste al NCC (figura 34A). La se-
gunda, que consideramos la mas factible dados los resultados de la figura 33B, es que la an-
giotensina Il puede liberar la interaccion fisica de la WNK4 con la L-WNK1 y la WNK3, y es-
tas dos cinasas, ahora libres, aumentan la fosforilacion de SPAK y por consiguiente se activa
el NCC (figura 34B). En un trabajo publicado recientemente por Na y colaboradores, se ob-
serva que la WNK4 fosforila a OSR1 cuando aumenta el calcio intracelular (Na et al., 2012),
y de hecho, la unién de la angiotensina Il a su receptor AT1 de tipo Gaq produce un incre-
mento en los niveles del calcio intracelular. Aunque el mecanismo por el que la WNK4 res-
ponde a los cambios en el calcio intracelular aln no esta bien definido, se han reconocido
dominios de union a calcio en el extremo amino terminal de WNK4, que posiblemente pue-
den percibir cambios en las concentraciones de este ion. Este mecanismo produciria un
cambio conformacional en la WNK4 que libere la interaccion con las cinasas L-WNK1 vy
WNK3, y asi, se libera la inhibicion de éstas. Sin embargo, se requieren estudios mas detalla-
dos en los que se evalte la interaccion de la WNK4 con la L-WNK1 o la WNK3 en ausencia y

presencia de la angiotensina Il por ensayos de inmunoprecipitacion.
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Figura 34. La angiotensina requiere de WNK4 para activar al NCC. Se mues-
tran dos mecanismos posibles de los efectos de la angiotensina sobre la
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La proteina KS-WNK1 es un regulador positivo del NCC

Como se menciond previamente, el gen que codifica a la WNK1 genera dos isoformas en el
rifdn (figura 14). Una isoforma larga, la L-WNK1, que segun nuestros resultados aumenta la
actividad del NCC de manera dependiente de SPAK y que se regula negativamente por la
interaccion con WNK4. La segunda isoforma se genera a partir de un promotor alterno de
este gen que comienza la transcripcion en el exén 4 y da origen a una variante corta especi-
fica del rindn que no contiene al dominio cinasa (fig. 35). Los resultados obtenidos en este
trabajo cambian el paradigma de regulacion del NCC ya que ubican a la cinasa L-WNK1 co-
mo un activador directo del NCC. Como el modelo de la figura 15 muestra, Subramanya y
colaboradores (Subramanya et al., 2006) proponen a la variante KS-WNK1 como un regula-
dor negativo de la L-WNK1. Este modelo proviene de las observaciones reportadas por este
grupo, en las que la coinyeccion de la KS-WNK1 no modifica la captacion de sodio por NCCy
tampoco modifica la inhibicion del NCC por WNK4, pero si inhibe los efectos de la L-WNK1
sobre la inhibicion de la WNK4 (Subramanya et al., 2006); es decir la KS-WNK1 previene el
efecto de la L-WNK1 sobre la WNK4 y acttiia como un inhibidor indirecto del NCC.
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Figura 35. Comparacion entre los dominios de la L-WNK1 y la KS-WNK1. La variantes es-
pecifica de rinon KS-WNK1 no tiene dominio cinasa, a diferencia de la L-WNK1. Sin embar-
go, si presenta todos los demas dominios de unién a SPAK y de regulacion por otras
proteinas. En este esquema se muestra la ubicacién de los exones identificados por Vidal-
Petiot (2012). Con rojo se sefiala el S2128 identificado en la clona proveniente de la rata
(X11. 2000 ).
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Sin embargo, cabe mencionar que los experimentos de Subramanya se realizaron con una
version de la KS-WNK1 generada a partir de la clona de Melanie Cobb, la r-L-WNK1-A11-
A12-S2120 (Subramanya et al., 2006). Por lo que el modelo de regulaciéon del NCC por la
KS-WNK1 (fig. 12) se basa en las observaciones hechas con una isoforma de esta proteina
que contiene una mutacion no deseada, de la que se ha discutido a lo largo de este trabajo.
Por esta razon, resulta de sumo interés revaluar los efectos de la isoforma KS-WNK1 sobre la

actividad del NCC.

Las primeras observaciones de la presencia de la KS-WNK1 en el rindn, surgen de estudios
de tipo Northern Blot, en los que se detecta que el mMRNA de la KS-WNK1 representa el 91%
del todas las WNK1 de la rata (Lazrak et al., 2006). El grupo de O’Reilly y colaboradores
también detect6 gran abundancia del RNAm de la KS-WNK1, ya que reporto niveles “cerca-
nos al ruido de fondo” de la L-WNK1 (O'Reilly et al., 2003). La proteina KS-WNK1 también
ha sido observada en inmunoreplicas tipo WB por el grupo de Paul Welling (Wade et al.,
2006). Sin embargo, fue en la descripcion exhaustiva de las isoformas de WNK1, publicada
por Vidal Petiot y colaboradores, que se reconoce a la KS-WNK1 como la isoforma renal de
WNK1 mas abundante en el rifidn y se identifican dos variantes de ella (Vidal-Petiot et al.,
2012). Las variantes identificadas son la que carece del ex6n 11, la KS-WNK1-A11; y la va-
riante sin los exones 9 y 11, la KS-WNK1-A9-A11. De éstas, la variante KS-WNK1-A11 es la
isoforma de mayor abundancia en el rifdn. Aunado a la presencia de la mutacion no desea-
da, los experimentos de Subramanya (Subramanya et al., 2006), que como se menciond
previamente colocan a la isoforma KS-WNK1 como un inhibidor de la L-WNK1, se realizaron

con la variante KS-WNK1A11-A12 que no existe en el rifion.

Los patrones de expresion de la KS-WNK1-A11 limitan su ubicacién a cTAL, DCT y CNT. La
abundancia de la KS-WNK1 en el DCT representa el 90% del total de las isoformas de WNK
presentes y se expresa 80 veces mas que la L-WNK1; en el CNT la KS-WNK1 representa el
64% del total, pero su expresion es seis veces menor que en DCT; y en cTAL corresponde al

64% de todas las WNK1 y esta 16 veces menos que en el DCT. En mTAL y CCD también se
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detect6 KS-WNK1 y representa al 35-40 % del total de las isoformas de WNK1 pero esta 50-

60 veces menos que en DCT.

Distintos efectos de la KS-WNK1 se han observado sobre la actividad de otros transportado-
res, como ENaC y ROMK y que impactan el balance de sodio y potasio (Cheng et al., 2013;
Cheng, 2012; Hadchouel et al., 2010; Lazrak et al., 2006; Liu et al., 2009; Naray-Fejes-Toth
et al., 2004). Como ya se menciond respecto a la regulacién del NCC, estos experimentos
también fueron realizados con la isoforma de KS-WNK1 que no se expresa en el rindn, KS-
WNK1A11-A12 y que tiene una mutacion no deseada, la S2120. Por esta razon, se decidié
analizar los efectos de la KS-WNK1 sobre la actividad del cotransportador utilizando la va-

riante humana KS-WNK1-A11 que no contiene la mutacion previa.

700\ g

*p<0.01 vs NCC
6001 ** p<0.01 vs L-WNK1

500
4001
3004

200+

Porcentaje de actividad de NCC

1004 =

L-WNK1 KS-WNK1 WNK1+
KS-WNK1

cRNA de NCC

Figura 36. La KS-WNK1 activa al cotransportador NCC en ovocitos e X. laevis. La
coexpresion de la cinasa KS-WNK1 aumenta la actividad del NCC asi como lo hace la
L-WNK1. La coexpresion de tanto la L-WNK1 como la KS-WNK1 producen un efecto

aditivo. Todas las isoformas de este panel equivalen a las isoformas carentes del exon
All

99



La coinyeccion de ovocitos de X. laevis con el cRNA de KS-WNK1 mostré un aumento signi-
ficativo de la actividad del cotransportador (figura 36). Esta activacion es similar a la produ-
cida por la L-WNK1. Es de notar que la coinyeccion de ambas isoformas, L-WNK1-A11 y KS-
WNK1-A11 mostré un efecto aditivo sobre la captacion de sodio, lo que sugiere que la acti-
vacion del NCC por ambas proteinas puede ocurrir por dos mecanismos distintos. Esto llama
la atencion dada la falta del dominio cinasa de la KS-WNKZ1. Sin embargo, en la figura 37 se
observa que el aumento en la actividad del cotransportador por la KS-WNK1 esta asociado a
un incremento en su fosforilacion (panel A) asi como de su abundancia en la membrana
(panel B) de la misma manera que lo hace la L-WNK1-A11. Por lo que el mecanismo de re-
gulacion del NCC por la KS-WNK1 requiere mayor investigacion al respecto.
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Figura 37. La KS-WNK1 aumenta la fosforilacion del NCC y su abundancia en la
membrana en ovocitos X. laevis. A) Deteccion de la fosforilacion del NCC en lisados
de proteina total por ensayos de tipo Western Blot (B) y en la fraccion membranal.

Dado que la cinasa WNK4 inhibe a la L-WNK1 inhibe, como previamente se mostré (figura
28), se decidi6 evaluar si esta inhibicion también se produce sobre la KS-WNK1. Para ello, se
coexpreso a esta proteina en presencia de la WNK4 y se midi6 la captacion de sodio sensible
a tiazida. En la figura 38 se observa que la WNK4 no inhibe el efecto positivo de la KS-WNK1.
Esto sugiere que la KS-WNK1, al no ser regulada por la WNK4, no es sensible a los efectos de
la angiotensina Il. Estos resultados indican que la interaccion entre WNKs, se debe tanto a
los dominios HQ (Thastrup et al., 2012) como a los extremos amino terminal, como se ha

reportado previamente (Yang et al., 2007b).
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Figura 38. La KS-WNK1 no es regulada por la WNK4. La actividad del cotranspor-
tador aumenta por la KS-WNK1 similar a la activacion producida por la L-WNK1,
pero se inhibe por la WNK4

Nuestros resultados se oponen a los obtenidos en trabajos previos realizados por otros auto-
res en los que se ha observado que la KS-WNK1 inhibe al NCC a través de la inhibicion de la
L-WNKZ1. En esta tesis se concluye que en el sistema de expresion de X. laevis la KS-WNK1 es
un activador importante del NCC, y que a pesar de no tener actividad cinasa es capaz de
aumentar la fosforilacion del NCC y su llegada a la membrana (figura 39). Ademas, los resul-
tados aqui mostrados sugieren que la activacion del cotransportador ocurre por una via dis-
tinta a la de la cinasa L-WNK1, ya que la coexpresion de ambas produce un efecto aditivo y
la KS-WNK1 no se regula por la cinasa WNK4. Se requiere mayor investigacion respecto al
mecanismo que subyace a estas observaciones, por ejemplo es importante analizar si la KS-
WNK1 produce un aumento de la fosforilacion de SPAK, al ser éste el activador directo del

NCCy el blanco de la L-WNK1 para activar al NCC. También es importante evaluar los efec-
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tos de la KS-WNK1 sobre el efecto positivo de la WNK3 en el NCC, para determinar si la

coexpresion de ambas proteinas produce un efecto aditivo, como ocurre con L-WNK1.
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Figura 39. La KS-WNK1 es un activador del NCC independiente de la WNK4.
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La cinasa L-WNNK1 es sustrato del complejo de ubiquitilacion KLHL3-CUL3.

Recientemente dos grupos distintos identificaron a dos nuevos genes involucrados en el
desarrollo de la enfermedad PHAII: KLHL3 (Kelch-like 3) y CUL3 (Cullin3) (Boyden et al.,
2012; Louis-Dit-Picard et al., 2012). Estos genes codifican a dos proteinas que interacttan
entre si y forman un tetramero compuesto de un homodimero de CUL3 y un homodimero
de KLHL3 (figura 40). Este complejo tiene actividad de ubiquitin ligasa tipo E3, que se en-
carga de la ubiquitinacion de otras proteinas blanco. CUL3 es el elemento de andamiaje de
dicho complejo y une a una ligasa de ubiquitina del grupo de las ligasas Culling-Ring E3
(CRL) (Bosu y Kipreos, 2008). Al igual que todas las ubiquitin ligasas de tipo E3, las CRL
unen covalentemente una
ubiquitina desde una enzima
E2 hacia las proteinas sustra-
to para su posterior recono-
cimiento por el proteasoma
26S y su degradacion proteo-

litica (Hershko y

Ciechanover). CUL3 tiene un

dominio BTB que le permite

Figura 40. Esquema del complejo de ubiquitinacién forma- 1 interaccion con KLH3. Por
do por KLHL3, CUL3 y la proteina de transferencia de la 5, parte, KLHL3 es una pro-
ubiquitina RING. El sustrato de este complejo se une gra- )

cias a los repetidos Klhl en la proteina KLHL3. EL complejo  teina adaptadora que en su
interactta por los dominios BTB en KLHL3 y se forma un  axtremo amino terminal tiene

dimero de dimeros. Tomado de Boyden, 2012.
un dominio BTB que le permi-

te la union a CUL3, y en su extremo carboxilo terminal tiene 4 dominios llamados kelch, que
se repiten uno seguido del otro para formar una estructura de R-barril. La formacion de esta
estructura permite el reconocimiento y la union de sus sustratos, para su posterior ubiquiti-
nacion por el complejo. La proteina CUL3 tiene una expresion ubicua, a diferencia de KLH3

que parece estar restringida al rifion (Boyden et al., 2012; Louis-Dit-Picard et al., 2012).
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En el trabajo publicado por Boyden y colaboradores se identific6 que las mutaciones en
CULS3 afectan el splicing del ex6n 9 y provocan su eliminacion del transcrito final (Boyden et
al., 2012). Este exdn codifica a un fragmento de 57 aminoacidos que aldn no se sabe cual es
su papel en el complejo de ubiquitinacion de CUL3-KLHL3, aunque los datos genéticos su-
gieren que la mutacion CUL3A9 produce una ganancia de funcién (Boyden et al., 2012).
Tanto en el trabajo de Boyden como en el de Lous-dit-Picard se han reconocido mutaciones
dominantes y recesivas en los genes de KLHL3 (Boyden et al., 2012; Louis-Dit-Picard et al.,
2012). Las mutaciones en este gen pueden caer en el dominio BTB, que es el dominio de
union a CUL3, o en alguno de los motivos repetidos de kelch, que unen al sustrato. No obs-

tante, en ninguno de estos trabajos se analiza el papel fisiol6gico de este complejo.

A B

Espacio Luminal Espacio Luminal

Célula de Célula de
tubulo tubulo
contorneado contorneado
distal * distal

Espacio Basolateral Espacio Basolateral

Condiciones basales Mutaciones en PHAII KIhlI3 o Cul3

Figura 41. Modelo de regulacion de las WNK por el complejo de ubiquitinacion
KLHL3/CUL3. Las cinasas WNK son los sustrato de este complejo. Las mutaciones tipo
PHAIl en alguno de los elementos de este complejo alteran la via de regulacion del NCC.

Fue hasta que Ohta y colaboradores demostraron que los blancos de este complejo de ubi-
quitinacion son las cinasas WNK1, WNK3 y WNK4, que se propuso un mecanismo fisiopato-
l6gico que explica el desarrollo de PHAII por las mutaciones en KLHL3 y CUL3, como se

muestra en la figura 41 (Ohta et al., 2013). En dicho trabajo se demuestra que el dominio
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acidico en las WNK es el dominio de interaccion con KLHL3, y por consiguiente con la union
al complejo de ubiquitinacion. Cabe sefalar que las mutaciones en WNK4 asociadas a la en-
fermedad PHAII se ubican en esta region (Wilson et al., 2001). Trabajos posteriores han
confirmado la interaccion de la WNK1 y la WNK4 con el complejo CUL-3-KLHL3 a través de
los dominios Kelch en KLHL3 y el dominio acidico en las WNK (Shibata et al., 2013;
Wakabayashi et al., 2013; Wu y Peng, 2013).

Recientemente, el grupo de Xavier Jenematieur en el hospital George Pompidou identifico
mutaciones en el dominio acidico de la L-WNK1 en pacientes con hiperkalemia, (Louis-dit-
Piccard, Chavez-Canales, et al. datos sin publicar) (figura 42). Estas mutaciones son simila-
res a las encontradas en el dominio acidico de la WNK4, pero a diferencia de los pacientes
con estas mutaciones equivalentes en WNK4, los pacientes no desarrollan hipertension arte-

rial.

KS-WNK1

L-WNK1

B ek C  hWNKL  STQVEPEEPEADOHQOLQ

(2) AG34T hWNK4  VFPPEPEEPEADQHQPFL

Dominio (2) D63SE I hWNK2  PGPPEPEEPEADQHLLPP
acidico e hWNK3  QTGAECEETEVDQHVRQQ

(1) Q636E
(2) Q636R

D WNK1 hum STQVEPEEPEADOHQQLQ
WNK1 mou  STQVEPEEPEADQHQQLQ
WNK1 dog  STQVEPEEPEADQHQQLQ
WNK1 xen GTQVEPEEPEADQH--LQ
WNK1 zeb  SVIMESEEAETDQH----

Figura 42. Identificacion de mutaciones en el dominio acidico de la L-WNK1 en pacientes
con Hiperkalemia. A) Esquema de la estructura de las isoformas de WNK1. B) Mu-
taciones encontradas por el grupo de Xavier Jenematieur en pacientes con hiperkalemia.
C) Alineamineto entre secuencias de cinasas WNK que muestra que el dominio acidico en
las WNK esta altamente conservado entre las demas WNK. D) Comparacioén del dominio
acidico de WNK1 de distintas especies.
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Dado que la cinasa L-WNK1 es sustrato del complejo KLHL3-CUL3 través de la interaccion
del dominio acidico y los dominos Kelch, y que la enfermedad PHAII produce un aumento en
la actividad del NCC, se probd el efecto del complejo KLHL3-CUL3 sobre la actividad del
NCC en presencia y ausencia de la L-WNK1-A11. Al coinyectar KLHL3-CUL3 con el NCC no
se observa una diferencia en la captacion de sodio por el NCC. Sin embargo, la coexpresion
de KLHL3-CUL3 disminuye el aumento en la actividad del cotransportador como conse-
cuencia de la presencia de la L-WNK1-A11 (figura 43). La sobreexpresion de la mutante
PHAII L-WNK1-A11 (D635E) aumenta la actividad del cotransportador de la misma manera
que lo hace la L-WNK1-A11 silvestre pero la presencia de KLHL3-CUL3 ya no previene esta

activacion como si ocurre con la forma silvestre.
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Figura 43. Las mutaciones PHAIl en WNK1 impiden su degradacion. La activacion del
NCC por la L-WNK1 se previene por el complejo KLHL3-CUL3. Esta inhibicion se anula
si se inyecta la isoforma PHAII de L-WNK1 (D635E) o la de KLHL (R528H).

Para corroborar el efecto especifico del complejo KLHL3-CUL3 sobre la L-WNK1 se coex-

presé la mutante KLHL3-R528H, identificada en pacientes con PHAII (Boyden et al., 2012;
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Louis-Dit-Picard et al., 2012). Esta mutacion cae en uno de los dominios kelch en KLHL3 y
se ha propuesto que previene el reconocimiento y la interaccion del complejo con su sustra-
to, en este caso la L-WNK1 (Ohta et al., 2013). En la figura 43 se observa que la coexpresion
de esta mutante con el NCC no produce ninguna diferencia sobre la actividad del cotrans-
portador. Sin embargo, se previene la inhibicion del complejo KLHL3-CUL3 sobre el efecto
de la L-WNK1 en la actividad del NCC. La actividad funcional observada en la figura 43 se
correlaciona con los datos bioquimicos mostrados en la figura 44 en donde la cantidad de L-
WNK1-A11 disminuye con la presencia de KLHL3 o KLHL3 mas CUL-3, no asi cuando sélo se
expresa CUL3. Esto sugiere que la L-WNK1 es regulada negativamente por el complejo
KLHL3 y CUL3; el hecho de que la KLHL3 pueda inhibir el efecto y la abundancia de la L-
WNK1-A11 sugiere que en los ovocitos KLHL3 interactda con alguna forma de CUL. Ade-
mas, a disminucion en la abundancia de la proteina L-WNK1-A11 se previene cuando se so-
breexpresa la KLHL3-R528H, previamente identificada como la causante de PHAII (figura

44). En este mismo experimento se observa que la proteina L-WNK1A11-D635E no se

rNCC

L-WNK1 A1l L-WNK1 A11 D635E

H,0

+ - - + +  Kihi3
- +__Cul

L-WNK1 “ - .+ ;“‘ ‘
o BN RS -

inhibe por KLHL3 como ocurre con la version silvestre de la cinasa.

Figura 44. Las mutaciones en el dominio acidico de la L-WNK1 pre-
vienen su degradacion por KLHL3. Inmunoblot de ovocoitos inyecta-
dos con cRNA de la L-WNK1 silvestre o mutada (D635E) coexpresada
con KLHL3 o CUL3.
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Las mutaciones en el dominio acidico de L-WNK1 pueden ser causantes de la enfermedad
PHAII al activar al NCC por dos mecanismos diferentes. El primero se basa en los datos ob-
servados por Wilson y colaboradores en los que se sugiere que la pérdida de la funcion inhi-
bitoria de la WNK4-PHAII sobre el NCC es la causa del desarrollo de la enfermedad (Wilson
et al., 2003). Sin embargo, los ensayos de actividad funcional en los ovocitos muestran que
la L-WNK1-A11-D635 activa al NCC de manera muy similar a su version silvestre, por lo que
esta hipotesis parece poco viable. El segundo mecanismo posible y en concordancia con los
resultados obtenidos por el grupo de Ohta (Ohta et al., 2013), puede ser que la mutante L-
WNK1-A11-D635E produce la enfermedad al no poder ser inhibida por el complejo KLHL3-
CUL3 al estar interrumpida la interaccion con KLHL3. Nuestros resultados sugieren que la
mutacion en el dominio acidico de la L-WNK1-A11 produce la enfermedad en estos pacien-
tes al prevenir la inhibicion por el complejo KLHL3-CUL3 (figura 45), esto conlleva a una

sobre-expresion de la L-WNK1.

Llama la atencion que si estos pacientes tienen un incremento en la cantidad de la proteina
L-WNK1 no recapitulen todas las manifestaciones clinicas de los pacientes PHAIl y so6lo
desarrollen hiperkalemia. Recordemos, que las mutaciones intrénicas en wnkl aumentan la
cantidad de la L-WNK1 y si producen PHAII La respuesta a esta discrepancia en el fenotipo
quizas esté en el sitio de regulacion de la L-WNK1 por el complejo KLHL3-CUL3. Si la inter-
accion entre la L-WNK1 y KLHL3-CUL3 se da s6lo en DCT2, la sobreexpresion de la proteina
s6lo ocurrira en esta region y los principales efectos se veran en la secrecion de potasio y no
en la hipertension arterial. Una hipotesis es que la interaccion entre la L-WNK1 y el complejo
de ubiquitinacion esté mediada por modificaciones postraduccionales en L-WNK-1. Un tipo
de modificacion postraduccional posible puede ser la fosforilacion en sitios blanco de la via
de la aldosterona y SGK, que de hecho ocurrira en DCT2. Se requiere mucha mas investiga-
cion al respecto para discernir en estos efectos. Por ejemplo, resulta interesante saber si en
los pacientes con estas mutaciones esta sobreexpresada la L-WNK1, como ocurre con los
pacientes que presentan la delecion intronica. Técnicas desarrolladas recientemente han
permitido el analisis de proteinas urinarias en exosomas (Gonzales et al., 2009; Hoorn et al.,

2005; Pisitkun et al., 2004; van der Lubbe et al., 2012a; Zhou et al., 2006) y se puede utilizar
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esta técnica para analizar los exosomas de pacientes con la mutaciéon L-WNK1- D635E y
determinar si existe este aumento previsto. Por otro lado, asi como se exploro el efecto del
complejo KLHL3-Cul-3 sobre la accion de la L-WNK1, también deben explorarse sus efectos
sobre la KS-WNK1, debido a la gran abundancia de la KS-WNK1 en DCT a su respuesta ante
el potasio y a sus efectos positivos sobre la actividad del NCC reportados en este trabajo.
Todo esto ubica a la KS-WNK como un blanco potencial del complejo KLHL3-CUL3.

A B

Espacio Luminal Espacio Luminal

Céluls de
tubulo

contorneado
distal PHAN

i — l wr.'e.l * .sm l
S |
©0
k %31“ » k §[4 ,J

Espacio Basolateral Espacio Basolateral

Céluls de
tubulo
contorneado
distal

Condiciones basales Mutaciones en PHAII
en Klhi3 o WNK1

Figura 45. Modelo de regulacion de las WNK por el complejo de ubiquiti-
nacion Klhlh3/CUL3 en condiciones basales o cuando ocurren mutaciones
PHAIl en la L-WNK1 o en el complejo KLHL3-CUL3.
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La insulina activa al NCC de manera dependiente de WNK3

En este capitulo se abordaran los efectos de la insulina sobre la actividad del cotransporta-
dor NCC y los mecanismos que subyacen a esta regulacion. Los resultados de este apartado

estan publicados en la revista Journal of Hypertension.

Como se menciond en la seccion de Introduccion, distintas evidencias asocian a la insulina
con la hipertension y el NCC, pero no se han identificado efectos directos de la insulina so-
bre la actividad del cotransportador. Para revisar el efecto que pueda tener la insulina sobre
la actividad del NCC, se utiliz6 el sistema de expresion funcional en ovocitos de X. laevis que
ha sido utilizado ampliamente en este trabajo y gracas a a presencia endégena del receptor

de insulina (Scavo et al., 1991), por lo que este modelo permite medir el efecto de la insulina

sobre el NCC.
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Figura 46. La insulina aumenta la actividad del NCC. Se midi6 la captacién de *’Na* en
ovocitos de Xenopus laevis inyectados con agua o con cRNA de NCC. A) La insulina sélo
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Figura 47. La insulina aumenta la actividad del NCC humano y del de rata. Capta-
cion de sodio de ovocitos inyectado con el NCC de rata (rNCC) y de humano
(hNCC) en ausencia o presencia de la insulina.

En la Figura 46A se observa que los ovocitos inyectados con agua no tienen captacion de
sodio sensible a tiazida al utilizar metolazona, la cual solo se observa en los grupos inyecta-
dos con cRNA de NCC. De igual forma, se observa que la insulina no tiene ningln efecto en
la captacion de *’Na” en los ovocitos inyectados con agua. En cambio, la actividad del NCC
en presencia de la insulina aument6 260% mas que en la ausencia de esta hormona, como se
ve en la figura 46B. Los datos previos se corroboraron en ovocitos inyectados con el cRNA
del NCC humano y del de la rata (figura 47) y al utilizar insulina bovina o humana (datos no

mostrados).

111



2500

2000 -

Actividad del NCC
(nmol/mg/20 min)
2 @

(=] o
o (=}

1 1

500

0
Bl Insulina

Figura 48. La insulina aumenta la actividad del NCC en células de
tubulo controneado distal mDCT15.

Este efecto positivo de la insulina sobre la actividad del cotransportador también se observo
en células de tubo contorneado distal en las que se ha reportado captacion de sodio sensible
a tiazida (Ko et al., 2012). En estas células, la actividad del cotransportador aumenté de
1556 + 68 nmol/mg/20 min a 2037 + 68 mmol/mg/20min en presencia de la insulina
(p<0.05) (figura 48).

La activacion del NCC estd asociada con la fosforilacion de distintos sitios de treonina o de
serinas (Pacheco-Alvarez et al., 2006; Richardson et al., 2008), por lo que resulta probable
que el efecto de la insulina vaya a través de la fosforilacion del NCC por una cinasa de resi-
duos serina/treonina en la via rio abajo de la activacion del receptor de la insulina, y no por
la fosforilacion dada por proteinas cinasas de tirosinas. Si este es el caso, la activacion por la
insulina puede ocurrir a través de la via de PI3K o por la via de las MAP cinasas (MAPK). De
acuerdo con nuestros resultados, la activacion del NCC por la insulina ocurre por la via de las
serina/threonina cinasa PI3K ya que dicha activacion fue sensible a la wortmannina, un inhi-
bidor especifico de la PI3K (figura 49A) y no asi a bloqueadores de las MAP cinasas como el
UO0126 (el inhibidor de MEK1 y de MEK2) el SB203580 (el inhibidor de p38) (figura 49B).

Una vez que la PI3K se activa, puede activar a la cinasa Akt (también llamada PKB) o a la
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cinasa blanco de la rapamicina, mTOR. Para elucidar la via de transduccion de senales de la
insulina, se prob¢ el inhibidor IV de AKT, y el inhibidor de mTOR, la rapamicina (figura 49
paneles C y D). Nuestros resultados muestran que la activacion del NCC en respuesta a la
insulina es inhibida por el inhibidor IV de AKT (Figura 49C) y no por la rapamicina (figura
49D), lo que sugiere que en efecto se lleva a cabo a través de la AKT. Esta via de transduc-
cion activada por la insulina se recapituld en las células mDCT15, ya que la activacion del
cotransportador por la insulina se previno al inhibir a PI3K y a AKT con sus respectivos inhi-
bidores (figura 50). Estos resultados muestran que el efecto de la insulina sobre el transpor-

tador depende de la via de PI3K-AKT.
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Figura 49. La insulina activa al NCC por la via de PI3K-AKT. La inhibicion farmacologica en
ovocitos de X. laevis de (A) la via de PI3K con su inhibidor especifico, la wortmanina o (B)
con inhibidores expecificos de la via de las MAPK. C) Inhibicién farmacoldgica de la via de
AKT con el inhibidor IV de AKT o D) de mTORC1 con la rapamicina en ovocitos de X.laevis.
p<0.01 vs su propio control sin insulina.
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Figura 50. La insulina activa al NCC en las células mDCT15 por la via de PI3K y AKT.
Inhibicion farmacologica de la via de PI3K con wortmanina y de AKT con el inhibidor
IV de AKT en células de mDCT15.

En un trabajo reportado por Cheng y colaboradores en el 2011 (Cheng y Huang, 2011a), se
observo que la insulina inhibe al canal renal de potasio ROMK a través de la via de PI3K-
mTORC2-AKT-SGK-WNK1 (figura 51). Dado que nuestros resultados sugieren que la insuli-
na activa al NCC por la via de PI3K-AKT, decidimos probar al inhibidor especifico de
mTORC2, el AZD8055. La adicion de este compuesto previno el efecto positivo de la insuli-
na sobre la actividad del NCC por la insulina (figura 52). Estos datos son similiras a la regula-

cion de ROMK por la insulina (Cheng y Huang, 2011a).
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Simultaneamente, otros laboratorios también estudiaron el efecto de la insulina sobre el
NCC y exploraron diversas vias de regulacion, en particular la SGK y la WNK4 (Komers et al.,
2012; Sohara et al., 2011). Para revisar el papel de estas cinasas en la via de activacion del
NCC, se prob¢ el efecto de la WNK4 y SGK en la activacion del cotransportador. Estudios
previos muestran que la inyeccion de ovocitos X. laevis con cRNA de WNK4 disminuye la
actividad del cotransportador (San Cristobal et al., 2008b; Yang et al., 2003). Nuestros re-
sultados muestran que la coexpresion de la WNK4 no modifica la respuesta del NCC a la in-

sulina (figura 53) y que la inyeccion de las versiones dominantes negativas, tanto de la
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Figura 52. La proteina mTORC2 se requiere para activar al NCC con la insulina.
Inhibicion de mTORC2 con su inhibidor especifico, el compuesto AZD8055 por la
insulina en ovocitos de X. laevis.

WNK4 (WNK4-D318A) como de la SGK (SGK K104M), tampoco afectan la activacion del
NCC por la insulina. Esta observacion fue corroborada en las células mDCT15, ya que al dis-
minuir la cantidad de WNK4 endbgena mediante la expresion de un siRNA especifico de

WNK4, la actividad del cotransportador disminuye (Ko et al., 2012), y la insulina tiene efec-
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tos positivos sobre el cotransportador (figura 54). Asi, el efecto positivo de la insulina sobre

la actividad del NCC tanto en células como en ovocitos, no requiere la presencia de WNK4.
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Figura 53. La insulina activa al NCC de manera independiente de la WNK4.
Efecto de la via de WNK4 y SGK sobre la activacién del NCC por la insulina en
ovocitos de X. laevis. Se coexpresaron las versiones dominantes negativas de la
WNK4 y de la SGK
Contrario a estos resultados, Sohara y colaboradores sugieren que la insulina aumenta la
fosforilacion del NCC de manera dependiente de la cinasa WNK4 tanto en células mpkDCT
como en ratones (Sohara et al., 2011). No obstante, la metodologia utilizada por los autores
presenta ciertos inconvenientes. En dicho trabajo, ratones silvestres y ratones transgénicos
que expresan una WNK4 truncada son tratados con una dosis Unica intraperitoneal de insu-
lina y se evalla la fosforilacion del NCC. Sus resultados muestran que la fosforilacion media-
da por la insulina en los ratones silvestres se previene en los ratones transgénicos (Sohara et
al., 2011). Esta inyeccion de insulina tiene efectos hipoglicemiantes que activan al sistema
adrenérgico, y con esto se activa el sistema renina-angiotensia-aldosterona. Como lo hemos
comentado, la angiotensina Il es un activador del NCC a través de la WNK4, y si la insulina
induce la sintesis de angiotensina Il, por lo que esta metodologia no es capaz de diferencia
las acciones directas de la insulina sobre el NCC de los efectos sistémicos que produce la
insulina (Castaneda-Bueno et al., 2012b; San Cristobal et al., 2009). Por esta razén, los re-

sultados del grupo de Sohara deben ser reconsiderados.
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Figura 54. La insulina activa al NCC de manera independiente de la WNK4
en células mDCT15. Efecto de la insulina en células mDCT15 transfectadas
con un siRNA que disminuye la abundancia de WNK4

Las cinasas WNK3 y SPAK son cinasas que activan al NCC en condiciones de disminucion de
volumen o de deplecion de cloro intracelular tanto en ovocitos de X. laevis como en células
de mamifero (Pacheco-Alvarez et al., 2012; Rinehart et al., 2005). Dado que la insulina au-
menta la actividad de NCC de manera similar a la WNK3, la activacion del NCC por la insulina
puede ocurrir a través de la via de WNK3. Para probar esta hipotesis, se coinyectaron a los
ovocitos con la cinasa WNK3 silvestre o cataliticamente inactiva, al anularse su actividad
cinasa por la mutacion D294A. En la figura 55A se ajusté al 100% la captacion de sodio sen-
sible a tiazida observada en los ovocitos inyectados con NCC y las demas condiciones se
ajustaron de acuerdo este grupo. En esta figura se observa el incremento esperado en la ac-
tividad del NCC por la WNK3 (Pacheco-Alvarez et al., 2012) y que la exposicion a la insulina
ya no tiene efecto positivo adicional (figura 55B). Por otro lado, como fue descrito previa-
mente en el laboratorio, (Rinehart et al., 2005), la coexpresion de la cinasa cataliticamente
inactiva, WNK3-D294A, tiene un efecto dominante negativo sobre la actividad del cotrans-
portador, por lo que en presencia de esta cinasa disminuye la actividad del cotransportador
a 64% + 6% con respecto a la WNK3 silvestre (Figura 55A). Nuestro razonamiento fue que
si la insulina requiere de la cinasa WNK3 para lograr la activacion del NCC, la coexpresion de

esta mutante prevendria el efecto positivo de la insulina. Como muestran las figura 55 Ay B
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la sobreexpresion de la WNK3-D294A previene la activacion por la insulina. En la figura 55B,
la captacion de sodio de cada grupo control en ausencia de la insulina es tomado como el
100% y se compara la captacion en presencia de la insulina de acuerdo a su propio grupo.
Este analisis muestra que la insulina ya no aumenta la actividad del cotransportador en pre-
sencia de la cinasa WNK3 silvestre o cataliticamente inactiva. Estos resultados sugieren que
se requiere la cinasa WNK3 para lograr la activacion del NCC por la insulina. En apoyo a estas
observaciones, un estudio reciente realizado en células de glioblastoma demostré que el
cotransportador NKCC1 aumenta su actividad ante el factor de crecimiento epidermal por

un mecanismo dependiente de PI3K y WNK3 (Garzon-Muvdi et al., 2012).
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Figura 55. La insulina activa al NCC a través de la via de WNK3. Efecto de la in-
sulina en presencia de la cinasa WNK3 silvestre (WT) o la version cataliticamente
inactiva (D294) en ovocitos de X. laevis. A) El grupo del NCC esta tomado como
uno y los demas grupos se ajustan respecto a este. B) Cada grupo control se toma
como uno y se compara el grupo expuesto a la insulina. *p<0.01 vs el grupo con-
trol en ausencia de la insulina. # no significatvo.

Se ha visto que el sitio mas importante para la fosforilacion del NCC es la Treonina 60 y esto
conlleva a su activacion (Pacheco-Alvarez et al., 2006; Richardson et al., 2008). Evidencias
experimentales muestran que la actividad del NCC depende de la integridad de este sitio ya

que no soélo es completamente abatida por la mutacion T60A; sino que tampoco es posible
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activar al cotransportador con las cinasas WNK3 y SPAK (Pacheco-Alvarez et al., 2012;
Richardson et al., 2008). Dado que el efecto positivo, ya conocido de WNK3 sobre el NCC y
el de la insulina fueron similares en magnitud y no sinérgicos, decidimos probar si la activa-
cion de la insulina se debe a la fosforilacion de la treonina 60. Como se muestra en la figura
56A, la fosforilacion de dicha treonina aumenta con el tiempo de exposicion a la insulina ya
que mientras mayor es el tiempo de exposicion, mayor es la fosforilacion en este sitio. Dicha
fosforilacion disminuye con la presencia de wortmanina cuando se incuban los ovocitos en
presencia de insulina y del inhibidor (Figura 56). Estos resultados comprueban que la activa-
cion del NCC por la insulina esta asociada con su fosforilacion y que depende de la via de

PI3K-AKT, como mostraron los resultados en la actividad.
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Figura 56. La insulina induce la fosforilacion del NCC en los ovocitos de X. laevis.
A) Western Blot en el que se observa el aumento en la fosforilacion del NCC de
acuerdo con el tiempo de exposicion a la insulina. B) La wortmanina previene la
fosforilacion del NCC inducida por la insulina

H20 NCC cRNA

Para observar el papel de la insulina in vivo, se utilizaron rifiones perfundidos ex vivo
(Bautista et al., 2001; Sanchez-Mendoza et al., 1998) con insulina en un sistema de perfu-
sion Langerdorf (figura 57) y se determiné la abundancia el NCC fosforilado en la T60. Este
sistema de perfusion permite analizar el efecto de la insulina sin que se afecten vias no rena-
les que puedan modularse por los efectos propios de la insulina, como puede ser la hipogli-

cemia que activa al sistema nervioso simpatico y éste regula la fosforilacion del NCC. En este
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sistema de perfusion, los rinones de ratas macho adultas se perfundieron con insulina a dis-
tintas concentraciones y se observo un aumento en la fosforilacion de la T60 (figura 57). Es
importante mencionar que la perfusion de la insulina a estas concentraciones no tuvo un
efecto sobre la presion de la arteria renal, ya que cambios en la presion de perfusion renal
pueden alterar el estado de fosforilacion de NCC por otros mecanismos que nada tienen que

ver con la insulina.
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Figura 57. La insulina aumenta la fosforilacion del NCC en rifiones perfundidos ex
vivo con la insulina. A. Ensayo de tipo Western Blot para detectar el NCC total y el
fosforilado en cortezas de rifiones. Cada carril representa a un individuo. B) Cuan-
tificacion densitométrica de las bandas del blot del panel A C) La presion del rifidn
no cambia durante perfusion de la insulina.

Dadas estas observaciones, podemos concluir que la insulina es un activador importante de
la actividad del NCC que se asocia con un incremento en la fosforilacion de la T60 del NCC.
Esto se corroboro al utilizar distintos modelos experimentales que van desde la expresion en
un sistema heterologo, el uso de células del DCT con actividad endégena del cotransporta-

dor y en rifilones de rata perfundidos ex-vivo. Esta activacion del NCC por la insulina ocurre
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de una manera dependiente de PI3K- mTORC2-AKT (figura 58) y no a través de la via de las
cinasa MAP o de mTORCI1.

Distintas evidencias muestran que la regulacion de otros cotransportadores por la insulina es
dependiente de SGK. Por ejemplo, la activacion de ENaC por la insulina requiere a SGK, ya
que la coexpresion de versiones dominantes negativas de SGK previenen la estimulacion del
canal por dicha hormona (Wang et al., 2001). Otro ejemplo, es ROMK que requiere a SGK
para su endocitosis y asi se regula negativamente (Cheng y Huang, 2011a). Los resultados
aqui presentados muestran que NCC no requiere de la SGK para ser activado por la insulina.
A diferencia deENaC y ROMK, que se expresan a lo largo de la nefrona distal, la mayor abun-
dancia del NCC se encuentra en DCT1, lugar que no es sensible a la aldosterona por la falta
de la deshidrogenada 11-R hidroxiesteroide. Esto puede ser una razoén plausible de la inde-
pendencia de SGK en la regulacion del NCC, a diferencia de otros tipos de regulacion del
NCC que si requieren a SGK, como la via aldosterona-SGK-Nedd4-2 (Arroyo et al., 2011a)
Esto sugiere que a pesar de las convergencias en las vias de activacion entre NCC, ENaC y

ROMK, existe una regulacion diferencial y Unica en cada uno de los transportadores.

La cinasa WNK3, que se expresa a lo largo del rindn (Holden et al., 2004), regula de manera
positiva a NCC al modular su fosforilacion y su trafico a la membrana (Pacheco-Alvarez et
al., 2012; Rinehart et al., 2005). Nuestros resultados muestran que la WNK3 ademas se re-
quiere para activar al NCC por la insulina, siendo un mecanismo que promueve la reabsor-
cion de sal en condiciones de hiperinsulinismo y que produce hipertension arterial (Chavez-
Canales et al., 2013). A pesar de las asociaciones directas de la WNK3 sobre la regulacion del
NCC, la ausencia de esta cinasa en el modelo murino WNK3”" sugiere que su actividad no es
fundamental como lo pueden ser otros reguladores del NCC, como la L-WNK1 y WNK4. En
condiciones basales, la ausencia de la WNK3 en el raton WNK37"se compensa por la sobre-
expresion de otros reguladores positivos como la L-WNK1 (Mederle et al., 2013; Oi et al.,
2012), quizas por ser de mucho menor abundancia en el DCT y porque, como se comprobd
en este trabajo, la via de activacion de la L-WNK1 y la WNK3 convergen en SPAK. Esto pue-

de explicar nuestras observaciones respecto a la activacion del NCC por la insulina y los da-
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tos observados en los pacientes con hiperinsulinemia cronica que desarrollan hipertension
arterial. Si la cinasa WNK3 es de mucho menor expresion que otros activadores del NCC y la
activacion de la insulina ocurre por la WNK3, la reabsorcion de sodio ocurriria poco a poco y
s6lo a largo plazo se modificaria la curva de natriuresis de presion. Por esta razén, con los
cambios en la presion arterial no se veria sibitamente, sino paulatinamente como, de hecho
ocurre en la hipertension arterial asociada a la hiperinsulinemia crénica presente en la diabe-

tes, la obesidad y el sindrome metabdlico.
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Figura 58. La insulina activa al NCC por la via de PI3K-mTORC2-AKT-SGK

En resumen, la activacion del NCC por la insulina ocurre a través de la via PI3K-mTORC2-
AKT-WNK3, y esto se refleja en un aumento en la reabsorcion de sal en la nefrona distal.
Como previamente se menciono, la insulina activa distintos mecanismos para regular el ba-
lance de sal y de potasio en el cuerpo (DeFronzo, 1981), y esto lo hace a través de aumentar

la reabsorcion de sal en la nefrona distal (DeFronzo, 1981; DeFronzo et al., 1976). Existen al
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menos tres hipotesis que pueden explicar los impactos fisiologicos de este efecto de la insu-
lina sobre el NCC, y que ademas estas hipotesis no son excluyentes entre si ya que todas
tienen en comun el mantenimiento de la homeostasis en los fluidos corporales. La primera
llama a las necesidades de liquido y electrolitos generadas por los efectos de la insulina sobre
el crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular. La segunda hipoétesis es que la insulina,
al ser secretada después de la ingesta, puede regular el incremento en la reabsorcion de so-
dio cuando los rifiones perciben un aumento en la carga del filtrado de sodio por el bolo de la
dieta, y asi la estimulacion de la actividad del NCC puede ayudar a modular la excrecion de
sal durante y después del consumo de los alimentos. El aumento tanto en NCC como en
ENaC promueve este efecto. La segunda explicacion plausible se refiere a la reduccion en la
excrecion del potasio al inducirse la inhibicion de ROMK por la insulina. Se sabe que la insuli-
na induce hipokalemia al promover la captura celular del potasio sérico acompafado de la
captura de la glucosa. Para prevenir la hipokalemia generada por la secrecion postprandial
de la insulina se requiere aumentar la actividad del NCC y de ENaC y al mismo tiempo se re-
quiere la inhibicion de ROMK. De hecho, existe evidencia que muestra que la insulina previe-
ne la pérdida de potasio al inhibir a ROMK (Cheng y Huang, 2011b) y existe distinta eviden-

cia que muestra que la dieta baja en potasio incrementa la fosforilacion de NCC y ENaC.
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Discusion general
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Existen evidencias clinicas, experimentales y genéticas que revelan la importancia de la re-
gulacion del cotransportador renal de sal sensible a tiazidas, NCC, sobre el mantenimiento
del balance de los electrolitos y de la presion arterial; y por ende en la homeostasis. El papel
fundamental de las cinasas WNK en la regulacion del NCC ha quedado claro desde su identi-
ficacion como causantes del sindrome de Gordon o PHAIl (Wilson et al., 2001), mientras
que la reduccion de la actividad del cotransportador produce la enfermedad de Gitelman, en
la que se presentan justo las manifestaciones clinicas contrarias a las del PHAII (Berkman et

al., 1999; Gitelman et al., 1966; Kunchaparty et al., 1999b; Melander et al., 2000).

En el modelo que nosotros proponemos se reconoce a la cinasa L-WNK1 como un potente
activador del NCC, como previamente se habia reportado para WNK3 (Pacheco-Alvarez et
al., 2012; Rinehart et al., 2005). Proponemos que la L-WNK1 y la WNK3 activan al NCC por
la misma via y que esta via es dependiente de la cinasa SPAK (figura 58). Estudios previos
(Yang et al., 2003) no habian podido demostrar esto debido el uso de una clona de L-WNK1
en la que encontramos que presenta una mutacién no deseada la cual impide su correcto
funcionamiento. Ademas, este modelo ubica a la cinasa WNK4 como el regulador de las ci-
nasas L-WNK1 y WNK3, al ser un intermediario esencial en la modulacion de la actividad del
NCC frente a los efectos que la dieta o los cambios en el volumen celular puedan tener. Pro-
ponemos que en ausencia de la angiotensina Il, WNK4 interactia con WNK1 y WNK3, gra-
cias a los motivos HQ ubicados en su extremo carboxilo terminal, y asi se impide la activa-
cion del NCC (figura 58). De manera contraria, la angiotensina Il induce un cambio en la
forma de accion de la WNK4 que libera a la L-WNK1 y a la WNK3 para activar a SPAK y por
consiguiente al NCC. El mecanismo molecular por el cual la angiotensina Il produce este

cambio no esta definido alin y se requiere mayor investigacion al respecto.

Ademas, nuestros resultados muestran que la isoforma de WNK1 especifica de rinén, la KS-
WNK1 es un poderoso activador del NCC que induce su fosforilacion y abundancia en la
membrana y que quizas tiene funciones en la preservacion del potasio (figura 58). Esto

tampoco habia sido posible demostrar debido a la mutacion S2120 en esta variante. No obs-
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tante, se requiere mayor investigacion al respecto para determinar la importancia y los me-

canismos que subyacen a estas observaciones

Nuestro modelo (figura 58) resuelve varias observaciones hasta ahora confusas. Primero,
ubica a la L-WNK1 como un importante activador del NCC y propone un mecanismo fisiopa-
tologico de la enfermedad PHAII dada por las mutaciones que aumentan su expresion; ya
sea por las intronicas o por las que ocurren en su dominio acidico que impiden la interaccion
con el complejo de ubiquitinacion KLH3-CUL3 y por consiguiente su regulacion negativa.
Segundo, integra las observaciones bioquimicas previas en las que se observa que la L-
WNK1 es un activador de SPAK mucho mas potente que la WNK4 y que esto conlleva a la
activacion del NCC. Tercero, este modelo ofrece una respuesta al por qué si la WNK3 es un
poderoso activador del NCC en experimentos in vitro, el raton deficiente de este gen pre-
senta un fenotipo discreto; ya que el incremento de la L-WNK1 en este ratén compensa la
pérdida de la WNK3 debido a que estan en la misma via de activacion del cotransportador.
Cuarto, propone un mecanismo potencial de regulacion en el que la WNK4 puede transitar
entre ser un inhibidor de la actividad del NCC, dadas las interacciones fisicas con la L-WNK1
y la WNK3 por los dominios HQ o ser un activador en presencia de la angiotensina Il al pre-

venir la inhibicion de estas cinasas y asi, activar al cotransportador.

También proponemos un mecanismo de regulacion de la cinasa L-WNK1 por el complejo de
ubiquitinacién KLHL3-CUL3 (figura 58), previamente identificado como participe de la re-
gulacion del NCC y determinante en el desarrollo de PHAII (Boyden et al., 2012; Louis-Dit-
Picard et al., 2012; Ohta et al., 2013).

Adicionalmente, nuestro modelo ubica a la insulina como una hormona importante en la
regulacion del NCC que incrementa su actividad, fosforilacion y abundancia en la membrana
y propone un mecanismo molecular que subyace a dicha requlacion (figura 58). Estos expe-
rimentos se demostraron en ovocitos de X. laevis, en células de tubulo contorneado distal y
en rifiones perfundidos ex vivo con la insulina. Se encontré que la cinasa WNK3 es un impor-

tante regulador de los efectos de la insulina y que depende de la via PI3K-mTORC2-AKT

127



(figura 58). Nuestros resultados sugieren un mecanismo que puede explicar el desarrollo de

la hipertension arterial asociada a condiciones de hiperinsulinismo.
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Figura 58. Modelo de regulacion del NCC. La insulina y la angiotensina son las se-
nales hormonales que activan al cotransportador y modulan su actividad.
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Conclusiones

129



La cinasa WNK1, particularmente la isoforma renal L-WNK1-A11, es un regulador
positivo del NCC que aumenta la actividad del cotransportador asociada con un in-

cremento en la fosforilacion y la abundancia en la membrana del NCC.

La cinasa WNK4 actla como un inhibidor del NCC al modular el efecto WNK3 y

WNK4 debido a la interaccion entre ellas por los sitios HQ.

La angiotensina Il regula la actividad del NCC al prevenir el efecto de la WNK4 sobre

la via de WNK1/WNK3 y SPAK.

La isoforma KS-WNK1 aumenta la actividad, fosforilacion y cantidad en la membrana

del NCC y no es regulada por la cinasa WNK4.

La insulina aumenta la actividad del NCC al incrementar su fosforilacion por la via que

depende de PI3K-mTORC2-AKT y a la cinasa WNK3.
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Insulin increases the functional activity of the renal

NaCl cotransporter
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Objectives: Insulin is recognized to increase renal salt
reabsorption in the distal nephron and hyperinsulinemic
states have been shown to be associated with increased
expression of the renal NaCl cotransporter (NCC).
However, the effect of insulin on NCC functional activity
has not been reported.

Methods: Using a heterologous expression system of
Xenopus laevis oocytes, a mouse distal convoluted cell
line, mDCT15 cells, endogenously expressing NCC, and
an ex-vivo kidney perfusion technique, we assessed the
effect of insulin on the activity and phosphorylation of
NCC. The signaling pathway involved was analyzed.

Results: In Xenopus oocytes insulin increases the activity
of NCC together with its phosphorylation at threonine
residue 58. Activation of NCC by insulin was also observed
in mDCT15 cells. Additionally, insulin increased the NCC
phosphorylation in kidney under the ex-vivo perfusion
technique. In oocytes and mDCT15 cells, insulin effect on
NCC was prevented with inhibitors of phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K), mTORC2, and AKT1 kinases, but not by
inhibitors of MAP or mTORC1 kinases, suggesting that
PI3K-mTORC2-AKT1 is the intracellular pathway required.
Additionally, activation of NCC by insulin was not affected
by wild-type or mutant versions of with no lysine kinase 1,
with no lysine kinase 4, or serum glucocorticoid kinase 1,
but it was no longer observed in the presence of wild-type
or the dominant negative, catalytically inactive with no
lysine kinase 3, implicating this kinase in the process.

Conclusion: Insulin induces activation and phosphorylation
of NCC. This effect could play an important role in arterial
hypertension associated with hyperinsulinemic states,

such as obesity, metabolic syndrome, or type 2 diabetes
mellitus.

Keywords: distal convoluted tubule, hypertension, obesity,
salt transport, thiazide, with no lysine kinase 3

Abbreviations: DCT, distal convoluted tubule; ENaC,
epithelial Na+ channel; MAPK, mitogen-activated protein
kinase; mTOR, mammalian target of rapamycin; NCC,
Na*Cl~ cotransporter; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase;
ROMK, renal outer medulla potassium channel; SGKT,
serum glucocorticoid kinase 1; WNK1, with no lysine
kinase 1; WNK3, with no lysine kinase 3; WNK4, with

no lysine kinase 4

Journal of Hypertension

INTRODUCTION

etabolic syndrome, obesity, and type 2 diabetes
l \ / I mellitus are associated with arterial hypertension.
The higher the BMI, the greater the hypertension
prevalence, and several lines of evidence strongly suggest
that obesity plays a causative role in hypertension and that
connection could be explained, at least in part, by hyper-
insulinemia [1-3]. Insulin resistance in the classical target
organs for this hormone (liver, muscle, and adipose tissue)
leads to increase circulating levels of insulin, which would
then have amplified effects on other tissues, with the kidney
being particularly sensitive, as it is by far the most perfused
organ of the body.

Insulin is known to promote salt reabsorption in the
kidney [3], particularly via its actions in the distal nephron
[3-5]. Insulin receptors are expressed all along the nephron
[3]. In obese Zucker rats or db/db mice, the increased
salt reabsorption is associated with overexpression at
the mRNA or protein levels of distal nephron NaCl
transport proteins, such as the renal specific bumetanide-
sensitive Na™:K*:2Cl~ cotransporter, NKCC2, the thiazide-
sensitive Na*:Cl™ cotransporter, NCC [6-8], the a-subunit
of the Nat:K™-ATPase, and the B-subunit of the amiloride-
sensitive epithelial sodium channel (ENaC) [9]. In addition,
insulin increases the activity of ENaC by a phosphatidyl
inositol kinase 3 (PI3K)-serum glucocorticoid kinase 1
(SGK1) dependent mechanism [10].

The NCC plays a key role in the regulation of arterial
blood pressure. On the one hand, inactivating mutations
of NCC lead to Gitelman’s disease, which features arterial
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hypotension and hypokalemia [11]. Moreover, in the
Framingham study, patients with a missense mutation
in one allele of NCC, which decreased its activity [12],
were protected against the development of hypertension
[13]. On the contrary, mutations in the with-no-lysine
kinases 1 (WNK1) and with no lysine kinases 4
(WNK4), respectively, cause pseudohypoaldosteronism
type II (PHAID in which arterial hypertension seems
to be due to the disturbance of the physiological WNK-
mediated regulation of NCC, thus increasing the co-
transporter activity and arterial blood pressure. Addition-
ally, inhibition of NCC by thiazide-type diuretics has
been a cornerstone in the treatment of hypertension over
the last 50 years [14].

Increasing the activity of NCC could be one of
the mechanisms through which hyperinsulinism leads
to arterial hypertension. This assumption is supported by
the observation that hyperinsulinism is associated with
increased expression of NCC [9]; chronic insulin infusion
to normal rats increased the natriuretic response to hydro-
chlorothiazide, a specific inhibitor of NCC [8]; and that
rosiglitazone (antidiabetic drug) administration to obese
Zucker rats reduces insulin blood levels and the sensibility
to thiazides [6]. However, it is not known from these
models if in addition to the expression, insulin up-regulates
the functional activity of NCC. In the present study,
we thus analyzed the effect of insulin on NCC activity
and phosphorylation.

METHODS

Clones and antibodies

The previously characterized clones and antibodies
used were: rat Flag-NCC (tfNCC) [15], human c-Myc-tagged
WNK3 [16], mutant c-Myc-tagged WNK3-D294A [17],
mouse wild-type hemagglutinin (HA)-tagged WNK4
and mutant HA-tagged WNK4-D318A [18], wild-type
SGK1 and mutant SGK1-K104M [19]. Monoclonal anti-
Flag antibody and polyclonal antiactin (Sigma). Polyclonal
antibodies against total NCC or phospho-antibodies
Thr 58-NCC (kindly provided by Dario Alessi, Dundee
University) [20].

Preparation of Xenopus laevis oocytes

As previously described in detail [21-23], under anesthesia
induced by 0.17% tricaine immersion, oocytes were
surgically collected from adult female Xenopus laevis frogs.
One hour after incubation in a Ca**-free ND96 medium
supplemented with 2mg/ml collagenase A (mmol/l: 96
NaCl, 2 KCI, 1 MgCl,, and SHEPES/Tris, pH 7.4), oocytes
were manually defolliculated and incubated overnight
in ND96 at 16°C. The next day, mature oocytes were
injected with cRNA transcribed in vitro from one or various
constructs at a concentration of 0.2—0.4 pg/pl. The control
oocytes were injected with water. For 2 days oocytes were
incubated at 16°C in ND96 supplemented with sodium
pyruvate (2.5mmol/l) and gentamicin (5mg/100mD).
cRNA for microinjection was synthetized in vitro with
T7 RNA polymerase from linearized ¢cDNAs at the 3’ end.
The cRNAs were analyzed for integrity, quantified and
stored in aliquots at —80°C until use.
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Functional assays

After 2 days of incubation, the activity of NCC was
assessed following our standard procedures [22,23].
Briefly, a 30-min incubation in a Cl™-free ND96 medium
containing 1mmol/l ouabain, 0.1 mmol/l amiloride,
and 0.1 mmol/l bumetanide was followed by a 60-min
uptake period in a K*-free, NaCl medium (40 mmol/l NaCl,
56 mmol/l Na-gluconate, 4.0 mmol/l CaCl,, 1.0mmol/l
MgCl,, and 5.0 mmol/l Hepes/Tris, pH 7.4) containing
ouabain, amiloride, bumetanide and 2uCi of **Na™ per
ml. Insulin alone or in the presence of inhibitors of
the insulin transduction pathways: Wortmannin (Sigma),
Rapamycin, UO126 (Callbiochem) [24], SB203580
(Callbiochem), AKT IV Inhibitor (Callbiochem),
AZD8055 (Selleck) [25] were dissolved at 10 mmol/l
dimethylsulfoxide (DMSO) as stock solutions and
preserved at —20°C. All compounds were added before
the uptake period for 1-15min. All uptake experi-
ments were performed at least three times and
included at least 10 oocytes in each experimental
group; statistical significance was P<0.05 and results
were reported as means +standard error. The uptake
observed in control groups was taken as 100% (fold-1),
and experimental groups were normalized accordingly.
The significance of the differences between groups
was tested by Student’s #-test or one-way analysis of
variance with multiple comparisons using Bonferroni
corrections.

Western blotting

The expression and phosphorylation of NCC at T58 was
assessed with proteins extracted from oocytes as pre-
viously described [17]. Briefly, groups of 10 oocytes
exposed to each condition were homogenized in 4 pl/
oocyte of lysis buffer (50 mmol/l Tris/HCl, pH 7.5,
1 mmol/I ethylene glycol tetraacetic acid, 1 mmol/l EDTA,
50 mmol/l sodium fluoride, 5mmol/l sodium pyrophos-
phate, 1 mmol/l sodium orthovanadate, 1% (w/v) Nonidet
P-40, 0.27 mol/l sucrose, 0.1% [v/v) 2-mercaptoethanol,
and protease inhibitors (complete tablets, Roche, 1 tablet
per 50mD] and centrifuged at 10000g to collect the
supernatants. Fifty micrograms of total protein was
resolved by 7.5% SDS-PAGE and electroblotted onto poly-
vinylidenedifluoride membranes (PVDF; Amersham Phar-
macia Biotech, Piscataway, New Jersey, USA). Membranes
were blocked for 2h at room temperature in tris base-
sodium chloride buffer —0.02% Tween-20 and 5%
nonfat milk and exposed to either the mouse anti-Flag
peroxidase-conjugated antibody (Sigma), 1:5000, or the
phospho-antibodies Thr 58-NCC.

Cell culture and treatments

Mouse distal convoluted tubule 15 (mCDT15) cells, which
endogenously express NCC [19,26,27], were plated on cell
culture dishes and grown in growth medium containing
a 50:50 mix of DMEM/F12, 5% heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin/neomycin
(P/S/N), at 37°C. Experiments were conducted when the
cells reached 90-95% confluence [19].
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Assessment of NaCl cotransporter function in
mDCT15 cells

mDCT15 cells were seeded in 12-well plates and
prepared as described [27]. The cells were then incubated
in a serum-free growth media (Opti-Mem) for 24h prior
to being assayed. Cells were then treated with insulin for the
indicated times. Thirty minutes before uptake, 0.1 mmol/l
metolazone was added to the media. The medium was then
changed to a **Na'-containing medium (140 mmol/l NaCl,
1mmol/l CaCl, 1 mmol/l MgCl, 5mmol/l HEPES/Tris pH
7.4, 1 mmol/l amiloride, 0.1 mmol/l bumetanide, 0.1 mmol/1
benzamil, 1 mmol/l ouabain, and 1 microCi/ml of **Na™)
with or without thiazide (0.1 mmol/lI metolazone) and
incubated for 20min. Tracer uptake was then stopped
via washes with ice-cold wash buffer. Cells were sub-
sequently lysed with 0.1% SDS (sodium dodecyl sulfate).
Radioactivity was measured via liquid scintillation and
protein concentrations of the lysates were determined
[Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay, Pierce]. Uptakes
were normalized to nmol/mg. Thiazide-sensitive uptake
was determined by calculating the difference of the
uptakes with and without thiazide.

NaCl cotransporter response to insulin in ex-vivo
perfused rat kidney

NCC phosphorylation was analyzed after insulin
administration using the ‘ex vivo’ perfusion system mounted
in Langendorff preparation as previously described [28,29].
In brief, we used male Wistar rats of 250g. Rats were
anesthetized with 63mg/kg sodium pentobarbital intra-
peritoneally. By laparotomy, the right kidney was exposed
and the mesenteric and right renal arteries were cleared
of surrounding tissue. The right renal artery was then
cannulated. The right ureter was also cut and the animal
was euthanized with sodium pentobarbital. The removed
kidney was suspended in a water-jacketed bath at 37°C
and perfused at constant flow with Krebs’ solution at 37°C
and gassed with O,—CO, (95: 5%). The flow was adjusted
to obtain a basal perfusion pressure of 75-90 mmHg.
The perfusion pressure was measured by a blood pressure
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transducer (Model PT300; Grass Instruments, West
Warwick, Rhode island, USA) and was recorded using
a polygraph (Model 7D; Grass Instruments, Quincy,
Massachusetts, USA). Insulin was administered in the
perfusate at a rate of 0.06—0.125 U/ml, which had no effect
in the perfusion pressure. After 30 min of perfusion, the
kidney was manually separated into cortex and medulla
and corresponding fragments were frozen in liquid
nitrogen for protein extraction to analyze NCC expression
and phosphorylation by Western blot.

All procedures in the present study were approved by
our institutional review committee.

RESULTS

Insulin is a powerful activator of NacCl
cotransporter
The heterologous expression system of Xenopus laevis
oocytes has shown to be the one exhibiting the most
robust and reproducible expression of transfected NCC.
In addition, oocytes are able to respond to insulin owing
to the expression of its receptor in the membrane [30].
As previously shown [23], oocytes microinjected with NCC
cRNA induced the appearance of thiazide-sensitive Na™
uptake that was not present in water-injected oocytes
(Fig. 1a), demonstrating the functional expression of the
cotransporter. Exposing the oocytes to human recombinant
insulin for 15min in the preuptake solution at a concen-
tration of 20 U/ml significantly increased the rNCC-induced
Na™ uptake (Fig. 1a). On an average of 22 different experi-
ments, insulin induced a 2.6 4 0.1-fold increase in the rNCC
activity (Fig. 1b). The thiazide-sensitive Nat uptake in
mDCT15 also increased by insulin from 1556 + 32 nmol/
mgper 20min in its absence to 2037 68 mmol/mg per
20 min in its presence (P < 0.05) (Fig. 1¢). Thus, the positive
effect of insulin on NCC was observed in both, Xenopus
laevis oocytes and mDCT15 cells.

The effect of insulin on NCC was both dose and
time dependent. We observed a significant effect of
insulin on NCC-induced Na™* uptake with a little as 1 min
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FIGURE 1 Insulin activates the renal thiazide-sensitive Na™:Cl~ cotransporter (NCC), in X. laevis oocytes and in mDCT15 cells. (a) Na* uptake was determined in the
absence (white bars) or presence of 20 U/ml insulin (black bars) in microinjected oocytes with water or with rat Flag-NCC (rNCC) cRNA and in the absence or presence of
metolazone, as stated. (P< 0.001 vs. all other groups). (b) The thiazide-sensitive Na* uptake observed in rNCC control in the absence of insulin was taken as 1, and the
effect of insulin was normalized accordingly. (N=22; *P<0.001 vs. control). (c) NCC activity was analyzed in mDCT15 cells endogenously expressing NCC in the absence

(white bar) or presence (black bar) of insulin. (N=5; *P<0.001).
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of exposure before the uptake period using 20 U/ml or
with a concentration as low as 1U/ml for 15min before
the uptake (data not shown). Stimulation of rNCC
in oocytes was also observed using bovine insulin
(Sigma). tNCC basal activity of 3359 456 pmol/oocyte
per h increased to 5135+ 58 pmol/oocyte per h when
exposed to bovine insulin (P<0.01). Activation of NCC
was also observed using the human NCC cRNA. Micro-
injection of Xenopus oocytes with human NCC cRNA
induced a Na™ uptake that was 6416 275 pmol/oocyte
per h in the absence and 9641 + 325 pmol/oocyte per h in
the presence of insulin (2 < 0.00D).

Insulin increases phosphorylation of NacCl
cotransporter
Activation of NCC is associated with increased phos-
phorylation of two threonine and one serine residues
located in the amino terminal domain [15]: T53, T58, and
S71, respectively in the rat NCC (T55, T60, and S73 in
human NCO). Of these residues, T58 is the most important
one, because preventing phosphorylation of T58, abrogates
the phosphorylation in the other two sites [20] and the
activity of the cotransporter [15]. As shown in Fig. 2a, using a
specific phosphoantibody against threonine 58, NCC
phosphorylation in basal conditions was slightly detected.
However, the signal increased after exposing oocytes to
insulin. Note also that NCC phosphorylation induced by
insulin was prevented by incubation of oocytes with the
known PI3K inhibitor wortmannin (Fig. 2b).

In order to define if the effect of insulin occurs in vivo,
we used the ex-vivo perfused rat kidney preparation, which

(@)

allows analysis of hormonal effects on the kidney without
the intervention of the central nervous system and/or
extra renal hormonal networks. For this purpose, the right
kidney from normal adult male Wistar rats was perfused
with saline solution alone or containing insulin, at a con-
centration that did not change the perfusion pressure.
As shown in Fig. 2c and 2d the level of T-58-NCC phos-
phorylation was significantly higher in the kidneys exposed
to insulin than in controls. Thus, insulin induces NCC
phosphorylation in the rat kidney.

Insulin activation of NaCl cotransporter occurs
via phosphatidylinositol 3-kinase-mTORC2-AKT
The known pathways through which insulin induces
phosphorylation of threonine and serine residues were
analyzed. Exposing oocytes to 50nmol/l wortmannin
had no significant effect on the basal activity of NCC,
but completely prevented the positive effect by insulin
(Fig. 3a). This is consistent with results on Fig. 2b in which
the insulin-induced increase in NCC phosphorylation
at T58 was completely prevented in the presence of
wortmannin. In contrast, inhibitors of the MAP kinases
did not affect basal activity of NCC or prevent the positive
effect of insulin (Fig S1, http://links.lww.com/HJH/A218).
Thus, the pathway implicated in insulin-induced NCC
activation is via PI3K.

We then assessed the effect of specific inhibitors of the
mammalian target of rapamycin complex 1 and 2 (mTORC1
and mTORC2), and AKT enzymes. Rapamycin, an inhi-
bitor of mTORC1, had no effect on the insulin-induced
activation of NCC (Fig. S1, http://links.lww.com/HJH/

(b)

NCC cRNA NCC cRNA
H0 H,0
Insulin (min) 0 5 15 30 Insulin (min) 0 15 15+ Wort
Total-NCC Total-NCC
Phospho-NCC Phospho-NCC
Actin Actin
(c) (d)
kDa Control Insulin
2
197 c
(@)
NCC o2
112 ZT
0% 1
197 z0°
Phospho-NCC a2
112 S
50 Actin

0

FIGURE 2 Insulin induces phosphorylation of rat Flag-NCC (rNCC) at threonine 58. (a and b) Representative Western blot assays performed using antiFlag monoclonal
antibody, the NCC-T58 phosphoantibody, and B-actin antibody, as stated. Total proteins were extracted from Xenopus laevis oocytes injected with water or rNCC cRNA
and exposed to insulin for 0, 5, 15 and 30 min (a), or to 15min in the absence or presence of wortmannin (b). (c) A representative western blot analysis of protein extracts
from ex-vivo perfused rat-kidneys. The kidneys were perfused with isotonic control solution or with isotonic solution containing 0.250 U/ml of insulin. (d) Densitometry
analysis of phosphor-Na*:Cl~ cotransporter (NCC) over total rNCC from three different western blot analyses compiling a total of 10 controls and 16 insulin perfused

kidneys. ("P<0.01 vs. control).
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FIGURE 3 Insulin activates Na*:Cl~ cotransporter (NCC) through a PI3K-mTORC2-AKT pathway. Xenopus laevis oocytes were injected with NCC cRNA and 3 days later
Na™ uptake was assessed by incubating the oocytes in the absence (white bars) or presence (black bars) of insulin, in the absence or presence of the PI3K inhibitor
wortmannin (a), the specific inhibitor of mTORc2, AZD8055 (b); or in the presence of the AKT Inhibitor, AKT IV-I (c). The mean value of the cotransporter without insulin
was taken as 1 and the effect of insulin was normalized to that value (*P<0.0001 vs. own control in the absence of insulin). (d) NCC activity was analyzed in mDCT15
cells in the in the absence (white bars) or presence of 20 U/ml insulin (black bars) with or without wortmannin or the AKT inhibitor (*P<0.01 vs. control).

A218). In contrast, the compound AZD8055, an inhibitor of
mTORC2, was effective in preventing the NCC stimulating
effect of insulin (Fig. 3b). Similarly, as was observed with
wortmannin, the specific inhibitor of the AKT kinase
(AKTIV inhibitor) had no effect on basal activity of NCC,
but completely prevented the activation by insulin (Fig. 3¢).
Thus, insulin promotes NCC activation via PI3K-mTORC2-
AKT. This conclusion is supported by the observation
in mDCT15 cells in which wortmannin and the AKTIV
inhibitor also prevented the positive effect of insulin on
NCC activity (Fig. 3d).

The kinases with no lysine kinases 1, with no
lysine kinases 4, and serum glucocorticoid
kinase 1 does not appear to be required for
insulin effect on NaCl cotransporter

As previously reported [31] co-injection of oocytes with
NCC and WNK4 cRNA resulted in a significant decrease
of NCC activity. However, the level of NCC activation
by insulin was similar in the NCC vs. the NCC + WNK4
group (P <0.01; Fig. S2, http://links.lww.com/HJH/A218).
We next tested if the overexpression of the dominant
negative version of WNK4 and/or SGK1 had any effect.

Journal of Hypertension

Our data shows that even having both dominant negative
WNK4-D318A and SGK1-K104M at the same time, the fold
activation of NCC by insulin was similar to that seen in
oocytes injected with NCC c¢RNA alone (Fig. S2, http://
links.Iww.com/HJH/A218). These observations are sup-
ported by results in mDCT15 cells in which WNK4 expres-
sion was reduced by knocking down WNK4 with specific
RNAi. Although this treatment successfully reduced the
WNK4 expression [32], exposure to insulin was still associ-
ated with an increased activity of NCC (Fig. S2, http://
links.lww.com/HJH/A218). Thus, insulin positive effect
on NCC in Xenopus laevis oocytes and mDCT15 cells does
not appear to require the presence or activity of WNK4.
The WNKI1 kinase has been shown to be required for the
negative effect of PI3K on the potassium channel ROMK
in a pathway in which phosphorylation of an AKT1-site
located in the WNK1 threonine residue 58 is required [33].
To assess if this is also occurring for NCC, in a series
of experiments (N=38), we tested the effect of insulin
in oocytes injected with NCC cRNA alone or co-injected
with NCC and a mutant WNK1-T58A, in which the AKT1
site was eliminated. Pooling eight different experiments
together we observed that the effect of insulin on NCC was
similar in the absence or the presence of in the presence of
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WNK1-T58A (2.48+0.35 vs. 2.7+ 0.4-fold, respectively
(P=NS). Thus, it is unlikely that insulin signal pathway
leading to NCC activation requires the WNK1 kinase.

NaCl cotransporter activation by insulin and
WNK3 share the same pathway

Since it is known that oocytes endogenously express
the WNK isoforms and NCC activation by insulin or by
WNK3 [17] results in phosphorylation of the same threonine
(T-58), we tested the hypothesis that WNK3 and insulin
could share a common pathway for NCC activation.
To further explore this possibility, we assessed the effect
of insulin on Na™ uptake in the presence of wild-type or
mutant versions of WNK3. In the upper panel of Fig. 4, the
thiazide-sensitive Na* uptake observed in control oocytes
injected with NCC alone in the absence of insulin was taken
as 100% (1-fold) and all other groups, were normalized
accordingly, whereas in the lower panel (Fig. 4b), for
each group of injected oocytes, the uptake observed in
the absence of insulin was taken as 100% (1-fold), and
in the presence of insulin was normalized accordingly.
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FIGURE 4 Effect of wild-type and mutant WNK3 on the Na™:Cl~ cotransporter
(NCC) basal activity and response to insulin. Xenopus laevis oocytes were injected
with rat Flag-NCC (rNCC) cRNA alone or together with wild-type WNK3 or the
dominant negative WNK3-D294A, as stated. Three days later tracer Na* uptake
was assessed in the absence (white bar) or presence (black bar) of insulin. (a) The
Na* uptake observed in oocytes injected with rNCC alone in the absence of
insulin was taken as 1 and all other groups were normalized accordingly.
*P<0.01 vs. INCC control. (b) The Na™ uptake observed for each group in the
absence of insulin was taken as 1 and in the presence of insulin was normalized
to its own control group. *P<0.0001 to control group. *P<0.0001 vs. INCC
alone in the presence of insulin. Figures show compiled results from at least five
different experiments of each group.
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As previously shown [17], wild-type WNK3 induced a
significant increase in NCC activity (Fig. 4a). Addition
of insulin, however, had no further effect on NCC activity.
As also shown before [16], the catalytically inactive
WNK3-D294A induced a dominant negative effect, reduc-
ing NCC activity to 64 + 6% of the control group (Fig. 4a).
In the presence of this mutant, the effect of insulin on
NCC was dramatically reduced (Fig. 4b).

DISCUSSION

In the present study, we show that insulin is a power-
ful activator of NCC and that increased activity of the
cotransporter is associated with augmented phosphoryl-
ation of threonine 58 that has been previously shown
to be associated with activation of NCC [15,17,20,34]. The
increased activity and/or phosphorylation were observed
in several models including: Xenopus laevis oocytes,
mDCT15 cells, and in ex-vivo perfused rat kidneys.

Our data suggest that insulin activation of NCC occurs
via PI3K-mTORC2-AKT1, but not through the MAP kinases
or mTORC1 (Fig. 2 and Fig. S1, http://links.lww.com/HJH/
A218). In contrast, our data does not support that SGK1
is implicated, as occurs with ENaC [33,35], because over-
expression of wild-type or dominant negative version of
SGK1 together with NCC did not change the level of
response to insulin. Because distal convoluted tubule
(DCT)1 is not considered to be part of the aldosterone
sensitive distal nephron owing to the absence of 11-3-
hydroxysteroid dehydrogenase (type 1D [30], it is believed
that modulation of NCC in this region does not occur
through SGK1, in contrast to DCT2, in which the aldo-
sterone-SGK1-Nedd4—-2 pathways is proposed to regulate
NCC [19]. Thus, SGK1-independent modulation of NCC
would provide an interesting pathway for differential
regulation between NCC and ENaC.

In a recent study, Sohara et al. [37] suggested that insulin
increases NCC phosphorylation in a WNK4-dependent
manner in mice and mpkDCT cells. Mice were treated with
a single intraperitonal dose of insulin and NCC phosphoryl-
ation at threonine residues 53 and 58, and serine residue 71,
was studied. They observed that NCC phosphorylation
increased in the wild-type, but not in a hypomorphic
WNK4 mouse. This approach, however, is not useful
to discriminate between a direct action of insulin versus
the consequences of systemic effects of the hormone.
For instance, if the mice had experienced some degree
of hypoglycemia, this could have activated the adrenergic
system, which in turn would have stimulated renin release,
increasing the production of angiotensin II that is known
to induce NCC phosphorylation by a WNK4-dependent
mechanism [31,38]. Our study does not support that kinase
WNK4 is implicated in NCC activation by insulin because
we observed that co-expression in oocytes of NCC with
wild-type WNK4 or kinase inactive WNK4 did not affect the
insulin-induced activation of NCC (Fig. S2, http://links.
lww.com/HJH/A218). Additionally, reducing WNK4 exp-
ression in mDCT15 cells with a WNK4 knockdown strategy
[26], did not prevent the insulin activation of NCC.

Our data suggest that WNK3, another with no lysine
kinase with known activating effects on NCC [16,17] is
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implicated in the insulin activation of NCC (Fig. 4).
Increased activity of NCC by WNK3 or by insulin is
associated with phosphorylation of the same threonine
residue [17]. In oocytes co-injected with NCC and WNK3,
no further effect of insulin was observed, supporting
the possibility that insulin and WNK3 stimulate NCC by a
similar mechanism. Furthermore, knocking down WNK3
activity by co-injecting oocytes with the dominant negative,
catalytically inactive WNK3 precluded the positive effect
of insulin on NCC. Supporting this conclusion, a recent
study shows that activity of the Na™:K*:2CL™ cotransporter
NKCC1 in glioblastoma cells is increased by epidermal
growth factor by a PI3K-WNK3-dependent mechanism
[39]. Taken together, these observations implicate WNK3
in insulin activation of NCC, but we do not yet know
the catalytically active sites or the mechanisms mediating
insulin’s action via WNK3. Further investigation will be
necessary to clarify them.

In this study, most of the experiments were done using
a concentration of insulin around 20U/ml, which is
higher than regular concentration in plasma, even during
hyperinsulinism. However, we observed in oocytes a
significant effect with as low as 1 U/ml. It is possible that
affinity of human insulin for the insulin receptor in oocytes
or mDCT15 cells is lower that in human cells in vivo.
In addition, the experiments on the kidney ex-vivo
perfusion system were done using much lower concen-
trations (0.06—0.125U/ml). Being the kidney the most
perfused organ of the body, it is quite sensitive to small
changes in hormone concentrations in plasma owing to the
amount of plasma passing per minute. In addition, although
it is known that insulin receptors are expressed in the
kidney, all along the nephron, most studies show an
intracellular location [3,40,41]. Thus, although is known
that DCT expresses insulin receptor, it is not clear if it is
present in the basolateral side, a location at which it will be
affected only by plasma concentration of the hormone, or if
it is also expressed in the apical side and thus, could be
affected by insulin molecules in tubular fluid. It is worth
mentioning that during insulin-resistant states it has been
suggested that insulin receptor expression is also decreased
in the kidney [41]. Therefore, the role of NCC activation
on the developing of hypertension in animal models
with hyperinsulinism requires further studies. In this
regard, however, supporting this possibility, a recent
study in hyperinsulinemic rats suggest that indeed NCC
phosphorylation is increased [42].

One of the many actions of insulin is to modulate the
renal handling of salt and potassium [4]. Initial studies
demonstrated that insulin-induced salt retention is due to
the effect of this hormone in the distal nephron [4,5]. Tt is
now known that insulin activates the epithelial sodium
channel ENaC in the collecting duct, through a mechanism
involving SGK1 and AKT1 [9,10,33,35]. On the contrary,
it has been observed that insulin induces an increase in
expression of NCC [6,8,9] and that hyperinsulinemic states
are associated with increased response to thiazide diuretics
[6]. We now provide evidence for a direct effect of insulin
on NCC activity.

There are at least two physiological reasons for insulin to
activate NCC in the distal convoluted tubule. One is the fact
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that insulin promotes growth and this needs to be accom-
panied by salt and water retention. Additionally, increased
sodium reabsorption at a time when the kidney is experi-
encing a higher filtered load of sodium from the dietary
bolus, would help to modulate salt excretion during
and after meal ingestion. Increasing activity of both, NCC
and ENaC help to accomplish this goal. The second reason
is the reduction of potassium excretion. Insulin induces
hypokalemia due to its systemic effect of promoting cellular
K" uptake, together with glucose [43]. In consequence,
to avoid hypokalemia due to the systemic effect of
insulin after a meal, it has been suggested that insulin
simultaneously prevents potassium excretion by the kidney
[44]. One condition required to reduce potassium excretion
is to decrease the delivery of salt to the collecting duct.
This is achieved by increasing the activity of NCC in
the early portion of DCT [36]. It is known, for instance,
that low potassium diet increases phosphorylation and
surface expression of NCC in DCT1 [45,46].

Our data supports that insulin activates NCC. This effect
of insulin could be one of the mechanisms to explain
the strong association between obesity, diabetes, and meta-
bolic syndrome with arterial hypertension. Hyperinsulinism
is a common feature of these syndromes due to peripheral
resistance to insulin. Increased circulating levels of insulin
could amplify the hormone’s effects in nonclassical target
organs for the hormone. Because the kidney is the most
perfused organ of the body, it is expected to be highly
sensitive to the increased circulating levels of insulin.
Thus, stimulation of both, expression [3,6,8] and activity
(this study) of NCC by insulin could be an important
mechanism linking obesity to arterial hypertension.
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Reviewers’ Summary Evaluations

Referee 1

Strengths: Different approaches to evaluate effect of
insulin on activation of NCC-transporter Evaluation of
signalling pathways involved Linking insulin-resistance to
renal sodium retention and development of hypertension
Weaknesses: Only in-vitro and ex-vivo animal studies
Concentrations of insulin applied are high Clinical
relevance remains speculative

Journal of Hypertension

NaCl cotransporter is activated by insulin

Referee 2

The NaCl transporter (NCC) plays a key role in renal NaCl
transport and long-term regulation of arterial blood pressure.
The current study clearly demonstrated that insulin activated
NCC via PI3K-mTORC2-AKT1 pathway. More importantly,
this signal pathway was further proven to be WNK3 depend-
ent instead of WNK4-SPAK. This work advanced our explo-
ration regarding the regulation of NCC by insulin, which will
yield long-term benefits, both in term of understanding the
development of hypertension associated with hyperinsuli-
nemia and better treatments for hyperinsulinemic states.
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Apéndice 1. Clonas utilizadas

Clona Especie Vector Etiqueta Fuente
| cSTRor rat pSPORT Vazquez, N
CUL3 human pcDNAG6.2 - Lynn Boyden
CuL3 human pCDNA3 HA Louis-dit-picard
CUL3 A3’ human pcDNA6.2 - Lynn Boyden
Cul3 A9 human pcDNAG6.2 - Lynn Boyden
Cul3 A9 human pCDNA3 HA Louis-dit-picard
CUL3 N381X human pcDNAG6.2 - Lynn Boyden
CUL3 Q107X human pcDNAG6.2 - Lynn Boyden
hNCC human ? Vazquez, N
hWNK4 human pGH19 FLAG Hadchouel J
hWNK4 DA human pGH19 FLAG Chavez-Canales M
hWNK4 F1030A human pGH19 FLAG Chavez-Canales M
hWNK4 F430A human pGH19 FLAG Chavez-Canales M
hWNK4 F430A-F1030A human pGH19 FLAG Chavez-Canales M
hWNK4 HQ human pGH19 FLAG Chavez-Canales M
hWNK4 PHAII human pGH19 FLAG Chavez-Canales M
hWNK4 PHAII DA human pGH19 FLAG . Chavez-Canales M
hWNK4 S11190D-S1217D human pGH19 FLAG Chavez-Canales M
KLHL human PGEMHE - Chavez-Canales M,
Boyden L
KLHL human  pCMV6XL-5 - Boyden L
Kihl mouse  pCMV6Entry | Myc 5 Louis-dit-picard
KLHL FLAG human  pCMV6XL-5  Flag 5 Lynn Boyden
KLHL FLAG human PGEMHE Flag 5 Chavez-Canales M,
Boyden L
Klhl R228G mouse  pCMV6Entry | Myc 5’ Louis-dit-picard
KLHL R528H FLAG human  pCMV6XL-5  Flag 5 . Lynn Boyden
KLHL R528H FLAG human PGEMHE Flag 5 Chavez-Canales M,
Boyden L
Klhl V361M mouse  pCMV6Entry | Myc 5’ Louis-dit-picard
KS-WNK1 A11 human pGH19 Myc 3° Hadchouel, J
KS-WNK1 A11 1891 human pGH19 Myc 3° Chavez-Canales M
KS-WNK1 A11 1900 human pGH19 Myc 3° Chavez-Canales M
KS-WNK1 A11 1905 human pGH19 Myc 3° Chavez-Canales M
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Clona

KS-WNK1 A11 1906
KS-WNK1 A11 1907
KS-WNK1 A11 F1258A
KS-WNK1 A11 PY
KS-WNK1 A11 S1261D
KS-WNK1 A11-A12
KS-WNK1 A9-A11
L-WNK1 A11

L-WNK1 A11 1891
L-WNK1 A11 1900
L-WNK1 A11 1905
L-WNK1 A11 1906
L-WNK1 A11 1907
L-WNK1 A11 DA

L-WNK1 A11 F1258A
L-WNK1 A11 F316A

L-WNK1 A11 F316A-HQ
L-WNK1 A11 HQ

L-WNK1 A11 PY

L-WNK1 A11 S1261D
L-WNK1 A11 S2128A
L-WNK1 A11 S2128D
L-WNK1 A11 S382A
L-WNK1 A11 S382E
L-WNK1 A11 T60A
L-WNK1 A11 T60A-S2128A
L-WNK1 A11 T60D
L-WNK1 A11 T60D-S2128D
L-WNK1 A11-A12

L-WNK1 A9

L-WNK1 A9-A11

L-WNK1 A9-A11-A12

Especie
human

human

human

human
human
human
human
human
human
human
human

human

human

human

human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human

human

Vector
pGH19
pGH19

pGH19

pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19

pGH19
pGH19

pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19

pGH19
2

Etiqueta
Myc 3°
Myc 3"
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3"
Myc 3
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3"
Myc 3°

Myc 3°
Myc 3°

Myc 3°
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3"
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3"
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3"
Myc 3°
Myc 3°
Myc 3°

Fuente
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M

Hadchouel, J
Hadchouel, J
Hadchouel, J
Hadchouel, J
Hadchouel, J
Hadchouel, J
Hadchouel, J

Pacheco D, Moreno
E

Chavez-Canales M

Pacheco D, Moreno
E

Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Hadchouel, J
Hadchouel, J
Hadchouel, J
Hadchouel, J
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Clona

‘ L-WNK1 complete
NEDDA4-2 BS
NEDD4-2 CS
NEDD4-2 S245A
NEDD4-2 S246A
NEDDA4-2 SSAA
rNCC

rNCC R18A
rNCC T58D

rWNK1
WNK1 S>G
WNK3
WNK3 DA
WNK3 F242A
WNK3 HQ

WNK3 HQ DA

WNK4

WNK4 F18A-F997A
WNK4 F418A
WNK4 F997A
WNK4 HQ

WNK4 PHAII DA

Especie

human
human
human
human
human
human

rat

rat

rat

rat

rat
human
human
human

human

human

mouse
mouse
mouse
mouse

mouse

mouse

Vector
pGH19
pSDeasy-BS
pSDeasy-BS
pSDeasy-BS
pSDeasy-BS
pSDeasy-BS
pSPORT

PSPORT

pSPORT

pBS SK+
?
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19

pGH19

pGH19
pGH19
pGH19
pGH19
pGH19

pGH19

Etiqueta

Myc 3°

Flag 5

Flag 5

Flag 5

Myc 5
Myc 5
Myc 5
Myc 5

Myc 5°

HA 5
HA 5
HA 5’
HA 5
HA 5

HA 5

Fuente
Hadchouel, J
Arroyo, JP
Arroyo, JP

Chavez-Canales M

Chavez-Canales M

Chavez-Canales M

Vazquez, N

Pacheco, D

Vazquez, N

Vazquez, N
Chavez-Canales M
Vazquez, N
Pacheco, D

Pacheco, D

Rojas L, Castafieda

M

Rojas L, Castafieda

Vazquez, N
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M
Chavez-Canales M

Rojas L, Castafieda
M

Rojas L, Castafieda
M
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Apéndice 2. Primers para mutagénesis in vitro

Nombre del primer
NEDD4S245A f
NEDD4S245A r

. NEDD4S246A f
NEDD4S246A r
NEDDA4SSAA f
NEDD4SSAA r

' NEDD4-790pb-s
NCC T58D sense
NCC T58D antisense

. WNK1S1261A f
WNK1S1261Ar
WNK1S1261E f
WNK1S1261E r
WNK1 F1258A f

. WNK1 F1258A r
WNK1RAIVA f
WNK1RAIVA r
WNK1RAIVE f

. WNK1RAIVE r
WNK1S382A f
WNK1S382A r

. WNK1S382E f
WNK1S382E r
WNK1DA r

. WNK1DA f
WNK1F316A F
WNK1F316A R
WNK1 A1519P
WNK1 A1519P r

. WNK1 A634T
WNK1 A634T r
WNK1 D635E f
WNK1 D635T r

. W1ratP1262A f
W1ratP1262A r

Secuencia
CGAGCCCGTGCGTCAACTGTCAC
GTGACAGTTGACGCACGGGCTCG
GAGCCCGTTCGGCAACTGTCACG
CGTGACAGTTGCCGAACGGGCTC
CGAGCCCGTGCGGCAACTGTCACG
CGTGACAGTTGCCGCACGGGCTCG
GCCTTGGGAGACCATTTC
CCTTTGGTTACAACGATATAGATGTGGTACC
GGTACCACATCTATATCGTTGTAACCAAAGG
CGGTTTATAGTGGCTCCTGTGCCAGAAAGC
GCTTTCTGGCACAGGAGCCACTATAAACCG
CGGTTTATAGTGGAACCTGTGCCAGAAAGC
GCTTTCTGGCACAGGTTCCACTATAAACCG
GGGAAGGCGGGCTATAGTGAGTCC
GGACTCACTATAGCCCGCCTTCCC
GGGAAGGCGGGCTATAGTGGCTCCT
AGGAGCCACTATAGCCCGCCTTCCC
GGGAAGGCGGGCTATAGTGGAACC
GGTTCCACTATAGCCCGCCTTCCC
CTTTTGCCAAGGCTGTGATAGGTAC
GTACCTATCACAGCCTTGGCAAAAG
CTTTTGCCAAGGAAGTGATAGGTAC
GTACCTATCACTTCCTTGGCAAAAG
GTCAAGATTGGAGCCCTCGGTCTGG
CCAGACCGAGGGCTCCAATCTTGAC
CGTATCTGAAAAGGGCTAAAGTGATGAAG
CTTCATCACTTTAGCCCTTTTCAGATACG
CTACTCCTACTTTACCTGAAACCGTGG
CCACGGTTTCAGGTAAAGTAGGAGTAG
GAACCTGAGACAGATCAACATC
GATGTTGATCTGTCTCAGGTTC
CCTGAGGCAGAACAACATCAAC
GTTGATGTTGTTCTGCCTCAGG
CCTACACTACCTGAAACAGTGGTG
CACCACTGTTTCAGGTAGTGTAGG

4

Clona generada

Nedd4-S245A
Nedd4-S245A

Nedd4-S246A
Nedd4-2-SSAA

secuenciacion

rNCC T58D

. hWNK1 S1261A
. hWNK1 S1261E
. WNK1 F1258A

. hWNK1 RAIVA

| hWNK1 RAIVE
| hWNK1 S382A
. hWNK1 S382E
. hWNK1 DA

hWNK1 F316A

hWNK1 A1519P

hWNK1 A634T
hWNK1 A635T

rWNK1 P1261A
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Nombre del primer ‘

WNK1Y954A f
WNK1Y954A f
hWNK1T60A f
hWNK1T60A r
hWNK1T60D f
hWNK1T60D r
WNK1T2128A f
WNK1T2128A r

WNK1T2128D f
WNK1T2128D r

WNK1 T58D sense
WNK1 T58D antisense
WNK1 T58A sense
WNK1 T58A antisense

Wnk3S1555A f
Wnk3S1555A r
WNK3T1283Af
WNK3T1283Ar
hW4F421A f
hW4F421A r
hW4F1030A f
hW4F1030A r
hW4S1190D f
hW4S1190D r
hw4S1217D F
hwW4S1217D R
hW4 DA r
hW4DA f
hw4HAf
hw4HAr
hw4QAf
hw4QAr

Secuencia
GCCACCACAGGCCCCAGGAGATTC
GAATCTCCTGGGGCCTGTGGTGGC
CGCCGCCACGCTATGGACAAG
CTTGTCCATAGCGTGGCGGCG
CGCCGCCACGATATGGACAAG
CTTGTCCATATCGTGGCGGCG
CGACGACCCGCTAAAAGCAAAG
CTTTGCTTTTAGCGGGTCGTCG

CGACGACCCGATAAAAGCAAAG
CTTTGCTTTTATCGGGTCGTCG
CGCCGCCGGCACGATATGGACAAGGACAGTCG
CGACTGTCCTTGTCCATATCGTGCCGGCGGCG
CGCCGCCGGCACGCTATGGACAAGGACAGTCG
CGACTGTCCTTGTCCATAGCGTGCCGGCGGCG
CGCCCCCAGGCCTTGACACATGTGGAC
GTCCACATGTGTCAAGGCCTGGGGGCG
GCAGTCAGCCAGCTTTTTCAAG
CTTGAAAAAGCTGGCTGACTGC
GAACGAGAGGGCCACCATCCAGG
CCTGGATGGTGGCCCTCTCGTTC
CTTGTTGGGCGTGCCCAAGTGAC
GTCACTTGGGCACGCCCAACAAG
CGCCGCCTCGACAAGGGCAGC
GCTGCCCTTGTCGAGGCGGCG
GCCGCAACGACCTACAGCGCTCTG
CAGAGCGCTGTAGGTCGTTGCGGC
CAAAATCGGGGCCCTGGGCCTG
CAGGCCCAGGGCCCCGATTTTG
GCAGAAGGCCTTGTCAGAG
CTCTGACAAGGCCTTCTGC
CAGACACTAGCGAAAAAAG
CTTTTTTCGCTAGTGTCTG

‘ Clona generada

hWNK1 PY

hWNK1 T60A

hWNK1 T60D

hWNK1 T2128A

hWNK1 T2128D

rWNK1 T58D

rWNK1 T58A

WNK3

WNK3

hWNK4 F421A

hWNK4 F1030A

hWNK4 S1190D

hWNK4 S1217D

hWNK4 DA

hWNK4 HQ

hWNK4 HQ

164



Apéndice 3. Primers para secuenciacion

Nombre del primer
NEDDA4-790pb-s
wnkiexon8
Wnk1exon10
WNK1h-seq672-s
WNK1s300aa
WNK1s1240aa
WNK1s2070aa
WNK1sPHAII
Wnk15921-s
WNK1s1500aa
WNK1s2000aa
WNK1s1050aa
wnk3 seqs1555
hW4-seq320aa
hW4-seq-670aa
hWNK4-seq-1000aa

Secuencia
GCCTTGGGAGACCATTTC

cDNA blanco
| human Nedd4-2

TACAGGCACAGTCCCAGGGCATA

human WNK1

CAACCTCCAGTGAGGCCACTACT

CATCGAAATCGGCAGAGGC

human WNK1

human WNK1

GAAGTGCATTGTTTTGGTG

human WNK1

CAACCAATTCCTGCGTCTTC

human WNK1

GTAGCGACAATGAGTCAG

human WNK1

CAGACAGGAATCAAGCAG

human WNK1

GACCAGTGGCATCTCCTCCT

CTACCACCACTTCATTCC

human WNK1

human WNK1

CAAGCTGTTCTTCCTGC

human WNK1

CAGTTGCAGTAGCACAGAC

human WNK1

CTATTCGCCATCTTCCCCAATGAG

- human WNK3

CTGGAGCCGCCAAATCC

human WNK4

GCCTCAGATGCAGCTTC

CAGGAAAGCCCTTCACC

human WNK4

human WNK4
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