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Resumen 

 

El síndrome de Gordon o también conocido como pseudohipoaldosteronismo tipo II (PHAII), 

es una enfermedad hereditaria que se caracteriza por hipertensión arterial con 

hipercalemia y acidosis metabólica debido a que el co-transportador electroneutro de NaCl 

sensible a tiazidas (NCC) en el túbulo contorneado distal de la nefrona se encuentra 

anormalmente activo. Los genes que se han identificado como productores de la 

enfermedad son dos cinasas conocidas como WNK1 y WNK4, y dos más que codifican para 

las proteínas KLHL3 y CUL3, que juntas forman un complejo ligasa de ubiquitina tipo RING. 

Se sabe que las cinasas WNK regulan la actividad de NCC - a través de la cascada de 

señalización WNK-OSR1/SPAK-NCC -, y que las isoformas WNK1 y WNK4 son sustratos del 

complejo KLHL3-CUL3; de tal manera que, las mutaciones de tipo PHAII en cualquiera de 

estas proteínas, impiden la interacción de las cinasas y el complejo ligasa de ubiquitina, 

causando un aumento en la actividad de NCC. Reportes de pacientes con mutaciones 

missense en WNK1 con fenotipo de hipercalemia y acidosis metabólica pero sin 

hipertensión, así como el hallazgo de un aminoácido potencialmente fosforilable en el 

dominio de unión de WNK3 con KLHL3 sugirieron la posible existencia de una regulación 

específica de éstas cinasas con respecto a su interacción con KLHL3. Se utilizaron ovocitos 

de rana Xenopus laevis como sistema de expresión funcional heteróloga para co-expresar 

RNAc de NCC, WNK1, WNK3, WNK4, KLHL3 y SGK1, y mutantes de las mismas para 

esclarecer los mecanismos por los cuales se regula la cascada de señalización que activa al 

co-transportador NCC. Se realizaron estudios con células HEK293 para analizar el efecto de 

la ligasa de ubiquitina KLHL3 sobre las cinasas WNK. Se encontró que el efecto de KLHL3 

sobre la cinasa WNK1 es regulado por SGK1, y que la Thr541 de la cinasa WNK3 es 

importante para su reconocimiento y degradación por KLHL3. Estos resultados muestran la 

existencia de una regulación muy fina y específica del efecto de KLHL3 sobre las cinasas 

WNK1 y WNK3.  
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Abreviaturas 

 

SCL12  Familia de co-transportadores electroneutros acoplados a Cl- 

NCC   Co-transportador de Na+:Cl- sensible a tiazidas 

NKCC1  Co-transportador de Na+:K+:2Cl- tipo 1 sensible a bumetanida 

NKCC2  Co-transportador de Na+:K+:2Cl- tipo 1 sensible a bumetanida 

KCC1-4  Co-transportador de K+:Cl- tipo 1-4 

IC  Intracelular 

EC  Extracelular 

TA  Tensión Arterial / Presión Arterial 

GC  Gasto Cardiaco 

RPT  Resistencia Periférica Total 

RAA  Renina-Angiotensina-Aldosterona 

ECA  Enzima Convertidora de Angiotensina 

ADH/AVP Hormona Antidiurética / Arginina Vasopresina 

AngII  Angiotensina II 

MR  Receptor de Mineralocorticoides 

SGK1  Cinasa de Glucocorticoides en Suero tipo 1 

11-βHSD2 11-β Hidroxiesteroide Deshidrogenasa tipo 2 

TCP  Túbulo Contorneado Proximal 

TCD  Túbulo Contorneado Distal 

TCN  Túbulo Conector 

DC  Ducto Colector 

MD  Mácula Densa 

ENaC  Canal Epitelial de Na+ 

ROMK  Renal Outer Medullary K+ Channel 

ASDN  Nefrona Distal Sensible a Aldosterona 

Nedd4-2 Proteína Expresada en Desarrollo Neuronal 4-2 

KLHL3  Proteína tipo Kelch 3 

CUL3  Proteína Cullin 3 

WNK  Cinasa “With No K (lysine)” 

PKC  Proteína Cinasa C  
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Introducción 

 

La hipertensión arterial alta (HTA) es una de las enfermedades crónicas más comunes en la 

actualidad y constituye el factor de riesgo No. 1 de muerte en el mundo, por lo que se 

considera uno de los problemas de salud pública más importantes. La prevalencia en 

adultos es mayor al 30%. Los individuos que poseen ésta enfermedad tienen alta 

propensión a desarrollar otras alteraciones como fallo renal crónico, infarto agudo al 

miocardio, insuficiencia cardiaca y accidentes cerebrovasculares. La HTA se define como el 

incremento de la presión arterial diastólica <90 mmHg, acompañada de una presión arterial 

sistólica <140 mmHg[1][2]. 

En el 90% de los casos de hipertensión la causa es desconocida, pero se sabe que posee un 

importante componente genético, ya que es más común en descendientes de individuos 

hipertensos que en aquellos con padres normotensos. Se han estudiado más de 50 genes 

que podrían estar involucrados en el desarrollo de la enfermedad, por lo que es evidente 

que no es una enfermedad monogénica, sino el resultado de una herencia poligénica 

susceptible a factores ambientales, de los cuales los más importantes son el consumo de 

sal[3] y la obesidad.  

Con el fin de poder entender la importancia fisiológica de los mecanismos de reabsorción 

de sal que se estudian en éste trabajo, a continuación se hace una breve revisión del órgano 

encargado del mantenimiento y regulación de la presión arterial, el riñón.  

 

Anatomía y Fisiología del Riñón 

El riñón es el órgano encargado de mantener la homeostasis del cuerpo y de regular la 

presión arterial, manteniendo el equilibrio hídrico y el equilibrio ácido-base, a través de 

mecanismos de filtración, reabsorción y excreción de productos residuales de la sangre que 

son eliminados en la orina. 
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En el cuerpo humano existen dos riñones, cada uno de ellos conectados con el resto del 

organismo vía el hilio renal, el cual constituye el sitio de entrada y salida de la arteria y vena 

renal, el uretero y terminales nerviosas que acompañan a los vasos sanguíneos[4]. 

Cada riñón humano está constituido por cerca de un millón de unidades funcionales 

llamadas nefronas. Cada nefrona consta de un glomérulo (grupo de capilares sanguíneos), 

rodeado por la cápsula de Bowman que desemboca en un túbulo compuesto por varios 

segmentos especializados en la filtración del plasma sanguíneo. En conjunto, las nefronas 

tienen la capacidad de filtrar el 20% del gasto cardiaco (GC) que corresponde a 125ml/min 

= aprox. 180 L/día, y producir cerca de 1 L de orina. Lo anterior corresponde a una tasa de 

reabsorción del 99.4% de lo que se filtra a nivel glomerular, por lo cual la regulación de los 

diferentes componentes filtrados es de suma importancia.  

La nefrona se compone de diferentes segmentos o porciones, que son: glomérulo, túbulo 

contorneado proximal (TCP), asa descendente de Henle, asa ascendente de Henle, túbulo 

contorneado distal (TCD), túbulo conector (TCN) y ducto colector (DC)[5] (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Nefrona. Segmentos en los que se divide la unidad funcional del riñón. 
Mácula densa (flecha roja). 
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Cada segmento posee funciones específicas en la filtración y reabsorción de los diferentes 

componentes del plasma sanguíneo y líquido extracelular. Desde el punto de vista 

regulatorio, la nefrona se puede dividir en dos segmentos distintos: 

 Nefrona proximal, conformada por: glomérulo, TCP, asa de Henle (descendente y 

ascendente) y mácula densa (MD).  

 Nefrona distal, conformada por TCD, TCN y DC. 

Las diferencias histológicas de cada una de las porciones de la nefrona son esenciales para 

las tres funciones básicas del riñón: filtración, reabsorción y secreción. La filtración 

corresponde al proceso mediante el cual los componentes del plasma se filtran a través del 

glomérulo y ocurre gracias a la alta presión hidrostática que existe entre la arteriola 

aferente y la arteriola eferente, y a las fenestraciones de los capilares glomerulares. Esto 

permite que los diferentes componentes plasmáticos: H2O, Na+, Cl-, K+ Mg2+, Ca2+, glucosa, 

entre otros, posean la misma concentración en el filtrado glomerular y el plasma. Una 

excepción a ésto son las proteínas que no se filtran debido a su tamaño y a la concentración 

de cargas negativas que se encuentran en la membrana basal del capilar glomerular y en 

los podocitos, los cuales son células especializadas que recubren los capilares glomerulares 

dentro de la cápsula de Bowman. El filtrado entonces, es conducido hacia los diferentes 

túbulos de la nefrona (Figura 2). 

 

    

Figura 2. Barrera de filtración glomerular. 
Estructura formada por el endotelio capital 
fenestrado, la membrana basal y los podocitos. 
Estos dos últimos componentes, con una carga 
neta negativa que impide el paso de proteínas 
por oposición de cargas.  
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La mayor parte de la reabsorción (90-95%) ocurre en la nefrona proximal. En el TCP, la 

reabsorción de agua va ligada a la reabsorción de NaCl, la cual se lleva a cabo gracias a la 

presencia de diferentes transportadores e intercambiadores que modifican la reabsorción 

de Na+, entre los cuales encontramos a los co-transportadores de Na+/Glucosa, Na+/Fosfato 

y el co-transportador de Na+/H+. Posteriormente, la porción descendente del asa de Henle, 

sólo reabsorbe agua, mientras que la porción ascendente, reabsorbe exclusivamente iones. 

Esto tiene un efecto directo sobre la regulación de la osmolaridad plasmática. Por lo tanto, 

el riñón es el órgano blanco de la vasopresina, ya que es en ésta región de la nefrona (asa 

de Henle) en donde la activación de la retención de NaCl favorece la concentración urinaria 

y la retención de agua como efectores de la regulación de la osmolaridad del organismo. 

Sin embargo, la regulación del volumen y del balance de iones Na+, K+ y Cl-, se lleva a cabo 

en porciones más distales de la nefrona. Esto se debe a un mecanismo llamado 

retroalimentación túbulo-glomerular, el cual ocurre entre la mácula densa (MD) y el 

glomérulo. La mácula densa, es un conjunto de células especializadas que se localizan en la 

transición del asa ascendente de Henle y el TCD. Esta estructura particular de la nefrona 

está localizada entre la arteriola aferente y eferente y le permite detectar la concentración 

de NaCl y por tanto, regular el filtrado glomerular de manera inversa. P/e: ante una 

disminución de la concentración de NaCl, la MD aumenta el filtrado glomerular mediante 

mecanismos de vasodilatación en la arteriola aferente y mediante la liberación de 

prostaglandinas que estimulan la liberación de renina por la cápsula suprarrenal y a su vez 

la activación del Eje Renina-Angiotensina-Aldosterona. Esto significa que las modificaciones 

en la reabsorción de NaCl que ocurran antes de la MD, son compensadas por cambios en el 

filtrado glomerular[5][6]. En cambio, en la nefrona distal, donde existe una reabsorción del 5-

10% del filtrado glomerular no existe un mecanismo de retroalimentación local, es por esto 

que las variaciones en la reabsorción de NaCl a este nivel son las que establecen el 

contenido urinario de NaCl y por consiguiente determinan el volumen extracelular y la 

tensión arterial (TA)[7][8]. 
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La nefrona distal como se mencionó antes, está formada por tres segmentos histológica y 

funcionalmente diferentes: TCD, TCN y DC.  A su vez, el túbulo contorneado distal se 

subdivide en TCD proximal (TCD1) y distal (TCD2)[7][8][9][10][11]. Cada uno de estos segmentos 

se caracteriza por la expresión diferencial de proteínas de transporte y reguladoras, 

sugiriendo mecanismos de regulación complejos. En la nefrona distal la reabsorción de Na+ 

ocurre a través de dos vías: el co-transportador electroneutro de NaCl sensible a tiazidas 

(NCC), que se expresa exclusivamente en TCD con una amplia expresión en TCD1 que decae 

gradualmente a lo largo de TCD2, y el canal epitelial de Na+ sensible a amilorida (ENaC), 

cuya expresión aumenta gradualmente a lo largo de TCD2 y es mayor en TCN y DC[7]. ENaC 

no se expresa en TCD1. La co-expresión de NCC y ENaC en TCD2 genera tres segmentos 

distintos: TCD1 donde sólo se expresa NCC, TCD2 donde se encuentran NCC y ENaC, y 

TCN/DC donde sólo ENaC está expresado (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Nefrona distal. La nefrona distal está dividida en su porción proximal 
(TCD1) y distal (TCD2), túbulo conector (TCN) y ducto colector cortical (DCC) (en 
verde). La expresión de NCC y ENaC a lo largo de la nefrona distal es diferencial, 
mientras que ROMK se encuentra presente en los tres segmentos.  

 

El sistema de reabsorción de Na+ en la nefrona distal está acoplada al sistema de excreción 

de K+. La entrada de Na+ a través de ENaC genera un voltaje negativo luminal que favorece 

la excreción de K+ a través de una variedad de vías de transporte de potasio localizadas en 

la membrana apical, que incluyen al canal ROMK (Renal Outer Medullary K+ Channel), el 

canal de K+ activado por Ca2+ y dependiente de flujo (BK Channel), entre otros. Además de 
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la presencia de proteínas transportadoras, la expresión de receptores y otras proteínas 

reguladoras a lo largo de la nefrona distal, son importantes para las funciones diferenciales 

entre los diferentes segmentos[7] (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Distribución del co-transportador NCC, los canales ENaC, ROMK y BK, así 
como de la Na+/K+ ATPasa a lo largo de la nefrona distal.   

 

Existe una clara relación entre la reabsorción de Na+ y la excreción de K+ en la nefrona distal. 

La excreción de K+ es favorecida por un incremento distal de la llegada de Na+. 

Adicionalmente, la presencia de los canales BK en TCN favorecen la elevada excreción de K+ 

cuando el flujo tubular (luminal) incrementa. El aumento en la concentración de Na+ en la 

nefrona distal favorece la reabsorción de Na+ vía ENaC con la subsecuente excreción de K+ 

vía ROMK y/o los canales BK. Clínicamente, la asociación entre el flujo distal y/o la 

concentración de Na+ y la excreción de K+ está fundamentada en el fenotipo presente en 

pacientes con mutaciones en las vías de transporte de Na+[11]. Por ejemplo, en condiciones  
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en las que NCC está anormalmente activo - como en el síndrome de Gordon o PHAII -, la 

disminución de la concentración de Na+ que llega a TCD2 disminuye la actividad de ENaC y 

a su vez impide la excreción de K+ por parte de ROMK, con la consecuente hipertensión con 

hipercalemia clásica del fenotipo PHAII.  

De esta forma, la nefrona distal posee dos funciones opuestas: 1) la reabsorción de Na+ con 

la mínima excreción de K+ y 2) la excreción de K+ en donde la reabsorción de Na+ no 

aumenta[11]. Ambas funciones se llevan a cabo mediante la activación de los componentes 

del eje Renina-Angiotensina-Aldosterona. En condiciones de hipovolemia se secretan tanto 

AngII como aldosterona, mientras que en condiciones de hipercalemia, sólo se secreta 

aldosterona. Para realizar estas dos funciones opuestas en la nefrona distal, los 

transportadores y canales están sujetos a regulación diferencial y específica.  

Para comprender cómo es que las diferentes porciones de la nefrona llevan a cabo sus 

funciones, es necesario analizar los conceptos básicos de la distribución de agua en el 

organismo y los mecanismos de control de la presión arterial.  

 

Equilibrio Hídrico 

El ser humano está compuesto de aproximadamente del 50-60% de agua[5], por lo que la 

regulación del volumen total y su distribución en el organismo constituyen unas de las 

funciones vitales. El agua corporal total se distribuye en dos grandes compartimentos: el 

intracelular, que posee cerca del 60-70% del volumen total de agua; y el extracelular, que 

representa el 30-40% restante[6]. El espacio extracelular a su vez, se divide en el espacio 

comprendido entre células (intersticial) y el espacio dentro de los vasos sanguíneos 

(intravascular) (Figura 5).  
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Figura 5. Compartamentalización y distribución del agua corporal. La mayor parte 
del agua se encuentra en el espacio intracelular, el resto se encuentra distribuido 
entre el espacio intersticial y el intravascular (espacio extracelular).  

 

El movimiento del agua entre los diferentes compartimentos es mediado por un proceso 

denominado ósmosis, el cual se define como el paso de agua a través de una membrana 

semipermeable a favor de gradiente de concentración. La membrana plasmática de las 

células, constituye ésta barrera semipermeable y el paso de agua a través de ella se da 

mediante proteínas integrales de membrana conocidas como acuaporinas[12], que no 

permiten el paso de iones ni otro tipo de moléculas[6]. Esta impermeabilidad iónica permite 

que las concentraciones iónicas sean diferentes a cada lado de la membrana, lo cual es 

fundamental en la determinación de diversas funciones celulares, por ejemplo: la 

generación del potencial de acción. 

En condiciones normales, la cantidad de agua que difunde en ambas direcciones de la 

membrana está equilibrada de manera tan precisa que se produce un cambio neto cero, 

por lo tanto el volumen celular permanece constante. Sin embargo, en ciertas condiciones 

patológicas donde hay ganancia o pérdida de iones o agua (cambio en la osmolaridad), se 

produce un cambio en las concentraciones del líquido extracelular y posteriormente se 

modifica el líquido intracelular como respuesta compensatoria. Como resultado, la célula 

sufre procesos de turgencia o crenación, los cuales tienen efectos graves sobre la función 

de la misma.  
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La distribución del agua entre el líquido intracelular y extracelular depende de las 

concentraciones de iones y moléculas permeables a la membrana plasmática, las cuales son 

extremadamente diferentes[6] (Tabla 1). Una de las mayores diferencias radica en la 

concentración de los iones Na+ y Cl-. La sal es el factor más importante en la determinación 

del volumen extracelular. Generalmente el consumo de sal va acompañado por el consumo 

de agua, lo que genera expansión del volumen intersticial e intravascular, siendo el 

incremento del líquido intravascular lo que repercute en la presión arterial.  

 

 

Tabla 1. Concentraciones iónicas. Extracelulares (EC) e intracelulares (IC). 

 

Presión Arterial 

La presión arterial se define como la presión que ejerce la sangre contra las paredes de las 

arterias y se requiere para la correcta perfusión de los órganos[6]. La presión o tensión 

arterial (TA) es el producto del gasto cardiaco (GC), es decir, la cantidad de sangre expulsada 

por el corazón en litros por minuto y la resistencia periférica total (RPT), que es la resistencia 

al flujo de la sangre que ofrece el sistema arterial, principalmente los vasos pequeños 

conocidos como arteriolas.  

TA = GC x RPT 

La ecuación anterior nos indica que para que ocurran cambios en la TA, debe cambiar el GC, 

la RPT, o ambas. Teniendo en cuenta que el mantenimiento de la presión arterial es 
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fundamental para la vida, el organismo ha desarrollado diversas vías para poder conservarla 

estable, modificando ya sea el GC o la RPT. 

Uno de los mecanismos neuro-hormonales para el mantenimiento de la TA lo representan 

las catecolaminas como la norepinefrina y la epinefrina, hormonas que ejercen su efecto 

sobre receptores adrenérgicos acoplados a proteínas G, ya sea mediante un aumento en la 

resistencia periférica y/o aumentando el gasto cardiaco[5][6]. Otro mecanismo de regulación 

de la TA se debe a la hormona antidiurética conocida como arginina vasopresina (ADH/AVP) 

que se secreta en el lóbulo posterior de la glándula pituitaria (neurohipófisis) en respuesta 

a una reducción en el volumen del plasma y tiene como efectos el aumento de la RPT y la 

disminución de la pérdida de sal y agua en la orina[6][13]. El Eje Renina-Angiotensina-

Aldosterona (Eje RAA) también es un mecanismo de preservación de la TA y constituye la 

principal respuesta del organismo para promover el aumento del volumen circulante a 

través de la retención de sal[14][15][16].  

Como se mencionó anteriormente, se desconocen el o los mecanismos a través de los cuales 

se genera hipertensión arterial en los seres humanos; sin embargo, el papel que juega la 

RPT contra la retención renal de sal favorece la teoría de que la retención renal de sal es un 

factor causal en el desarrollo de la hipertensión arterial crónica[16][17][18]. Es por lo anterior, 

que el estudio de los mecanismos hormonales (Eje RAA) y moleculares (proteínas 

transportadoras de sal) a través de los cuales el riñón es capaz de retener o excretar sal, así 

como su regulación, han sido objeto de investigación durante los últimos años.  

 

Eje Renina-Angiotensina-Aldosterona 

Este eje hormonal está formado por una cascada enzimática que da como resultado la 

producción de Angiotensina II y Aldosterona. En condiciones de hipotensión renal, es decir, 

cuando existe una disminución en la presión de perfusión renal – o por aumento del tono 

simpático[19][20][21] -, se activa la producción de la enzima renina por parte del aparato 

yuxtaglomerular del riñón, siendo este el mecanismo que constituye el paso limitante para 

la activación del eje. La renina es una peptidasa que escinde los últimos cuatro aminoácidos 



17 

 

del angiotensinógeno (molécula producida en el hígado[21])  convirtiéndolo en el 

decapéptido AngI. Una vez en el torrente sanguíneo, la AngI llega a los pulmones donde por 

efecto de la Enzima Convertidora de Angiotensina I (ECA), se escinden los dos últimos 

aminoácidos y se convierte en el octapéptido AngII[22][23][24]. La AngII es un potente 

vasoconstrictor que aumenta la RPT al favorecer la vasoconstricción arteriolar y por otro 

lado, aumenta el GC al favorecer la retención de sal y agua, incrementando el volumen 

extracelular y por consiguiente el volumen circulante[14][15][16][19]. Los efectos de la AngII se 

deben a la unión con su receptor acoplado a proteínas Gq (AT1) o Gi (AT2)[21]. Los receptores 

AT1 son los principales mediadores de los efectos clásicos de la AngII: vasoconstricción 

generalizada y retención renal de Na+. Los receptores AT2 se relacionan con efectos 

contrarios a los producidos por los receptores AT1[21]. La estimulación por parte de la 

angiotensina II sobre los receptores AT1 en la corteza suprarrenal, aumenta la secreción de 

otra hormona, la aldosterona, la cual también estimula la reabsorción renal de sal[20][25][26][27] 

(Figura 6). 

 

 

Figura 6. Eje RAA. La renina promueve la síntesis de AngI, que a su vez se convierte 
en AngII por efecto de la ECA. La AngII tiene la capacidad de aumentar la RPT y la 
retención renal de Na+. Adicionalmente, la aldosterona favorece la retención renal 
de Na+ y la excreción de K+. La combinación de estos efectos conlleva al aumento de 
la TA. 
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La aldosterona es una hormona esteroidea de la familia de los mineralocorticoides 

producida por efecto de la AngII en la sección glomerulosa de la glándula suprarrenal,  

donde la corticoesterona es hidroxilada por la enzima aldosterona sintetasa (CYP450 C11AS) 

y la convierte en aldosterona[22]. Al ser una hormona esteroidea y no poderse almacenar en 

vesículas, su secreción está regida por sus síntesis[20]. En consecuencia, una vez que se activa 

la síntesis de aldosterona, ésta es liberada a la circulación y difunde a través de la membrana 

plasmática de sus tejidos blanco donde se une con su receptor intracelular llamado receptor 

de mineralocorticoides (MR). El efecto clásico de la aldosterona es aumentar la reabsorción 

de sal en epitelios como el riñón, intestino, glándulas salivales y glándulas sudoríparas[28]. 

Una vez que la aldosterona entra a las células epiteliales, sus efectos se pueden dividir en 

tres fases. Durante la primera fase, que no está asociada a la unión con su receptor (0 – 20 

min), incrementa la concentración de IP3, DAG, Ca2+ intracelular y la actividad de la Proteína 

Cinasa C (PKC)[29][30]. Durante la segunda fase (1 – 6 h), aumenta el transporte de Na+ 

mediado por proteínas inducidas por aldosterona que ejercen su efecto sobre canales pre-

existentes; y en la tercera fase (> 3 h), aumenta el transporte de Na+ mediado por un 

aumento en la cantidad de proteínas transportadoras presentes en la célula. La segunda y 

la tercera fase se dan en respuesta a la unión de la aldosterona con su receptor[20][28][31]. 

Los efectos de la aldosterona sobre la nefrona distal se limitan a un segmento específico del 

TCD, conocido como nefrona distal sensible a aldosterona (ASDN), que comprende TCD2, 

TCN y DC. Es en estas regiones donde la acción de la aldosterona puede tener efecto a través 

de la co-expresión del receptor de aldosterona: el receptor de mineralocorticoides (MR) y 

la enzima 11-β hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11- βHSD2) (Figura 7), la cual es 

necesaria para degradar al cortisol y prevenir la ocupación promiscua del MR por el 

mismo[32][33][34][35] (Figura 8). El cortisol es una hormona esteroidea también producida por la 

glándula suprarrenal, con una alta afinidad por el MR, debido a que circula en 

concentraciones 100 -1000 veces mayor en plasma que la aldosterona. La ausencia de la 11- 

βHSD2 en TCD1 se debe a la temprana insensibilidad del TCD a la aldosterona. 
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Figura 7. Componentes del sistema de respuesta a aldosterona. La expresión de la 
11-βHSD2, el MR y SGK1 coincide en TCD2, de tal forma que esta porción de la 
nefrona constituye una región importante para la reabsorción de Na+. 

 

 

Figura 8. Acción de la 11-βHSD2. La presencia de esta enzima favorece la 
degradación del cortisol (C) y permite que la aldosterona (A) ocupe su lugar en el 
receptor de mineralocorticoides (MR). 

 

Otras dos proteínas reguladoras involucradas con los efectos de la aldosterona se expresan 

en ASDN, la ligasa de ubiquitina tipo HECT E3 Nedd4-2 (Neuronally Expressed 

Developmentally Downregulated 4-2)[36]  y la cinasa SGK1 (Serum Glucocorticoid Regulated 
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Kinase 1)[25]. La inducción de SGK1 produce un aumento en el transporte de Na+ al 

incrementar la translocación apical y aumentar la estabilidad de NCC y ENaC[25][31][37][38][39]. Se 

ha demostrado que Nedd4-2 regula una variedad de canales iónicos incluido ENaC[40], 

mediante la interacción de motivos PY - PPXY, donde P es prolina, X cualquier aminoácido y 

Y es tirosina -, localizados en el dominio C-terminal de ENaC. Nedd4-2 induce la 

ubiquitinación de ENaC promoviendo su internalización y degradación. La regulación de 

ENaC mediada por aldosterona se logra a través de la inducción de la expresión de SGK1 

que fosforila a Nedd4-2 en la Ser328 inhibiendo la interacción de Nedd4-2 con ENaC, 

disminuyendo así la ubiquitinación y degradación de esta última. La aldosterona también 

induce aumento en la expresión de NCC a nivel proteico – sin aumento de su RNAm -, 

únicamente en TCD2 donde puede llevar a cabo su efecto[41]. El efecto post-traduccional de 

la aldosterona sobre NCC se lleva a cabo vía Nedd4-2[42][43][44], de manera similar a la 

regulación por aldosterona de ENaC[45]. Experimentos previos han demostrado que en 

condiciones normales, Nedd4-2 es un regulador negativo de NCC interactuando de manera 

independiente del motivo PY (contrario al caso de ENaC) promoviendo la ubiquitinación de 

NCC en la membrana plasmática, efecto que, es inhibido por la fosforilación de NCC como 

consecuencia de la actividad de SGK1, de forma dependiente de cinasa[45] (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Efecto de SGK1 sobre ENaC y NCC. En condiciones normales, la ligasa de 
ubiquitina Nedd4-2, ubiquitina y degrada a ENaC (dependiente de motivo PY) y NCC; 
mientras que en presencia de aldosterona, la síntesis de la cinasa SGK1 promueve la 
fosforilación de Nedd4-2 en la Ser328 e impide la degradación de ENaC y NCC, 
aumentando la permeabilidad al Na+ en TCD2. 
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, se puede definir que los efectos de la aldosterona 

como principal mediador de la reabsorción de volumen – secundario a la activación del eje 

RAA[6][16][20][46] -, se deben a la regulación de NCC y ENaC en TCD2. A continuación se 

describirán brevemente las características de los co-transportadores electroneutros 

acoplados a Cl-, profundizando en el co-transportador de Na+:Cl- (NCC), el cual es el sujeto 

de estudio del presente trabajo. 

 

Co-transportadores Electroneutros Acoplados a Cl- 

La familia SLC12 se compone de 9 genes que codifican para un grupo de co-transportadores 

electroneutros acoplados a Cl-, de los cuales 7 se han caracterizado ampliamente desde el 

punto de vista funcional. Esta familia se divide en dos ramas: 

1. Co-transportadores electroneutros acoplados a Na+ 

 SCL12A1: es un gen que codifica para NKCC2, un transportador de Na+:K+:2Cl- 

(estequiometría 1:1:2); se expresa exclusivamente en el asa ascendente de 

Henle y determina los mecanismos de reabsorción de NaCl y cationes divalentes, 

así como la concentración urinaria de los mismos.[47]. 

 SCL12A2: es un gen que codifica para NKCC1, un transportador de Na+:K+:2Cl- 

(estequiometría 1:1:2); de expresión ubicua para el que se han descrito 

funciones importantes en la regulación de Cl-, la percepción del dolor y el 

volumen intracelular en el sistema nervioso[48][49][50]. 

 SLC12A3: es un gen que codifica para NCC, un transportador de Na+:Cl- 

(estequiometría 1:1) que se expresa en el túbulo contorneado distal y su función 

es clave en la regulación del volumen extracelular y la presión arterial[47][51][52]. 

2. Co-transportadores electroneutros acoplados a K+ 

 SCL12A4 - SCL12A7: son genes que codifican para KCC1 – KCC4, son co-

transportadores de K+:Cl- (estequiometría 1:1); se expresan en diversos tejidos 
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incluyendo eritrocitos (KCC1), sistema nervioso central (KCC2) y riñón (KCC3 y 

KCC4)[48][53][54][55][56][57]. 

Los transportadores de la familia SCL12 son transportadores de membrana 

estructuralmente similares que poseen 12 segmentos transmembranales[58], un extremo 

amino terminal corto y un extremo carboxilo terminal largo, ambos intracelulares[47]. Los co-

transportadores acoplados a Na+ poseen un asa hidrofílica larga de localización extracelular 

con dos sitios de N-glucosilación entre los segmentos transmembranales 7 y 8.  

Los co-transportadores de la familia SLC12 se regulan por hormonas como catecolaminas[59], 

vasopresina (AVP/ADH)[12][13], hormona paratiroidea[59][60], hormona de crecimiento[61], 

angiotensina II[62][63] y aldosterona[64][65].  

 

Co-transportador de Na+:Cl- Sensible a Tiazidas (NCC) 

El co-transportador de Na+:Cl- sensible a diuréticos tipo tiazida (hidroclorotiazida, 

metolazona, clortalidona, etc.), se encuentra en la membrana apical de las células del TCD 

y depende del gradiente de Na+ generado por la Na+/K+ ATPasa basolateral[7][66] (Figura 10). 

El transporte de Na+ acoplado a Cl- fue descrito inicialmente en la vejiga urinaria de 

Pseudopleuronectes americanus (lenguado), mostrando que existe un transporte activo y 

electroneutro de Na+ y Cl- con dirección de membrana apical a membrana basolateral de 

las células de la vejiga urinaria[67]. Posteriormente, se reportó la interdependencia del 

transporte de Na+ y Cl- , ya que la perfusión de soluciones libres de Na+ o Cl- inhibían el 

transporte[68], siendo independiente de la presencia de K+ e inhibido de manera rápida y 

reversible por medicamentos tipo tiazida sin efectos basolaterales[69]. Se identificó el sitio 

de acción de las tiazidas en las primeras porciones de la nefrona distal (que se encuentra 

exclusivamente en la corteza renal) y se propuso un modelo en donde el 

receptor/transportador tiene un sitio de unión para Na+ y un sitio competitivo de unión para 

Cl- o tiazidas, explicando así su función diurética[70].  
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Figura 10. Co-transportador de Na+:Cl-. NCC se expresa en la membrana apical de las 
células de TCD, es inhibido por diuréticos tipo tiazida y es dependiente de la función 
de la Na+/K+ ATPasa. 

 

Debido a que la vejiga urinaria de P. americanus se puede considerar desde el punto de 

vista embriológico, como una especie de TCD primitivo[71], se empleó la técnica de expresión 

funcional en ovocitos de Xenopus laevis como sistema de expresión heterólogo para 

identificar una clona de DNAc de 3686 pares de bases con un marco de lectura abierto de 

3069 bases que codifica para una proteína de 1023 aminoácidos y una masa molecular 

calculada de 110 kDa, que aumentaba la captación de 22Na+ dependiente de Cl- y se inhibía 

de manera selectiva por tiazidas. Así fue como se demostró que el DNAc aislado codificaba 

para el co-transportador Na+ y Cl- sensible a tiazidas (NCC)[51]. Más tarde, por análisis de 

hidropatía, se sugirió la presencia de un extremo amino terminal intracelular corto e 

hidrofílico, seguido de 12 α-hélices que correspondían a potenciales segmentos 

transmembrana con un asa hidrofílica con tres posibles sitios de N-glucosilación (N403, 

N414 y N432), localizada extracelularmente, y finalmente, un extremo carboxilo terminal 

intracelular largo de aproximadamente 450 aminoácidos[58] (Figura 11).  

Posterior a la identificación de la secuencia del NCC de lenguado, se reportó la identificación 

del gen de NCC de rata, con 61% de homología[47]. El NCC de ratón se aisló vía PCR mostrando 
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una homología del 97% con el NCC de rata[72]; y mediante Northern Blot se observó que en 

rata y ratón el RNAm de NCC solo se expresa en el riñón[73]. El NCC de humano fue 

identificado como dos transcritos codificados en el cromosoma 16q13, uno con un marco 

de lectura abierto de 3063 pares de bases que codifica una proteína de 1021 aminoácidos 

con peso molecular de 112 kDa, y otro con marco de lectura abierto de 3090 pares de bases 

que codifica para una proteína de 1030 aminoácidos. Existe una diferencia de longitud del 

NCC humano contra el NCC de rata o ratón debido a la expresión del exón 20 (presente en 

humanos, pero no en rata o ratón) que agrega 17 aminoácidos (variante de 1021 

aminoácidos) o 26 aminoácidos (variante de 1030 aminoácidos). Se observó también que 

en humanos el transcrito de NCC se expresa únicamente en riñón[49][73].  

 

 

Figura 11. Estructura de NCC. NCC se compone de un extremo N-terminal 
intracelular (A), 12 segmentos transmembrana (1-12) con sitios de glucosilación 
entre los segmentos 7 y 8, y un extremo C-terminal intracelular (B).  

 

Como ya se mencionó anteriormente, NCC se expresa en TCD, siendo mayor su expresión 

en la primera porción del túbulo contorneado distal (TCD1) y menos en la segunda porción 

del túbulo contorneado distal (TCD2) [11][47] [49][74][75][76][77] (Figura 12). Debido a la localización 

específica de NCC en la nefrona distal, su regulación es un factor determinante en la 

regulación de la TA, lo que resulta evidente en pacientes con síndromes clínicos asociados 

a la disfunción de NCC[47][66]. 

A 
B 
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Figura 12. Expresión de NCC en la nefrona distal. El co-transportador de Na+:Cl- 

(NCC) se expresa ampliamente en TCD1 y disminuye a lo largo de TCD2. 

 

Enfermedades Relacionadas con NCC 

Dos de las enfermedades más importantes relacionadas con el transporte de NaCl mediado 

por NCC son: el síndrome de Gitelman y el síndrome de Gordon, los cuales son imágenes en 

espejo uno del otro (Figura 13). 

 

 

Figura 13. El síndrome de Gitelman y el síndrome de Gordon (PHAII) poseen 
fenotipos opuestos.  
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El síndrome de Gitelman, es una enfermedad autosómica recesiva que presenta un fenotipo 

de hipotensión, hipocalemia y alcalosis metabólica[78]. Se ha determinado que las 

mutaciones en pacientes con este síndrome están localizadas en el gen que codifica para 

NCC[52][79]. Existe un gran número de mutaciones en NCC causantes del síndrome de 

Gitelman, las cuales exhiben un procesamiento anormal en el tráfico y expresión del 

transportador que disminuye su concentración en la membrana plasmática e inhibe su 

función. Para confirmar que las alteraciones en la expresión de NCC son la causa del 

síndrome, se hicieron experimentos con ratones knock-out (KO) y knock-in (KI) de NCC y se 

encontró que evocaban el fenotipo del síndrome de Gitelman[80][81]. La disminución en la 

presión arterial en pacientes con Gitelman demuestra que la función de NCC constituye un 

factor clave en la regulación de la TA, aunado al hecho de que los diuréticos tipo tiazida son 

el medicamento de primera línea en el tratamiento de la hipertensión arterial[82], lo cual 

subraya el papel de NCC en la regulación de la reabsorción de Na+, el volumen circulante y 

la presión arterial. 

El síndrome de Gordon o pseudohipoaldosteronismo tipo II (PHAII) es una enfermedad 

autosómica dominante que ha sido clave en el entendimiento de la regulación de NCC. El 

PHAII se caracteriza por hipertensión, hipercalemia y acidosis metabólica[83][84]. Durante los 

primeros estudios de pacientes con PHAII, se observó que al restringirles la ingesta de sal, 

se corregían los niveles de K+, H+ y TA[85], lo que hacía pensar en una hiperactivación del eje 

RAA, a pesar de que las concentraciones plasmáticas de renina y aldosterona se 

encontraban disminuidas.  Al principio de la identificación del síndrome de Gordon, se 

describió que el fenotipo de PHAII era completamente corregido con dosis bajas de 

tiazidas[86], lo que llevó a pensar que este síndrome se debía a mutaciones activantes en 

NCC, sin embargo, la secuencia de NCC en pacientes con PHAII era normal[87].  

Estudios posteriores describieron mutaciones en dos isoformas de unas cinasas conocidas 

como WNK1 y WNK4, como las causantes de PHAII[88], y más adelante se demostró que éstas 

cinasas participan en una cascada de señalización - mediante el reclutamiento de otras dos 

proteínas: SPAK (Ste20-related Proline-Alanine-rich Kinase) y OSR1 (Oxidative Stress-
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Responsive Gene 1)[89][90] -,  que termina en la fosforilación y activación de NCC[91]. Siendo la 

vía WNK-SPAK/OSR1-NCC la base molecular del síndrome de Gordon[92]. 

Recientemente se identificaron dos genes adicionales responsables del desarrollo de PHAII 

que codifican para las proteínas KLHL3 y CUL3, encontrados en pacientes con expresión 

normal de las cinasas WNK1 y WNK4[93][94]. A la fecha se ha descrito que las proteínas KLHL3 

y CUL3 forman un complejo ligasa de ubiquitina E3 que tiene como sustratos a las cinasas 

WNK1 y WNK4, marcándolas para su degradación por la vía del proteasoma[95][96][97][98][99][100]. 

Las diferentes mutaciones en los cuatro genes descritos hasta el momento causantes de 

PHAII, presentan diferencias en cuanto a la edad en la que se presentan el fenotipo y la 

gravedad del mismo, siendo la mutante de CUL3 la más grave y las mutantes de WNK1 las 

más sutiles (Tabla 2).  

 

 

Tabla 2. Gravedad del fenotipo PHAII según la mutación. Mutantes PHAII de CUL3, 
KLHL3, WNK4 y WNK1. 

 

A continuación analizaremos los componentes de la vía KLHL3/CUL3-WNK-SPAK/OSR1-NCC 

para un mejor entendimiento de los mecanismos de regulación a los que se encuentra 

sometido NCC y se profundizará principalmente en el papel de las mutantes PHAII. 
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Cinasas WNK 

Las cinasas WNK (With No K – lysine -) son una familia de cinasas de Ser/Thr que deben su 

nombre a la ausencia de la lisina catalítica clásica de este tipo de cinasas y a la presencia de 

una cisteína en su lugar[88][101]. Existen cuatro miembros identificados: WNK1 (con sus 

variantes L-WNK1 y KS-WNK1), WNK2, WNK3 y WNK4[102][103]. Todas comparten una 

estructura común, la cual se compone de un extremo amino terminal (146-200 

aminoácidos), un dominio cinasa altamente conservado (274 aminoácidos) – excepto KS-

WNK1 -, un dominio autoinhibitorio, dominios coiled-coil y un dominio acídico (11 

aminoácidos) localizados en el extremo carboxilo terminal (786-1888 aminoácidos) (Figura 

14). 

La cinasa WNK1 se ha descrito como activadora de NCC y el gen que codifica para ella 

produce dos transcritos a partir de empalme alternativo: L-WNK1 (Long), es una variante 

larga con extremo amino terminal y dominio cinasa completos, de expresión ubicua[104] y 

KS-WNK1 (Kidney Specific) una variante corta y específica de riñón, particularmente 

expresada en la nefrona distal, que carece del dominio amino terminal clásico y del dominio 

cinasa[88][103][105][106] –localizado en los exones 3 y 4 -,  debido a la transcripción alternativa del 

exón 4A[102]. La expresión de WNK2 predomina en el sistema nervioso central y posee un 

papel importante en la regulación de los co-transportadores NKCC1 y NKCC2 en 

neuronas[107]. WNK3 y WNK4 han sido identificadas en riñón. WNK3 funciona como 

activadora de NCC[108], mientras que WNK4 posee un efecto dual sobre NCC actuando como 

inhibidor o como activador dependiendo del contexto fisiológico específico en el que se 

encuentre. Actualmente se desconoce la totalidad de la extensión, expresión y función de 

estas cinasas en otros tejidos[101][105]. 

La actividad específica de cada una de las cinasas WNK sobre la regulación de la actividad 

de NCC se han estudiado más a fondo en diversos trabajos que van más allá de los intereses 

de esta tesis, por lo que nos enfocaremos principalmente en el papel de las mutantes PHAII 

de  WNK1 y WNK4. 
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Las mutaciones causantes de PHAII identificadas en WNK4, son cuatro mutaciones 

missense, de las cuales tres se localizan en su dominio acídico (E561K, D564A, Q565E) y una 

más en su extremo C-terminal (R1185C)[88] (Figura 14).  

 

                      

Figura 14. Estructura de las cinasas WNK. Todas las cinasas WNK comparten una 
estructura similar compuesta por un extremo N-terminal, un dominio cinasa 
(naranja) - excepto KS-WNK1 -, un dominio autoinhibitorio (rojo) y un dominio C-
terminal. Además, todas poseen dos dominios coiled-coil. Se muestra el 
alineamiento del dominio acídico  -altamente conservado en todas las cinasas WNK 
-, con los sitios de mutaciones PHAII encontrados en WNK4. 

 

En el caso de WNK1, la mutación causante de PHAII es la deleción del primer intrón (WNK1 

Δ1) del gen que codifica para la isoforma L-WNK1 y causa un incremento cinco veces mayor 

de la expresión de WNK1 silvestre[88].  

Recientemente (resultados aún no publicados) se han encontrado mutaciones missense en 

el dominio acídico de WNK1, las cuales presentan el fenotipo de hipercalemia con acidosis 

metabólica, pero sin hipertensión (Tabla 2). La particularidad del fenotipo ocasionado por 

estas mutaciones puntuales en WNK1 resulta sumamente interesante, ya que podría indicar 

la existencia de un mecanismo desconocido de regulación para NCC en TCD2 - donde la 

expresión de NCC es mucho menor que en TCD1 -, de tal forma que los cambios en la 
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activación del co-transportador en esta porción de la nefrona no serían tan importantes 

como para generar alteraciones en la presión arterial, lo cual explicaría el fenotipo de 

hipercalemia sin hipertensión. Por esta razón, decidimos explorar la posibilidad de que la 

cinasa WNK1 estuviera regulada por SGK1 en la nefrona distal sensible a aldosterona. 

El dominio acídico de las cinasas WNK es el sitio de unión con la ligasa de ubiquitina KLHL3 

y corresponde a una secuencia de 11 aminoácidos altamente conservada en todas las 

isoformas[88]. Para WNK1 y WNK4 la secuencia de aminoácidos es idéntica (EPEEPEADQHQ), 

mientras que para WNK3 existe variación en 4 aminoácidos (ECEETEVDQHV) (Figura 15). 

Entre las diferencias del dominio acídico de WNK3, destaca la presencia de un residuo 

potencialmente fosforilable que corresponde a la Thr541, único para ésta isoforma y 

conservado entre ortólogos (Figura 16).  

 

                                                       

Figura 15.  Alineamiento del dominio acídico de las cinasas WNK. Se observa que 
WNK3 es la única isoforma que posee un residuo potencialmente fosforilable, la 
Thr541. 

 

 

Figura 16. Alineamiento del dominio acídico de WNK3 entre especies. 
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Además de las cinasas WNK1 y WNK4, la cinasa WNK3 es también sustrato del complejo 

ligasa de ubiquitina KLHL3-CUL3. De tal forma que la presencia exclusiva y conservada de la 

Thr541 en el dominio acídico de WNK3 nos llevó a estudiar la posibilidad de la existencia de 

un mecanismo de regulación único para ésta isoforma, que conlleve a la modulación sutil 

de NCC.  

 

Cascada de Señalización WNK-SPAK/OSR1-NCC 

Posterior a la identificación de WNK1 y WNK4 como los genes causantes de PHAII, se 

realizaron numerosos estudios que llevaron a la identificación de las cinasas de Ser/Thr 

OSR1 y SPAK como sustratos de WNK1 y WNK4[89][90]. OSR1 y SPAK poseen un dominio 

catalítico en su extremo amino terminal similar al encontrado en otros miembros de las 

cinasas Ste20, dos regiones conservadas conocidas como motivo S (motivos de serina), y un 

dominio carboxilo terminal conservado (CCT). SPAK a su vez, se caracteriza por tener una 

zona rica en prolina y alanina (48 aminoácidos) en su región amino terminal. Se ha 

encontrado que el dominio CCT de OSR1 y SPAK interactúa con el motivo RFx[V/I] presente 

en las cinasas WNK y en los transportadores miembros de la familia SLC12 (Figura 17). 

Estudios que identificaban a OSR1 y SPAK como reguladores de NKCC1[109][110][111][112] sirvieron 

como fundamento para pensar que otro miembro de esta familia de transportadores, el 

NCC, también podría ser sustrato de estas dos cinasas[113]. Mediante alineamiento de 

secuencias entre NKCC1 y NCC se identificaron tres posibles sitios de fosforilación (Thr53, 

Thr58 y Ser71) para NCC (Figura 17) y en un modelo de ratón knock-in con la mutación 

WNK4 D561A causante del fenotipo PHAII se demostró que la fosforilación de NCC 

aumentaba, así como la fosforilación de las cinasas OSR1 y SPAK, lo que sugería que la vía 

WNK-SPAK/OSR1-NCC estaba presente en riñón y se activaba por mutaciones causantes de 

PHAII[110]. 
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Figura 17. Las cinasas WNK activan a SPAK y OSR1. La activación sucede mediante 
la fosforilación de residuos de treonina en sus dominios cinasa (Thr233 y Thr185). 
Los residuos de serina (S373 y S325) en el motivo S, también son fosforilados por las 
cinasas WNK, pero sin efecto sobre la activación de OSR1 y SPAK. El extremo C-
terminal (altamente conservado en SPAK y OSR1) se une al motivo RFx[V/I] en las 
cinasas WNK y en los miembros de la familia SLC12.  

 

Aunque se habían identificado varios reguladores río arriba de esta cascada de señalización, 

se desconocía con exactitud cómo estos reguladores modulaban la actividad de las cinasas 

WNK. Teniendo en cuenta que las mutaciones reportadas en las cinasas WNK1 y WNK4, y 

en las proteínas KLHL3 y CUL3 conllevan al desarrollo de PHAII, y que la activación de la vía 

WNK-SPAK/OSR1-NCC subyace su patogénesis, fue razonable especular que algunos de los 

componentes de esta cascada de señalización, en particular las cinasas WNK, podrían ser 

los sustratos del complejo KLHL3-CUL3 para ser marcados y llevados a degradación por la 

vía del proteasoma. 

 

El Complejo KLHL3-CUL3 y el Sistema de Ubiquitina 

KLHL3 es miembro de la familia de proteínas Kelch-like formada por 42 miembros descritos 

hasta el momento[114]. En general, las proteínas KLHL poseen un dominio BTB (Bric a Brac 1, 
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Tramtrack, and Broad Complex) que facilita la interacción proteína-proteína[115], un dominio 

BTB y amino terminal denominado BACK, y un extremo carboxilo terminal formado por 

cinco o seis dominios Kelch. Los dominios Kelch forman una hoja con estructura de β-hélice, 

también involucrada en la interacción proteína-proteína pero con unión preferencial por 

sus sustratos (Figura 18). Se han reportado mutaciones en genes que codifican para 

proteínas KLHL en múltiples patologías. Mutaciones en el gen para KLHL7 causan retinitis 

pigmentosa autosómica dominante[116][117], mientras que mutaciones missense en el gen 

para KLHL9 genera miopatía distal[118]. En estudios sobre estas enfermedades, se encontró 

que las proteínas KLHL se unen a proteínas Cullin3 mediante sus dominios BTB y capturan 

sus sustratos mediante sus repeticiones Kelch, exhibiendo actividad de ligasas E3[117] (Figura 

19). 

 

 

Figura 18. Estructura de las proteínas Kelch-like. Extremo N-terminal con dominios 
BTB y BACK y un extremo C-terminal con seis dominios Kelch. El dominio BTB es el 
sitio de unión para CUL3 y las repeticiones Kelch forman una estructura de propela 
que permite capturar al sustrato. Algunas de las mutaciones causantes de PHAII 
(amarillo) se localizan en los dominios Kelch. 

 

CUL3 es miembro de la familia Cullin3 y sirve como proteína adaptadora para ligasas de 

ubiquitina E3. Se compone de un extremo amino terminal variable que le confiere la 

capacidad de interacción proteína-proteína, y un extremo carboxilo terminal que funciona 

como sitio de unión para proteínas RING que a su vez, funcionan acercando a las enzimas 

E2 del sistema de ubiquitina[93].  

KLHL3 se expresa predominantemente en la membrana apical de las células de TCD, 

mientras que CUL3 es de expresión ubicua y se encuentra en todos los segmentos de la 
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nefrona, con un particular aumento de su expresión en túbulo proximal y TCD. Estos 

hallazgos son congruentes con que ambas proteínas juegan un papel importante en la 

regulación de sal y electrolitos en la nefrona distal[93].  

 

 

Figura 19. Esquema del complejo KLHL3-CUL3. Interacción formada por dímeros de 
KLHL3 y CUL3. KLHL3 (naranja y morado) y CUL3 (verde) se unen a través de su 
extremo N-terminal y la transferencia de ubiquitinas se realiza a través de la proteína 
RING (amarillo) que funciona como una E3 del sistema de ubiquitina. El sustrato 
(café) es anclado mediante las repeticiones Kelch de KLHL3. 

 

La ubiquitinación es una modificación post-traduccional que involucra la unión de un 

residuo de ubiquitina, vía un motivo de di-glicina localizado en su extremo carboxilo 

terminal, a una proteína blanco[119]. La ubiquitina es una proteína intracelular pequeña (76 

aminoácidos) altamente conservada a lo largo de la evolución, de expresión ubicua, la cual 

se une vía enlace covalente isopeptídico a residuos de lisina (K) en las proteínas blanco[119]. 

El proceso de ubiquitinación se describió inicialmente como una señal de marcaje 

intracelular para proteínas destinadas a degradación por el proteasoma[120]. Actualmente se 

sabe que la ubiquitinación es un proceso altamente específico, que entre muchas funciones, 

regula el tráfico intracelular de proteínas, la internalización de proteínas de membrana y la 

degradación por la vía del proteasoma[42][43][119]. La ubiquitina misma posee siete residuos de 

lisina (K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63) lo que permite la formación de cadenas de residuos 
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de ubiquitina. Se ha descrito que la unión en la K48 está asociada a degradación 

proteasomal y en la K63 con procesos de internalización y endocitosis[42][43][119]. La 

ubiquitinación se puede dividir en monoubiquitinación (unión de una molécula de 

ubiquitina en diferentes residuos de lisina de una misma proteína) y poliubiquitinación 

(unión de más de dos moléculas de ubiquitina en el mismo residuo de lisina). 

El mecanismo a través del cual la ubiquitina se une a su proteína blanco es complejo, a 

continuación se explicará de manera sencilla. La unión de la ubiquitina consiste en una 

cascada enzimática compuesta por tres o cuatro miembros (Figura 20): 

 E1. Enzima activadora de la ubiquitina: esta proteína une a la ubiquitina 

mediante hidrólisis de ATP vía un enlace tioéster a una cisteína catalítica de la 

E1. 

 E2. Enzima transportadora de la ubiquitina: esta proteína recibe la ubiquitina 

activada de la E1 y la transporta a través de un residuo de cisteína. Actúa en 

conjunto con la E3. 

 E3. Ligasa de ubiquitina: esta enzima es la encargada de llevar a cabo el 

reconocimiento del sustrato y de transferir la ubiquitina a la proteína blanco. 

 E4. Miembro inconstante de la cascada de ubiquitinación, que al estar presente 

favorece la formación de cadenas de poliubiquitinación. 

 DUB. Desubiquitinasa: enzima que posee la capacidad de revertir el proceso de 

ubiquitinación. 

La transferencia de la ubiquitina de la E2 a la E3 requiere una explicación más detallada 

debido a que existen dos tipos de ligasas de ubiquitina E3: a) familia de RING (Really 

Interesting New Gene) y b) familia de HECT (Homologous to E6AP Carboxy Terminus 

domain). Ambos tipos reconocen a la proteína blanco, sin embargo, en el caso de las ligasas 

tipo RING, éstas aproximan al sustrato a la E2 para que se lleve a cabo la transferencia de la 

ubiquitina; mientras que las tipo HECT reciben a la ubiquitina de la E2 y la misma HECT E3 

es la encargada de transferir la ubiquitina a la proteína blanco[43]. 
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Figura 20. Ubiquitinación. Cascada enzimática compuesta por tres miembros (E1, E2 
y E3). En el caso de la ligasa de ubiquitina E3 tipo RING, la E3 funciona como 
adaptador que aproxima a la E2 y al sustrato. Las E4 pueden favorecer la formación 
de cadenas de poliubiquitinación y las DUB (desubiquitinasas) revierten el proceso 
(no mostradas en la figura). 

 

Las mutaciones PHAII encontradas en KLHL3  - mediante secuenciación de exomas -, pueden 

ser recesivas o dominantes y no están confinadas a una sola región[93], sino que se 

encuentran presentes en los dominios BTB, BACK y repeticiones Kelch (Figura 21A). 

Experimentos con transfecciones estables de KLHL3 WT y sus diferentes mutantes PHAII en 

células HEK293, mostraron que las mutaciones en los dominios BTB y BACK afectan su 

capacidad de unirse a CUL3, mientras que las mutaciones en las repeticiones Kelch inhiben 

la capacidad de KLHL3 para unirse con sus sustratos[96] (Figura 21B).  

Por otra parte, las mutaciones halladas en CUL3 son de tipo dominante y se deben a un 

empalme alternativo que elimina el exón 9, causando una deleción de 57 aminoácidos (403-

459)[93]. Experimentos en células HEK293 mostraron que la mutante CUL3 Δ9 no pierde su 

capacidad de unión con KLHL3 (Figura 22A), sino que aparentemente incrementa su 

actividad de ligasa de ubiquitina E3 contra KLHL3 (Figura 22B) y la degrada[121] (Figura 22C). 
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Figura 21. Las mutantes PHAII de KLHL3 pierden su capacidad de unión con CUL3 y 
sus sustratos. A) Representación esquemática de las mutaciones PHAII halladas en 
los diferentes dominios estructurales de KLHL3. B) Inmunoprecipitación donde se 
observa que las mutaciones PHAII de KLHL3 localizadas en los dominios BTB y BACK 
impiden su interacción con CUL3, mientras que las mutaciones en las repeticiones 
Kelch de KLHL3 presentan diferente afinidad por el sustrato WNK1[96]. 

 

 

Figura 22. La mutante CUL3 Δ9 ubiquitina y degrada a KLHL3. A) 
Inmunoprecipitación donde se observa que la mutante CUL3 Δ9 mantiene la 
habilidad de interactuar con KLHL3. B) CUL3 Δ9 ubiquitina a KLHL3 de manera más 
eficaz que CUL3 WT. C) La co-expresión de CUL3 WT y KLHL3 en células HEK293 
disminuye la abundancia de WNK4, mientras que la mutante CUL3 Δ9 tiene afinidad 
preferencial por degradar a KLHL3. Ellison[121]. 
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Subsecuente a la identificación de las mutaciones en KLHL3 y CUL3 relacionadas a PHAII, se 

encontró que las cinasas WNK1 y WNK4 son los sustratos del complejo KLHL3-CUL3[95] 

[96][97][98][99][100]. Mediante experimentos en células HEK293 transfectadas con WNK1, KLHL3 

WT y KLHL3 R528H (mutante PHAII de unión al sustrato), y en presencia de los componentes 

del sistema de ubiquitina (E1, E2 y ubiquitina) – en diferentes combinaciones -, e incubadas 

con ATP y Mg2+  como cofactor, se demostró que la presencia de todas las proteínas del 

sistema de ubiquitina promueve la ubiquitinación de WNK1, así como que la mutante KLHL3 

R528H es incapaz de unir y ubiquitinar a WNK1[96] (Figura 23A). De la misma forma, se 

observó la ubiquitinación de WNK4 en presencia de KLHL3 WT, en experimentos de 

inmunoprecipitación en condiciones desnaturalizantes[97] (Figura 23B).  

 

 

Figura 23. WNK1 y WNK4 son sustratos de KLHL3. A) La presencia de todos los 
componentes del sistema de ubiquitina (ATP, E1, E2, ubiquitina) y KLHL3 WT 
promueven la ubiquitinación de WNK1, mientras que la mutante KLHL3 R528H no 
tiene efecto sobre WNK1[96]. B) WNK4 se ubiquitina en presencia de KLHL3 WT. 
Uchida[97]. 

 

Análisis de mutaciones en WNK4 causantes de PHAII, claramente revelaron cómo 

interaccionan estas proteínas. Como se mencionó anteriormente, tres de las cuatro 

mutaciones PHAII en WNK4 se encuentran en su dominio acídico, por lo que experimentos 

realizados en células HEK293 mediante transfección estable de WNK4 WT y las mutantes 
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WNK4 E562K y Q565E (mutantes PHAII del dominio acídico)[96] (Figura 24A) y experimentos 

de espectometría acoplada a fluorescencia, mostraron que la interacción entre KLHL3 y 

WNK4 es suprimida por mutaciones en WNK4 causantes de PHAII, indicando que el dominio 

acídico de la cinasas WNK está involucrado en la unión con KLHL3[97][98] (Figura 24B).  

 

 

 

 

Con base en los hallazgos previos, se decidió explorar si además de las cinasas WNK1 y 

WNK4, KLHL3 podía tener como sustratos a otros componentes río abajo de la cascada de 

señalización WNK-SPAK/OSR1-NCC. Se realizaron experimentos en células HEK293 co-

expresando las proteínas KLHL3, WNK4, OSR1, SPAK y NCC y se observó que la interacción 

con KLHL3 es exclusiva para WNK4 y en ningún caso KLHL3 co-inmunoprecipita con las 

cinasas OSR1, SPAK o NCC[97] (Figura 25). Lo anterior demuestra que el efecto de ligasa de 

ubiquitina KLHL3 es específico para las cinasas WNK a través de la unión con su dominio 

acídico.  

Figura 24. El dominio acídico de WNK4 es el 
sitio de unión con KLHL3. A) WNK4 WT co-
inmunoprecipita con KLHL3, mientras que las 
mutantes WNK4 E562K y Q565E no interactúan 
con KLHL3[96]. B) Ensayo de FCS donde se 
observa que el tiempo de difusión del péptido 
del dominio acídico de WNK4 WT aumenta, en 
comparación con el control representado por la 
proteína de fusión GST,  indicando interacción 
con KLHL3. No existen diferencias entre la 
mutante WNK4 D654A y el control, de tal forma 
que la mutante WNK4 DA aparentemente no se 
une a KLHL3[97]. 
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Figura 25. KLHL3 interactúa únicamente con WNK4. Inmunoprecipitación donde se 
observa que KLHL3 no interactúa con OSR1, SPAK o NCC[97]. 

 

Con el fin de analizar los efectos de las mutantes PHAII in vivo, se examinó la expresión 

proteica y la fosforilación de las componentes que conforman la vía WNK-SPAK/OSR1-NCC, 

para lo cual se crearon ratones knock-in WNK4D561A/+ y WNK4D561A/D561A, así como 

KLHL3R528H/+ y KLHL3R528H/R528H . Ambos ratones – fueran homocigotos o heterocigotos -, 

mostraron incremento en los niveles de WNK1 y WNK4, así como un aumento en la 

fosforilación de OSR1, SPAK y NCC (Figura 26A y B). Además, se observó que los niveles de 

RNAm de WNK1 y WNK4 en los ratones knock-in de KLHL3R528H/+ se mantuvieron constantes 

en comparación con los ratones WT, indicando que el incremento en los niveles de estas 

cinasas se debe a un efecto post-traduccional que se traduce como la imposibilidad de 

ubiquitinarlas y degradarlas[97][100] (Figura 26C).  
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Figura 26. Las mutantes PHAII causan un 
incremento en la activación de la vía WNK-
SPAK/OSR1-NCC. A) Ratones knock-in de WNK4D561A 

[97]. y B) ratones knock-in de KLHL3 R528H. En ambos 
casos se observa incremento en los niveles de WNK1 
y WNK4, así como un aumento en la fosforilación de 
los componentes de la vía WNK-SPAK/OSR1-NCC. C) 
Análisis por qPCR de los niveles de RNAm de WNK1 
y WNK4 en riñón de ratones WT y knock-in de 
KLHL3R528H/+ donde no muestran encuentran 
diferencias significativas[100]. 
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Tomando en cuenta todos los hallazgos mostrados previamente, se puede concluir que 

todas las mutaciones en WNK1, WNK4, KLHL3 y CUL3 causantes de PHAII llevan a una 

consecuencia común: la reducción de la ubiquitinación y degradación de las cinasas WNK y 

un incremento de las mismas dentro de la célula[92][98]. De tal forma que el aumento de las 

cinasas WNK1 y WNK4 en el riñón, sobre-activa la cascada de señalización WNK-

SPAK/OSR1-NCC  y causan el fenotipo de PHAII (Figura 27).  

 

      

Figura 27. Modelo Normal vs PHAII. Bajo condiciones normales, la concentración 
basal de WNK1 y WNK4 se mantiene por su apropiada ubiquitinación y degradación 
por el complejo KLHL3-CUL3. Las mutaciones causantes de PHAII en WNK1, WNK4, 
KLHL3 y CUL3 afectan la interacción entre ellas, teniendo como resultado la 
reducción de la degradación de las cinasas WNK y su acumulación intracelular, lo que 
sobre-activa la vía WNK-OSR1/SPAK-NCC[92]. 

 

Se sabe que la dieta alta o baja en sal, disminuye o aumenta respectivamente, la 

fosforilación de OSR1/SPAK y NCC en el riñón, ajustando la excreción de sal con respecto a 

la ingesta[122][123]. De igual forma, la aldosterona y la AngII regulan la activación de la vía WNK-

SPAK/OSR1-NCC por diferentes mecanismos[44][124]. 
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Recientemente se realizaron experimentos que mostraron que la AngII producida en 

condiciones de hipovolemia –por acción del eje RAA -, induce la fosforilación de la Ser433 

de KLHL3, mediada por la proteína cinasa C (PKC), previniendo la degradación de las cinasas 

WNK y exhibiendo un fenotipo similar al que producen las mutaciones PHAII de KLHL3. Para 

llegar a esta conclusión se realizaron experimentos transfectando con KLHL3 WT y la 

mutante fosfomimética KLHL3 S433E en células COS-7 (Figura 28A) y HEK293 (Figura 28B), 

así como ensayos de infusión de AngII in vitro e in vivo y detección de la fosforilación de la 

S433 de KLHL3 mediante el uso de fosfo-anticuerpo específico (Figura 28C y E), 

demostrando que éste efecto se lleva a cabo a través de la PKC[125] (Figura 28D). 

 

                                   

 

                     

 

A 

C 

B 

D 



44 

 

 

Figura 28. La AngII fosforila a KLHL3 inactivándola. La mutante fosfomimética de 
KLHL3 S433E previene A) la unión y B) la degradación de WNK4 en células COS-7. C) 
La infusión de AngII aumenta la fosforilación de la S433 de KLHL3 en células HEK293 
D) a través de la PKC. E) La infusión de AngII incrementa los niveles de WNK4 en 
ratones alimentados con dieta alta en sal[125]. 

 

Estos hallazgos proponen un nuevo mecanismo mediante el cual la AngII aumenta la 

concentración de la cinasas WNK y promueve el aumento en la reabsorción renal de sal 

acoplada a la reducción en la excreción de K+ [125] (Figura 29).  

 

 

 

 

Figura 29. Modelo de regulación de la asociación WNK4-KLHL3 en condiciones de 
hipovolemia y en PHAII. A) En condiciones normales, KLHL3 se une a WNK4 y la 
degrada. B) Durante la depleción de volumen, la AngII vía su receptor AT1 activa a la 
PKC que fosforila la S433 localizada en las repeticiones Kelch de KLHL3, previniendo 
la unión y degradación de WNK4. C) En PHAII, las mutaciones en las repeticiones 
Kelch de KLHL3 y en el dominio acídico de WNK4 impiden la interacción entre ellas, 
imitando el efecto fisiológico de la AngII y aumentando los niveles de WNK4.  

E 

A) Normovolemia C) Depleción de Volumen B) PHAII 
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En conjunto, la evidencia presentada muestra que la vía WNK-SPAK/OSR1-NCC es el 

mecanismo subyacente al desarrollo de PHAII, que se traduce como la sobre-activación de 

NCC y por tanto, a un aumento en la reabsorción renal de sal aunada a la excreción anormal 

de K+. Sin embargo, el o los mecanismos a través de los cuales se regulan los diferentes 

componentes de esta cascada de señalización no se han podido esclarecer en su totalidad. 

El presente trabajo propone dos posibles mecanismos de regulación específicos para las 

cinasas WNK1 y WNK3. 
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Planteamiento del Proyecto 

 

Justificación 

El co-transportador de Na+:Cl- sensible a tiazidas (NCC) y la regulación de la cascada de 

señalización que conlleva a su activación (vía WNK-SPAK/OSR1-NCC), son factores claves en 

la regulación de la presión arterial y el metabolismo de electrolitos. La existencia de 

mutaciones missense en la cinasa WNK1 que producen hipercalemia, con acidosis 

metabólica pero sin hipertensión, sugieren la existencia de un mecanismo de regulación 

para NCC en la segunda porción de la nefrona distal - donde la expresión de NCC es limitada 

-, de tal manera que los cambios en la activación de éste co-transportador no serían 

suficientes para alterar la presión arterial, lo cual explicaría el fenotipo de hipercalemia sin 

hipertensión. Dado que la segunda porción de la nefrona distal se considera sensible a 

aldosterona por la presencia de la enzima 11βHSD-2, es posible que la síntesis de la cinasa 

SGK1 tenga efecto sobre la regulación de la cinasa WNK1 y por ende de NCC. Por otra parte, 

la presencia exclusiva y conservada de un residuo potencialmente fosforilable (Thr541) en 

el dominio acídico - de unión a KLHL3 -, de la cinasa WNK3 sugiere la existencia de un 

mecanismo de regulación único para ésta isoforma que conlleve a una modulación fina del 

co-transportador NCC. 
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Objetivos 

 

Generales 

1. Estudiar el efecto de la cinasa SGK1 sobre la cinasa WNK1. 

2. Analizar la importancia funcional de la Thr541 del dominio acídico de la cinasa 

WNK3. 

 

Particulares 

1. Estudiar el efecto de la co-expresión de la cinasa SGK1 y la cinasa WNK1. 

 Analizar el efecto de SGK1 sobre la función de NCC en un sistema de expresión 

heterólogo. 

 Analizar el efecto de SGK1 sobre la interacción entre KLHL3 y WNK1, WNK3 y 

WNK4. 

 

2. Determinar si la Thr541 del dominio acídico de la cinasa WNK3 es importante para 

el reconocimiento y degradación por la ligasa de ubiquitina KLHL3. 

 Analizar el efecto de la mutante fosfoablativa de la Thr541 de WNK3 sobre su 

interacción con KLHL3. 

 Estudiar la importancia funcional de la Pro561 del dominio acídico de WNK4, 

que corresponde con la Thr541 del dominio acídico de WNK3. 

 Analizar el efecto de la mutante fosfomimética de la Thr541 de WNK3 sobre su 

interacción con KLHL3. 

 Analizar el efecto de las mutantes (fosfoablativa y fosfomimética) de WNK3 

sobre la función de NCC en un sistema de expresión heterólogo. 
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Materiales y Métodos 

 

Expresión funcional homóloga y heteróloga 

La expresión funcional se basa en la expresión de proteínas en células a través de la 

transfección o inyección de DNA o RNA complementario (DNA o RNAc) que codifican para 

dichas proteínas, de manera que la célula experimental lleva a cabo el proceso de 

transcripción, traducción y síntesis proteica. Se utilizaron los siguientes DNA’s en la 

realización de experimentos: 

 NCC – DNA de NCC de rata  con epítope FLAG 

 KLHL3 – DNA de KLHL3 de ratón con epítope FLAG. De esta clona se emplearon las 

variantes silvestre y la mutante R528H, la cual es una mutación PHAII, localizada en 

las repeticiones Kelch de unión al sustrato. 

 SGK1 – DNA de SGK1 de ratón. Se utilizó la variante catalíticamente activa S422D. 

 WNK1, WNK3 y WNK4 – DNA de WNK1 y WNK3 de humano con epítope MYC y 

WNK4 de humano con epítope FLAG. De estas clonas se generaron las mutantes 

WNK3 T541A, WNK3 T541E y WNK4 P561A.  

 

Mutagénesis sitio dirigida 

Para estudiar la importancia de la Thr541 del dominio acídico de WNK3, se realizaron 

mutaciones puntuales por PCR empleando el QuikChange II Site Directed Mutagenesis Kit 

de Agilent Technologies. Se realizaron dos mutaciones puntuales generando las clonas 

WNK3 T541A (fosfoablativa) y T541E (fosfomimética). Para analizar el efecto del cambio de 

aminoácido en la Pro561 de WNK4 – correspondiente a la Thr541 de WNK3 -, se generó la 

mutante WNK4 P561A. Todas las mutaciones fueron corroboradas mediante secuenciación. 

Posteriormente se co-inyectaron en ovocitos y/o transfectaron en células HEK293 para 

evaluar el efecto sobre el transporte funcional de NCC y su interacción con KLHL3, 

respectivamente.  
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Ovocitos de Xenopus laevis 

Para poder estudiar la función del co-transportador NCC se emplearon ovocitos de rana 

Xenopus laevis como sistema de expresión heterólogo. Se ha demostrado que la inyección 

del RNAc de las proteínas a estudiar, promueve una expresión significativa de las mismas y 

esto permite medir la actividad de los transportadores. Los ovocitos fueron inyectados con 

0.2µg/µl de RNAc de: NCC, WNK1, WNK3, WNK4, KLHL3 y SGK1. Posterior a las 48-72 h de 

la inyección, se realizaron experimentos de captación de [22Na+], en presencia o ausencia 

de hidroclorotiazida (diurético tipo tiazida, inhibidor específico de NCC). Los ovocitos se 

colocaron en una solución de pre-incubación libre de Cl- durante 30 min y posteriormente 

se transfirieron a una solución de captación de [22Na+] durante 1 h. El promedio de la 

captación de [22Na+] en presencia de hidroclorotiazida se restó a los valores obtenidos en 

su ausencia para obtener la captación de [22Na+] sensible a tiazidas – correspondiente a la 

actividad de NCC -. Cada experimento independiente, contiene al menos 10 ovocitos por 

grupo y por experimento. Para los estudios de proteína total, 48-72 h posteriores a la 

inyección se recolectaron y lisaron entre 10-30 ovocitos por grupo con buffer de lisis 

adicionado con inhibidor de proteasas, empleando los extractos de proteínas totales para 

evaluar cuantitativamente la expresión de las proteínas de interés mediante Western Blot. 

 

Células HEK293 

Para estudiar el efecto de KLHL3 sobre WNK1, WNK3, WNK4 y sus respectivas mutantes, se 

cultivaron células HEK293 (Human Embryonic Kidney 293 cells) en medio DMEM (Life 

Technologies) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Life Technologies) y 1% de 

penicilina streptomicina neomicina (Life Technologies) a 37°C en presencia de 5% de CO2. 

Se realizó transfección transitoria con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en placas de cultivo 

celular de 6 pozos, con una confluencia del 70-90% el día de la transfección. Para cada pozo 

se empleó una concentración de 2.0 μg/μl de DNA plasmídico de: WNK1, WNK3, WNK4, 

KLHL3 y SGK1, y 5 μl de lipofectamina en un volumen final de 250 μl de medio Opti-MEM. 
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Los complejos lípido-DNA se incubaron durante 20-30 min a temperatura ambiente y 

posteriormente se añadieron a cada pozo por goteo. Pasado el tiempo de incubación de 24-

48 h a 37°C, las células fueron colocadas en hielo, eliminado el medio de cultivo y lavadas 

con solución PBS a 4°C, posteriormente se lisaron con 100 μl buffer de lisis adicionado con 

β-mercaptoetanol e inhibidor de proteasas. Se colectaron las células en tubos eppendorf 

de 1.5 ml y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C para eliminar los núcleos 

celulares. Se recolectó el sobrenadante con las proteínas totales y se cuantificaron. 

 

Western Blot 

Para inmunodetección de las proteínas de interés, se empleó la técnica de Western Blot; 

para ello se emplearon proteínas totales extraídas de ovocitos y células HEK293, en 

concentraciones de 100 μg y 20 μg respectivamente. Se utilizaron geles de SDS-acrilamida 

al 7.5% y se revelaron con los siguientes anticuerpos primarios: anti-FLAG (1:5000, Sigma), 

anti-MYC (1:1000, Sigma), anti-NCC (6:1000), anti-pNCC (4:1000), anti-WNK3 (15:1000), 

anti-Actina (1:2500), anti-ERK1 (1:1000), además del anticuerpo secundario anti-SHEEP 

(1:5000, Sigma).  

 

Estadística 

Todos los resultados se presentan como promedios y fueron analizados mediante una 

prueba t-student no pareada de dos colas. Las diferencias significativas entre grupos se 

evaluaron mediante una ANOVA de una vía utilizando la corrección de Dunnet. Los 

resultados se presentan como la media ± el error estándar. Se consideró estadísticamente 

significativo cuando p < 0.05. 
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Resultados 

 

A continuación se presentan los resultados encontrados durante el desarrollo de éste 

trabajo, que exploran las interrogantes planteadas en el proyecto.  

 

La cinasa SGK1 inhibe el efecto de la ligasa de ubiquitina KLHL3 sobre la cinasa WNK1 

Con el fin de estudiar el efecto de la cinasa SGK1 sobre la cinasa WNK1 se realizaron 

experimentos de expresión funcional de NCC mediante la co-inyección de RNAc de: NCC, 

WNK1, KLHL3 y SGK1 – en diferentes combinaciones -, en ovocitos de X. laevis.  

Se muestra el resultado de 6 experimentos independientes (Figura 30) en los cuales se 

midió la actividad de NCC, expresada como la captación de [22Na+] (pmol/ovocito/h) ± el 

error estándar, utilizando como control la inhibición por efecto de la hidroclorotiazida 

(barras negras). La co-inyección de NCC + WNK1 (4ta barra) aumentó la actividad de NCC a 

4951 ± 684 pmol/ovocito/h vs 2741 ± 390 pmol/ovocito/h en ausencia de WNK1 (2da barra) 

(p<0.001), corroborando el efecto activador de WNK1 sobre NCC previamente reportado.  

La co-inyección de NCC + WNK1 + KLHL3 (6ta barra) disminuyó el efecto de WNK1 sobre la 

activación de NCC a 3121 ± 345 pmol/ovocito/h vs 4951 ± 684 pmol/ovocito/h en ausencia 

de KLHL3 (4ta barra) (p<0.01) y modificó la actividad de NCC a valores similares en ausencia 

de WNK1 (2da barra) (p=0.47). En estudios previos se ha demostrado que el efecto inhibidor 

de KLHL3 observado se debe a la degradación de la cinasa WNK1. La co-inyección de NCC + 

SGK1 (8va barra) y NCC + WNK1 + SGK1 (10ma barra) mostraron una aparente disminución 

de la actividad de NCC; sin embargo, esto no fue significativo al comparar contra sus 

respectivos controles NCC (2da barra) (p<0.07) y NCC + WNK1 (4ta barra) (p<0.09). La co-

inyección de NCC + WNK1 + KLHL3 + SGK1 (12va barra) aumentó la actividad de NCC a 5556 

± 602 pmol/ovocito/h vs 3121 ± 345 pmol/ovocito/h en ausencia de SGK1 (6ta barra) 

(p<0.0001) y recuperó el efecto de WNK1 sobre la activación de NCC a valores cercanos en 

ausencia de KLHL3 (4ta barra) (p<0.5). La inhibición del efecto de KLHL3 sobre WNK1 en 
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presencia de SGK1 y la ausencia de efecto de SGK1 sobre NCC y WNK1 sugiere que, la cinasa 

SGK1 impide la interacción entre la ligasa de ubiquitina KLHL3 y la cinasa WNK1. 

 

 

 

Figura 30. La cinasa SGK1 inhibe el efecto de la ligasa de ubiquitina KLHL3 sobre la 
cinasa WNK1. Experimento funcional de captación de [22Na+] que muestra el efecto 
activador de WNK1 sobre NCC (4ta barra), el efecto inhibidor de KLHL3 sobre WNK1 
(6ta barra) y el efecto inhibidor de SGK1 sobre el efecto de KLHL3 en WNK1 (12va 
barra). **p<0.001 vs NCC, *p<0.01 vs NCC + WNK1 y ***p<0.0001 vs NCC + WNK1 + 
KLHL3. 
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La inhibición del efecto de la ligasa de ubiquitina KLHL3 por SGK1 es exclusiva para la cinasa 

WNK1. 

Tomando en cuenta el resultado anterior, se decidió analizar si el efecto de la cinasa SGK1 

sobre la inhibición de la interacción entre la ligasa de ubiquitina KLHL3 y la cinasa WNK1 era 

reproducible en las cinasas WNK3 y WNK4. Para esto, se realizaron experimentos de 

expresión funcional de NCC mediante la co-inyección de RNAc en diferentes combinaciones 

de: NCC, WNK1, WNK3, WNK4, KLHL3 y SGK1 en ovocitos de X. laevis.  

Se muestra el resultado de 5 experimentos independientes de captación de [22Na+] (Figura 

31) expresados como porcentaje de actividad de NCC ± el error estándar, tomando la 

actividad de NCC sensible a hidroclorotiazida como el 100%. La co-inyección de NCC + WNK1 

(2da barra), NCC + WNK3 (3ra barra) y NCC + WNK4 (4ta barra) aumentaron la actividad de 

NCC a 222 ± 22%, 242 ± 50% y 272 ± 46% - respectivamente -, vs 100 ± 13% en ausencia de 

WNK1, WNK3 o WNK4 (1ra barra) (p<0.0001), exhibiendo su efecto activador sobre NCC 

reportado con anterioridad. La co-inyección de NCC + WNK1 + KLHL3 (5ta barra), NCC + 

WNK3 + KLHL3 (6ta barra) y NCC + WNK4 + KLHL3 (7ma barra) disminuyeron el efecto de 

las cinasas WNK sobre la activación de NCC a 141 ± 23%, 157 ± 31% y 34 ± 26%  - 

respectivamente -, vs 222 ± 22%, 242 ± 50% y 272 ± 46% en ausencia de KLHL3 (2da, 3ra y 

4ta barra, respectivamente). Se observó que el efecto de KLHL3 sobre WNK1 y WNK3 es 

similar (p<0.01), mientras que para WNK4 fue mucho más potente (p<0.0001), sugiriendo 

que WNK4 es más afín a la degradación por KLHL3. La co-inyección de NCC + WNK1 + KLHL3 

+ SGK1 (8va barra) aumentó la actividad de NCC a 292 ± 36% vs 141 ± 23% en ausencia de 

SGK1 (5ta barra) (p<0.0001) y recuperó el efecto de WNK1 sobre la activación de NCC a 

valores cercanos en ausencia de KLHL3 (2da barra) (p<0.11), lo cual reafirma los resultados 

mostrados previamente. La co-inyección de NCC + WNK3 + KLHL3 + SGK1 (9na barra) y NCC 

+ WNK4 + KLHL3 + SGK1 (10ma barra) no mostraron cambios significativos sobre la actividad 

de NCC al compararse con sus respectivos controles NCC + WNK3 + KLHL3 (6ta barra) 

(p<0.32) y NCC + WNK4 + KLHL3 (7ma barra) (p<0.7). La inhibición del efecto de KLHL3 sobre 

WNK1 en presencia de SGK1 y la ausencia de efecto de SGK1 sobre la inhibición de KLHL3 
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en WNK3 y WNK4 indica que, la cinasa SGK1 interactúa con la cinasa WNK1 de manera 

exclusiva y la protege de la degradación por la ligasa de ubiquitina KLHL3. 

 

 

 

Figura 31. La inhibición del efecto de la ligasa de ubiquitina KLHL3 por SGK1 es 
exclusiva para la cinasa WNK1. Gráfica de sensibilidad a tiazidas que muestra el 
efecto activador de WNK1, WNK3 y WNK4 sobre NCC (2da, 3ra y 4ta barra), el efecto 
inhibidor de KLHL3 sobre WNK1, WNK3 y WNK4 (5ta, 6ta y 7ma barra) y el efecto 
inhibidor de SGK1 sobre el efecto de KLHL3 exclusivo para WNK1 (8va barra). 
***p<0.0001 vs NCC, *p<0.01 vs NCC + WNK1, &p<0.01 vs NCC + WNK3, +p<0.0001 
vs NCC + WNK4 y #p<0.0001 vs NCC + WNK1 + KLHL3. 
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La mutante WNK3 T541A no se degrada por efecto de la ligasa de ubiquitina KLHL3 

Con el propósito de determinar la importancia de la Thr541 del dominio acídico de la cinasa 

WNK3 para su reconocimiento y degradación por la ligasa de ubiquitina KLHL3, se decidió 

mutar el sitio T541 de WNK3 por una alanina (A, Ala), la cual al ser un aminoácido no polar 

además de no fosforilable, reduce la electronegatividad del dominio acídico de la cinasa 

WNK3 y la convierte en la mutante fosfoablativa WNK3 T541A. Lo anterior se realizó 

mediante mutagénesis sitio dirigida por PCR cambiando el codón ACT que codifica para 

treonina, por el codón GCT que codifica para alanina (Figura 32A y B).   

 

 

Figura 32. A) Mutación T541A en el dominio acídico de WNK3. B) Secuenciación y 
alineamiento de WNK3 WT con WNK3 T541A. 

 

Para analizar el efecto de la mutante WNK3 T541A sobre su interacción con KLHL3, se co-

inyectaron ovocitos de X. laevis con RNAc de: WNK3 WT, WNK3 T541A y KLHL3 – en 

diferentes combinaciones -, con el fin de estudiar los cambios en la expresión de proteínas 

mediante Western Blot. Se muestra un WB representativo de proteínas totales obtenidas 

de 3 co-inyecciones independientes, revelado contra α-MYC para WNK3, α-FLAG para KLHL3 

y α-ACTINA como control de carga (Figura 33). La inyección de H20 (1er carril) muestra el 
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lisado de proteínas totales y la ausencia de bandas inespecíficas. La co-inyección de WNK3 

WT + KLHL3 (4to y 5to carril) disminuyó la expresión de WNK3 en comparación con su 

control inyectado en ausencia de KLHL3 (2do y 3er carril), lo que demuestra la degradación 

de WNK3 WT por efecto de KLHL3. La co-inyección de la mutante WNK3 T541A + KLHL3 (8vo 

y 9no carril) no muestró cambios en la expresión de WNK3 comparado con su control 

inyectado en ausencia de KLHL3 (6to y 7mo carril), sin embargo, aumentó la expresión de 

WNK3 en comparación con el grupo co-inyectado con WNK3 WT + KLHL3 (4to y 5to carril), 

lo cual demuestra que la mutante fosfoablativa WNK3 T541A se protege de la degradación 

por KLHL3. La ausencia del efecto de KLHL3 sobre la mutante WNK3 T541A sugiere que, la 

Thr541 – y la fosforilación -, del dominio acídico de la cinasa WNK3 es necesaria para su 

reconocimiento y degradación por la ligasa de ubiquitina KLHL3.  

 

 

Figura 33. La mutante fosfoablativa WNK3 T541A no se degradada por efecto de la 
ligasa de ubiquitina KLHL3. 
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La mutante WNK4 P561A posee el mismo comportamiento que WNK4 WT y se degrada por 

efecto de la ligasa de ubiquitina KLHL3 

El resultado anterior sugirió que la fosforilación de la Thr541 del dominio acídico de la cinasa 

WNK3 es importante para su reconocimiento por la ligasa de ubiquitina KLHL3, sin embargo, 

el efecto observado también podría deberse a que el simple cambio de aminoácido en esta 

posición impide la interacción entre WNK3 y KLHL3. De tal forma que se decidió estudiar la 

Pro561 del dominio acídico de WNK4, que corresponde con la misma posición de la Thr541 

en el dominio acídico de WNK3 (Figura 15). Se realizó la misma mutación por el aminoácido 

alanina en la Pro561 de WNK4, cambiando el codón CCA que codifica para prolina, por el 

codón GCA que codifica para alanina (Figura 34A y B).   

 

 

Figura 34. A) Mutación P561A en el dominio acídico de WNK4. B) Secuenciación y 
alineamiento de WNK4 WT con WNK4 P561A. 

 

Para analizar el efecto de la mutante WNK4 P561A sobre su interacción con KLHL3, se 

transfectaron células HEK293 con diferentes combinaciones de DNA plasmídico de: WNK4 

WT, WNK4 P561A y KLHL3, y se estudiaron los cambios en la expresión de proteínas 

mediante Western Blot. Se muestra un WB representativo de proteínas totales obtenidas 
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de 6 co-transfecciones independientes, revelado contra α-FLAG para WNK4 WT, WNK4 

P561A y KLHL3, y α-ERK1 como control de carga (Figura 35). La transfección con un vector 

vacío (1er carril) muestra el lisado de proteínas totales y la ausencia de bandas inespecíficas. 

La transfección de KLHL3 (2do carril) se muestra como control. La co-transfección de WNK4 

WT + KLHL3 (4to carril) disminuyó la expresión de WNK4, comparado con su control 

transfectado en ausencia de KLHL3 (3er carril), lo que demuestra la degradación de WNK4 

WT por efecto de KLHL3. La co-transfección de la mutante WNK4 P561A + KLHL3 (6to carril) 

también disminuyó la expresión de WNK4 en comparación con su control transfectado en 

ausencia de KLHL3 (5to carril), exhibiendo el mismo comportamiento que el grupo co-

transfectado con WNK4 WT + KLHL3 (4to carril). La degradación de la mutante WNK4 P651A 

por efecto de KLHL3 indica que, el cambio de aminoácido por alanina en esta posición del 

dominio acídico de la cinasa WNK4, por sí mismo, no altera su reconocimiento por la ligasa 

de ubiquitina KLHL3. 

 

 

Figura 35. La degradación de la cinasa WNK4 WT por efecto de la ligasa de ubiquitina 
se mantiene en la mutante WNK4 P561A. 
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Con el fin de analizar el efecto de las mutantes WNK3 T541A y WNK4 P561A en el mismo 

ensayo, se transfectaron células HEK293 con DNA plasmídico de: WNK3 WT, WNK3 T541A, 

WNK4 WT, WNK4 P561A Y KLHL3 en diferentes combinaciones. Se muestra un WB 

representativo de proteínas totales obtenidas de 3 co-transfecciones independientes, 

revelado contra α-WNK3 para WNK3 WT y WNK3 T541A, α-FLAG para WNK4 WT, WNK4 

P561A y KLHL3, y α-ERK1 como control de carga (Figura 36). Las co-transfecciones en estos 

experimentos mostraron el mismo comportamiento observado previamente. Estos 

resultados muestran que las mutantes WNK3 T541A y WNK4 P561A poseen efectos 

opuestos con respecto a su degradación por KLHL3, demostrando que el cambio de 

aminoácido en esta posición del dominio acídico de las cinasas WNK no es esencial para su 

reconocimiento por KLHL3, y que en efecto, la Thr541 del dominio acídico de la cinasa WNK3 

es necesaria para su reconocimiento específico y degradación por la ligasa de ubiquitina 

KLHL3. 

 

 

Figura 36. La mutante WNK3 T541A se protege de la degradación por KLHL3, 
mientras que la mutante WNK4 P561A sigue siendo sustrato de la ligasa de 
ubiquitina KLHL3. 
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La mutante fosfomimética WNK3 T541E es más afín a la degradación por la ligasa de 

ubiquitina KLHL3 

Los resultados previos confirmaron que la existencia de la Thr541 del dominio acídico de 

WNK3 es importante para su reconocimiento por KLHL3 y sugirieron que la fosforilación de 

este sitio particular podría ser necesaria para que la cinasa WNK3 pueda ser reconocida 

como sustrato de la ligasa de ubiquitina KLHL3. Por lo anterior, se decidió crear la mutante 

fosfomimética de WNK3, cambiando el codón ACT que codifica para la Thr541, por el codón 

GAG que codifica para ácido glutámico (E, Glu), generando la mutante WNK3 T541E (Figura 

37A y B). La presencia de un ácido glutámico en esta posición simularía el estado fosforilado 

de la Thr541, debido a la carga negativa de su cadena lateral que además, aumenta la 

electronegatividad del dominio acídico de la cinasa WNK3, similar a lo que sucedería si un 

grupo fosfato se añadiera en el mismo sitio.  

 

 

Figura 37. A) Mutación T541E en el dominio acídico de WNK3. B) Secuenciación y 
alineamiento de WNK3 WT con WNK3 T541E. 

 

Para analizar el efecto de la mutante WNK3 T541E sobre su interacción con KLHL3, se 

transfectaron células HEK293 con DNA plasmídico de: WNK3 WT, WNK3 T541E y KLHL3 – 
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en diferentes combinaciones -, y se estudiaron los cambios en la expresión de proteínas 

mediante Western Blot. Se muestra un WB representativo de proteínas totales obtenidas 

de 4 co-transfecciones independientes, revelado contra α-WNK3 para WNK3 WT y WNK3 

T541E, α-FLAG para KLHL3, y α-ERK1 como control de carga (Figura 38). La transfección con 

un vector vacío (1er carril) muestra el lisado de proteínas totales y la ausencia de bandas 

inespecíficas. La transfección de KLHL3 (2do carril) se muestra como control. La co-

transfección de WNK3 WT + KLHL3 (4to carril) disminuyó la expresión de WNK3 comparado 

con su control transfectado en ausencia de KLHL3 (3er carril), lo que demuestra la 

degradación de WNK3 WT por efecto de KLHL3 como se había observado en experimentos 

previos. La co-transfección de la mutante WNK3 T541E + KLHL3 (6to carril) prácticamente 

eliminó la expresión de WNK3 en comparación con su control transfectado en ausencia de 

KLHL3 (5to carril) y muestró que es más afín a la degradación por KLHL3 en comparación 

con el grupo co-transfectado con WNK3 WT + KLHL3 (4to carril). La degradación total de la 

mutante WNK3 T541E por efecto de KLHL3 apunta a que, en efecto, la fosforilación de la 

Thr541 del dominio acídico de la cinasa WNK3 es esencial para su reconocimiento y 

degradación por la ligasa de ubiquitina KLHL3.  

 

 

Figura 38. La mutante fosfomimética WNK3 T541E es más afín a la degradación por 
efecto de la ligasa de ubiquitina KLHL3 
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Para analizar el efecto de las mutantes WNK3 T541A, WNK3 T541E y WNK4 P561A en el 

mismo ensayo, se transfectaron células HEK293 con DNA plasmídico de: WNK3 WT, WNK3 

T541A, WNK3 T541E, WNK4 WT, WNK4 P561A Y KLHL3 en diferentes combinaciones. Se 

muestra un WB representativo de proteínas totales obtenidas de 3 co-transfecciones 

independientes, revelado contra α-WNK3 para WNK3 WT, WNK3 T541A y WNK3 T541E, α-

FLAG para WNK4 WT, WNK4 P561A y KLHL3, y α-ERK1 como control de carga (Figura 39). 

Las co-transfecciones en estos experimentos mostraron el mismo comportamiento 

observado previamente. Estos resultados muestran en resumen, que la ligasa de ubiquitina 

KLHL3 degrada a las cinasas WNK3 WT, WNK4 WT y la mutante WNK4 P561A de manera 

similar, que el efecto de KLHL3 sobre la mutante fosfoablativa WNK3 T541A es nulo, y que 

la mutante fosfomimética WNK3 T541E es la más afín a la degradación por KLHL3.  

 

 

Figura 39. La ligasa de ubiquitina KLHL3 degrada a las mutantes WNK4 P561A y 
WNK3 T541E, teniendo un efecto más evidente para WNK3 T541E; mientras KLHL3 
no tiene efecto sobre la mutante WNK3 T541A. 
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Con la finalidad de analizar el efecto de las mutantes fosfoablativa (WNK3 T541A) y 

fosfomimética (WNK3 T541E) de la cinasa WNK3 sobre la actividad de NCC, se realizaron 

experimentos de expresión funcional de NCC mediante la co-inyección diferentes 

combinaciones de RNAc de: NCC, WNK3 WT, WNK3 T541A, WNK3 T541E y KLHL3 en 

ovocitos de X. laevis. 

Se muestra el resultado de 2 experimentos independientes de captación de 22Na+ (Figura 

40) expresados como porcentaje de actividad de NCC ± el error estándar, tomando la 

actividad de NCC sensible a hidroclorotiazida como el 100%. La co-inyección de NCC + WNK3 

WT (2da barra), NCC + WNK3 T541A (3ra barra) y NCC + WNK3 T541E (4ta barra) aumentan 

la actividad de NCC a 218 ± 30%, 246 ± 41% y 221 ± 47%, – respectivamente -, vs 100 ± 19% 

en ausencia de WNK3 WT, WNK3 T541A o WNK3 T541E (1ra barra) (p<0.001), exhibiendo 

el efecto activador de WNK3 sobre NCC. La co-inyección de NCC + WNK3 WT + KLHL3 (5ta 

barra) disminuyó el efecto de WNK3 sobre la activación de NCC a 105 ± 24% vs 218 ± 30% 

en ausencia de KLHL3 (2da barra) (p<0.01), y regresó la actividad de NCC a valores similares 

en ausencia de WNK3 (1ra barra) (p< 0.87). El efecto inhibidor de KLHL3 se debe a la 

degradación de la cinasa WNK3, como se observó en los WB previos. La co-inyección de NCC 

+ WNK3 T541A + KLHL3 (6ta barra) no mostró cambios significativos sobre la actividad de 

NCC al compararse con su control NCC + WNK3 T541A (3ra barra) (p<0.76), demostrando 

que KLHL3 no tiene efecto sobre la mutante WNK3 T541A y confirmando lo observado en 

los WB mostrados con anterioridad.  La co-inyección de NCC + WNK3 T541E + KLHL3 (7ma 

barra) eliminó el efecto de WNK3 sobre la activación de NCC a 5 ± 5% vs 221 ± 47% en 

ausencia de KLHL3 (4ta barra) (p<0.0001) y disminuye casi en su totalidad la actividad de 

NCC a 5 ± 5% vs 100 ± 19% en ausencia de WNK3 WT, WNK3 T541A o WNK3 T541E (1ra 

barra) (p<0.0001). Este resultado apoya fuertemente los hallazgos previos y demuestra que 

las mutantes WNK3 T541A y WNK3 T541E son funcionales. 
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Figura 40. El efecto de la ligasa de ubiquitina KLHL3 es más potente sobre la 
mutante fosfomimética WNK3 T541E. Gráfica de sensibilidad a tiazidas que muestra 
el efecto activador de WNK3 WT, WNK3 T541A y WNK3 T541E sobre NCC (2da, 3ra y 
4ta barra), el efecto inhibidor de KLHL3 sobre WNK3 WT (5ta barra), el efecto total 
de KLHL3 sobre WNK3 T541E (7ma barra) y la ausencia del efecto de KLHL3 sobre 
WNK3 T541A (6ta barra). **p<0.001 vs NCC, *p<0.01 vs NCC + WNK3 WT y 
***p<0.0001 vs NCC + WNK3 T541E. 

 

Finalmente, con el fin de corroborar el efecto de KLHL3 observado previamente, se 

transfectaron células HEK293 con diferentes combinaciones de DNA plasmídico de: WNK3 

WT, WNK3 T541A, WNK3 T541E, WNK4 WT, WNK4 P561A, KLHL3 WT y la mutante KLHL3 

R528H, la cual es una mutante PHAII incapaz de unir a sus sustratos. Se muestra un WB 

representativo de proteínas totales obtenidas de 2 co-transfecciones independientes, 

revelado contra α-WNK3 para WNK3 WT, WNK3 T541A y WNK3 T541E, α-FLAG para WNK4 

WT, WNK4 P561A, KLHL3 WT y KLHL3 R528H, y α-ERK1 como control de carga (Figura 41). 

Las co-transfecciones en estos experimentos mostraron el mismo comportamiento 
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observado previamente, pero añaden la ausencia de degradación de WNK3 y sus 

respectivas mutantes, así como de WNK4 y su respectiva mutante, en presencia de la 

mutante PHAII KLHL3 R528H. Lo anterior, confirma que el efecto de KLHL3 WT observado 

previamente es confiable. 

 

  

Figura 41. La mutante KLHL3 R528H es incapaz de degradar a las cinasas WNK3 y 
WNK4, y sus respectivas mutantes. 
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Discusión 

 

En los últimos años se ha visto que la regulación del co-transportador NCC es un proceso 

altamente regulado, lo cual resalta la importancia que juega en el mantenimiento de la 

homeostasis. Los mecanismos a través de los cuales se regula la cascada de señalización 

WNK-SPAK/OSR1-NCC son complejos, sin embargo, la modulación de las cinasas WNK juega 

un papel predominante sobre la activación de NCC y sobre la regulación de la reabsorción 

de sal en la nefrona distal. Los resultados presentados en este trabajo son interesantes, 

debido a que proponen dos nuevas vías de regulación diferencial para las cinasas WNK1 y 

WNK3, confirmadas mediante el uso de un modelo funcional de expresión heteróloga en 

ovocitos de X. laevis y la línea celular HEK293. 

Para el caso de WNK1, la evidencia presentada muestra que el efecto activador de WNK1 

sobre NCC es inhibido de manera significativa por KLHL3, pero en presencia de SGK1 la 

activación de NCC por WNK1 se recupera mediante la inhibición del efecto de KLHL3. 

Se ha descrito ampliamente que SGK1 inhibe la degradación de ENaC y NCC mediante la 

inactivación de la ligasa de ubiquitina Nedd4-2, como consecuencia de la fosforilación de su 

S328[25][31][37][41][43][44][45]. Además existen otros reportes en donde se demostró que WNK1 

activa a SGK1 mediante la fosforilación de su Thr256 de forma no dependiente de cinasa, y 

esto a su vez, conlleva a la inactivación de Nedd4-2[126][127][128].  Ambos mecanismos resultan 

en el aumento de la expresión en membrana de ENaC y NCC. La diferencia entre los 

mecanismos anteriores y el propuesto en este trabajo, radica en que en los dos primeros el 

efecto se  explica por la interacción entre SGK1 y la ligasa de ubiquitina Nedd4-2, mientras 

que en el nuestro, el efecto de SGK1 se debe a la interacción exclusiva con la cinasa WNK1 

y no con la ligasa de ubiquitina KLHL3.  Estos resultados en conjunto sugieren que los efectos 

de SGK1 sobre a) la inactivación de Nedd4-2  y b) la inhibición de la degradación de WNK1 

por KLHL3, tendrían un efecto sinérgico en promover la retención renal de Na+ en la nefrona 

distal sensible a aldosterona mediante a) el aumento en la expresión de membrana y b) la 

activación de NCC, respectivamente.  
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Es importante resaltar que tanto la mutante de WNK1 Δ1, – que aumenta la expresión de 

WNK1 WT[88] -, como las mutantes missense del dominio acídico de WNK1, – que 

probablemente no puedan unirse y degradarse por KLHL3 -, deberían tener como resultado 

un aumento en la concentración de la cinasa WNK1 en todas las porciones de la nefrona 

distal y por tanto causar la sobre-activación de NCC y un aumento en la presión arterial 

causando el fenotipo clásico de PHAII. Sin embargo, existen reportes que han sugerido que 

el efecto de la mutante PHAII WNK1 Δ1 no se debe a la sobre-activación por sí misma de 

NCC, sino que consiste en un efecto indirecto en donde el exceso de WNK1 libera la 

inhibición que ejerce WNK4 sobre NCC[129][130] y de esta manera, aumenta la activación de 

NCC y la reabsorción renal de NaCl, generando el fenotipo PHAII. 

Por otra parte, también hay evidencia de que WNK1 reduce la expresión en membrana del 

canal ROMK, – encargado de la excreción de K+ en la nefrona distal -, mediante un proceso 

dependiente de clatrina y causando la endocitosis del mismo[131][132]; sin embargo, el o los 

mecanismos mediante los cuales la cinasa WNK1 promueve la endocitosis de ROMK son 

desconocidos. 

Los resultados presentados en este trabajo, aunados al hallazgo de que las mutaciones 

missense de WNK1 causan hipercalemia pero no hipertensión y tomando en cuenta los 

antecedentes mencionados, nos hacen pensar que el rol fisiológico de WNK1 es promover 

la reabsorción de NaCl en la segunda porción de la nefrona distal. Ya que es en esta porción 

donde la aldosterona tiene efecto a través de SGK1 y donde la expresión de NCC es mucho 

menos que en TCD2, la sobre-activación de NCC por WNK1 no causaría hipertensión, al 

mismo tiempo que la inhibición de ROMK causaría hipercalemia.  

De esta manera, las mutaciones missense en el dominio acídico de WNK1 incapaces de 

unirse y degradarse por KLHL3, simularían el efecto fisiológico de la aldosterona - en 

condiciones de hipovolemia, – en la nefrona distal, donde la estimulación de la secreción 

de SGK1 impide la degradación de WNK1 por efecto de KLHL3 y aumenta la reabsorción de 

NaCl.  
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Desafortunadamente, los efectos opuestos que se atribuyen a la acción de la aldosterona 

complican el panorama. La paradoja de la aldosterona (como se le conoce comúnmente) 

consiste en que: a) en condiciones de hipovolemia, la aldosterona promueve la retención 

renal de Na+ sin cambios en la excreción de K+, y b) en condiciones de hipercalemia, la 

aldosterona promueve la excreción de K+ sin cambios en la reabsorción renal de Na+ [133]. 

Actualmente se desconocen los mecanismos mediante los cuales, la aldosterona lleva a 

cabo estas dos funciones simultáneamente.  

Los resultados mostrados en este trabajo indican que SGK1 interactúa con WNK1 pero no 

exploran de qué forma sucede esta interacción ni si existe otra proteína que medie el 

proceso. Debido a evidencia que muestra que el dominio cinasa de WNK1 no se requiere 

para la interacción y activación de SGK1, y que los primeros 220 aminoácidos del N-terminal 

de WNK1 son necesarios y suficientes para llevar a cabo ésta activación[127], además de un 

reporte que demostró que SGK1 fosforila a WNK1 en la Thr60[134]; resulta evidente pensar 

que este residuo (T60) o alguno otro localizado en el N-terminal de WNK1 son los 

responsables del efecto observado en nuestro experimentos. Tampoco se analizó cómo es 

que la interacción entre SGK1 y WNK1 inhibe el efecto de KLHL3. Suponiendo que la 

interacción entre WNK1 y SGK1 se lleve a cabo a través del N-terminal de WNK1, como se 

mencionó previamente, el dominio acídico de WNK1 aun quedaría libre para el 

reconocimiento por KLHL3, a menos que el complejo WNK1-SGK1 por sí mismo impida 

espacialmente la interacción con KLHL3. Estas dos interrogantes aún deben ser motivo de 

estudios futuros. 

Con respecto a WNK3, nuestros resultados apuntan a que la Thr541 del dominio acídico de 

esta cinasa es importante para su regulación, indicando que la fosforilación de este sitio 

particular modula su afinidad por KLHL3. 

WNK3 se expresa a lo largo de toda la nefrona y se ha descrito como un potente activador 

de NCC[108]; sin embargo, en experimentos en donde se eliminó la expresión de WNK3 en un 

modelo de ratón knock-out, no se observaron consecuencias aparentes o un fenotipo 

específico. Más aún, este modelo mostró un aumento en la expresión de la cinasa WNK1 
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como respuesta compensatoria[135]. Hasta el momento poco se ha estudiado acerca de las 

condiciones específicas en las que se requiera activar a NCC mediante WNK3, lo que dificulta 

un mejor análisis de su regulación.  

Lo que sí se sabe es que las cinasas WNK1 y WNK4 responden a cambios en la concentración 

de Cl- intracelular, mediante un sitio de unión a cloro localizado en su dominio cinasa[136]. En 

condiciones de depleción de Cl-, el efecto activador de WNK1 sobre NCC se potencia, 

mientras que WNK4 pasa de tener un efecto inhibidor a un efecto activador potente sobre 

NCC. Por su parte, WNK3 no muestra cambios con respecto a la activación de NCC en estas 

condiciones, conservando su efecto basal[137]. Debido a que todas las isoformas de las 

cinasas WNK presentan este sitio de unión a Cl-, es razonable pensar que todas pueden ser 

moduladas por la concentración intracelular de este ion pero con diferente afinidad, lo que 

señala que todas poseen una función específica con respecto a la reabsorción de Na+ y Cl-. 

Otros resultados apuntan a que WNK3 posee funciones más relacionadas con el 

mantenimiento del volumen celular pero a través de otros procesos. Diferentes trabajos 

han demostrado que WNK3 co-localiza con los co-transportadores NKCC1 (encargado de la 

reabsorción de Na+, K+ y 2Cl-,  y de la regulación del volumen intracelular) y KCC’s 

(encargados de la excreción de K+ y 2Cl-) en diversos epitelios incluido el renal[108]. Estos co-

transportadores están fuertemente regulados por la tonicidad extracelular, de tal manera 

que; en condiciones hipertónicas se activa NKCC1 y se inhibe KCC1, mientras que en 

condiciones hipotónicas se obtiene el efecto opuesto. Se ha descrito que WNK3 funciona 

como activador del co-transportador NKCC1 y como inhibidor de los co-transportadores 

KCC1 y KCC2 al fosforilarlos[108][138][139], indicando que WNK3 tiene la capacidad de modular 

los niveles de Cl- intracelular mediante acciones opuestas sobre las vías de salida y entrada 

de este ion a la célula. Tomando en cuenta que el mecanismo predominante mediante el 

cual se mantiene el volumen intracelular en las células epiteliales como respuesta a cambios 

en la tonicidad extracelular, es el aumento o disminución de la concentración de Cl- 

intracelular, se cree que WNK3 es parte importante del mecanismo sensor de Cl-/volumen 

necesario para el mantenimiento del volumen durante estrés osmótico.  
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Otros estudios realizados en aorta y células de músculo vascular liso de ratón, muestran 

que WNK3 se relaciona con la activación de NKCC1 en este epitelio y causa vasoconstricción 

generalizada por efecto de la AngII[140]. En células de músculo vascular liso, NKCC1 juega un 

papel esencial en la regulación del tono vascular[141][142]. Experimentos posteriores; 

demostraron que KLHL3 no se expresa en éste epitelio, pero sí KLHL2 (el homólogo más 

cercano a KLHL3) y funciona como el mayor regulador de WNK3. Debido a que la activación 

del eje RAA es el componente central en la regulación de la presión arterial, la presencia de 

AngII promueve la auto-degradación de KLHL2, y de esta forma aumentan los niveles de 

WNK3 que permiten la fosforilación y activación de NKCC1, y el consecuente aumento del 

tono vascular[143]; de tal manera que la activación de NKCC1 por WNK3 sucede en 

condiciones donde la RPT y la TA disminuyen. 

La importancia de la Thr451 del dominio acídico de WNK3 radica en que es única para esta 

variante y en que se encuentra altamente conservada entre especies, lo que indica que 

debe tener un rol fisiológico importante. Tomando en cuenta los reportes previos, sería 

interesante analizar el efecto de las mutantes fosfoablativa y fosfomimética (creadas en 

éste trabajo) con respecto a la interacción con KLHL2 en células de músculo vascular liso y 

observar si se presenta los mismos cambios en la afinidad por ésta ligasa de ubiquitina. Tal 

vez; la fosforilación de la Thr541 sólo suceda en la nefrona distal para regular el efecto de 

KLHL3, y de esta manera modular sutilmente a NCC y no a otros co-transportadores como 

NKCC1 y KCC’s, lo cual reiteraría la importancia de nuestros resultados y esclarecería un 

poco el panorama con respecto a la regulación de NCC por WNK3. 

Con respecto a la fosforilación de la Thr541 se suponen tres escenarios: a) que la 

fosforilación de la Thr541 del dominio acídico de WNK3 tenga lugar para aumentar su 

degradación por KLHL3 como respuesta a una condición en la que se requiera disminuir la 

actividad de NCC y por ende, la reabsorción de NaCl, b) que la fosforilación del dominio 

acídico de WNK3 suceda en condiciones en las que se requiera inhibir el efecto de WNK3 y 

permitir la actividad exclusiva de otra cinasa WNK, o c) que en condiciones normales la 

Thr541 de WNK3 esté fosforilada y que en presencia de algún estímulo específico, se 

defosforile, provocando un aumento en la reabsorción de NaCl por NCC. Todas estas 
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suposiciones deben ser analizadas para poder llegar a un mejor entendimiento del 

fenómeno observado. 

Nuestro trabajo propone que la fosforilación del dominio acídico de WNK3 altera su afinidad 

por KLHL3, aumentándola; sin embargo, no se analizó cuál o cuáles pueden ser los efectores 

de ésta fosforilación; y tampoco se realizaron estudios in vivo que serían esenciales para 

comprobar si el efecto observado sucede en condiciones fisiológicas. También resulta 

tentador especular que WNK3 por sí mismo pueda regularse a través de modificaciones 

post-traduccionales que cambien su afinidad por KLHL3 y a su vez se promueva o inhiba la 

activación de sus blancos.  

Dos antecedentes mencionados proponen que la AngII regula a las ligasas de ubiquitina 

KLHL2 y KLHL3. En células de músculo vascular liso la AngII promueve la auto-degradación 

de KLHL2, mientras que en la nefrona distal la AngII fosforila a KLHL3 a través de la PKC. 

Ambos mecanismos tienen el mismo efecto final: impedir la unión y degradación de 

cualquiera de sus sustratos, de tal forma que el aumento intracelular de todas las cinasas 

(WNK1, WNK3 y WNK4) asegura la activación de NKCC1 o NCC, – según sea el caso -, y por 

tanto, aumenta la reabsorción de Na+ y Cl+. 

A diferencia del efecto general de la AngII sobre la regulación de todas las cinasas WNK, 

nuestros resultados proponen dos nuevas vías de regulación diferencial para WNK1 y 

WNK3, que apoyan la idea de que la presencia de distintas isoformas que funcionan como 

activadoras de NCC deben poseer diferentes mecanismos de regulación que respondan a 

condiciones fisiológicas diferentes.  

Para WNK1 se propone que: el efecto de la aldosterona a través de SGK1, responde a la 

necesidad de aumentar la reabsorción de NaCl únicamente en la segunda porción de la 

nefrona distal mediante la inhibición exclusiva de la degradación de WNK1 por KLHL3. Para 

WNK3 se propone que: el estado de fosforilación de la Thr541 del dominio acídico de WNK3 

(única para ésta isoforma) modula su afinidad y degradación por KLHL3.  

En ambos casos, el resultado sería el aumento específico de la cinasa en cuestión y por 

tanto, la activación sutil y altamente regulada de NCC.  
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Conclusiones 

 

Con base en los resultados presentados en este trabajo, podemos proponer dos esquemas 

funcionales pero aún incompletos de la regulación de NCC por las cinasas WNK1 y WNK3. 

Los mecanismos exactos aún quedan pendientes de elucidar.  

Regulación de WNK1 por SGK1 en TCD2 (Figura 42). En condiciones normales, KLHL3 

ubiquitina y degrada a WNK1 a través de la interacción con su dominio cinasa, previniendo 

la activación de la vía WNK-SPAK/OSR1-NCC y disminuyendo la actividad de NCC. En la 

nefrona distal sensible a aldosterona (TCD2), la presencia de aldosterona promueve la 

síntesis de SGK1 que interactúa con WNK1 por un mecanismo aún desconocido e impide su 

reconocimiento y degradación por KLHL3, ocasionando la activación de la vía WNK-

SPAK/OSR1-NCC y aumentando la actividad de NCC. 

 

 

Figura 42. Regulación de WNK1 por SGK1 en TCD2. 
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La fosforilación de la Thr541 del dominio acídico de WNK3 modula su afinidad por KLHL3 

(Figura 43). Bajo un estímulo específico desconocido, la Thr541 del dominio acídico de 

WNK3 se fosforila y aumenta su afinidad de unión y degradación por KLHL3, previniendo la 

activación de la vía WNK-SPAK/OSR1-NCC y disminuyendo la actividad de NCC.  

 

 

Figura 43. La fosforilación de la Thr541 del dominio acídico de WNK3 modula su 
afinidad por KLHL3. 
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Perspectivas 

 

Los resultados presentados en este trabajo, acerca de la regulación específica de las cinasas 

WNK1 y WNK3, son prometedores y sirven como preámbulo para estudios posteriores que 

lleven a un entendimiento más profundo y completo de su funcionamiento. 

Con respecto al efecto de SGK1 sobre WNK1, es necesario realizar estudios que clarifiquen 

la manera en que interactúan estas dos proteínas, ya sea por motivos de aminoácidos o por 

una proteína adaptadora que media la interacción. Se propone como primer paso, analizar 

la Thr60 del N-terminal de WNK1 como sitio de fosforilación de SGK1 mediante la creación 

de las mutantes T60A y T60D/E, para estudiar el efecto sobre la interacción con KLHL3 y 

posteriormente, si los resultados son positivos, analizar el estado de fosforilación de este 

sitio en un modelo in vivo mediante el empleo de fosfo-anticuerpos específicos.  

Para el caso de WNK3, se propone la creación de la mutante WNK4 P561E para analizar si 

la fosforilación de este sitio posee el mismo efecto en otra cinasa, lo cual corroboraría lo 

observado en el caso de WNK3. Adicionalmente, es necesario estudiar la fosforilación de la 

Thr541 de WNK3 en modelos in vivo de ratón knock-out de KLHL3 mediante la utilización 

de fosfo-anticuerpos específicos. El ratón knock-out de KLHL3 permitiría observar a WNK3 

fosforilada, de lo contrario, la degradación de WNK3 por KLHL3 impediría su detección; y 

finalmente, analizar cuál podría ser la molécula efectora que fosforila a WNK3 y explique su 

función fisiológica. 
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