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RESUMEN

Los canales catidnicos activados por hiperpolarizacion y modulados por
nucleotidos ciclicos (HCN) son responsables de generar potenciales espontaneos
en el corazén y en el sistema nervioso central. Existen cuatro miembros de la
familia HCN (HCN1-4), que se han caracterizado ampliamente en el cerebro,
corazén y en sistemas heterdlogos. Los canales HCN también se encuentran en
tejidos no excitables en mamiferos, donde su funcién fisiologica no se ha
dilucidado del todo.

Recientemente, en nuestro laboratorio, se identific6 a la familia de canales HCN
en el riidn de la rata y se observd que se expresan de manera diferencial a lo
largo de la nefrona. En particular, el canal HCN2 se localiza en las células
intercaladas que secretan acido en el rifién de la rata y participa en el transporte
transcelular de amonio (NH,"), potasio (K*) y sodio (Na). El canal HCN4 se
encuentra, tanto en su forma completa como proteolizada (mas abundante), en

varios segmentos de la nefrona, incluidos el conducto colector cortical y medular.

El balance de Na" y K* se regula en dichos segmentos distales de la nefrona por
varias hormonas: aldosterona, vasopresina, angiotensina Il e insulina. En la region
distal sensible a aldosterona el K* entra a la célula a través de la ATPasa Na'/K*
basolateral y, en condiciones basales, se secreta en el espacio urinario por
difusion pasiva a través de los canales de K* apicales (ROMK, MaxiK y Kv1.3). La
expresion de estos Ultimos incrementa por una ingesta elevada de K*, mientras
que disminuye por la dieta deficiente de K*. Por ello, anteriormente, se evaluo el
efecto de la dieta alta y baja en K" sobre la abundancia del canal HCN2 y HCN4;

ambos se regulan de manera diferencial por efecto de las dietas.

La aldosterona desempefia un papel fundamental en la reabsorcion de Na* y la
excrecion K* en la orina; la cinasa SGK1 media la sefializacion de la aldosterona
mediante la activacion de distintos canales de Na® y K* en la nefrona distal.

Encontramos que los canales HCN2 y HCN4 poseen en el extremo carboxilo y



amino, respectivamente, la secuencia consenso RXRXX(S/T) para SGK1. Por ello,
el propdsito de este trabajo fue evaluar el efecto de la SGK1 sobre la actividad de
estos canales, asi como obtener el canal HCN4 truncado hacia el carboxilo
terminal, para mimetizar la forma proteolizada (observada en rifién) y, comprobar

si es funcional.

Para ello realizamos ensayos de expresion funcional en ovocitos de Xenopus
laevis mediante la aplicacion de la técnica de fijacion de voltaje con dos
microelectrodos. Se utilizé el canal Kv1.3 humano como un control positivo de la
expresion y actividad de SGK1. Nuestros resultados revelan que la cinasa SGK1
no afecta al canal HCN2. Por lo tanto, es probable que otras cinasas y/o ubiquitin
ligasas participen en la regulacion del canal HCN2 en las células principales e

intercaladas de la nefrona distal durante una dieta alta en K*.

Por el contrario, observamos que la co-expresion con la cinasa SGK1 reduce la
amplitud de la corriente generada por el canal HCN4 cortado hacia el carboxilo
terminal. Dicha disminucion también se observa con la cinasa SGK1 inactiva, por
lo tanto, es probable que esté involucrado un proceso de interaccién proteina-

proteina.



INTRODUCCION

Canales ionicos

Todas las células estan delimitadas por una membrana que les permite mantener
un ambiente interno favorable para la vida. La membrana plasmatica es un
complejo supramolecular compuesto por fosfolipidos, proteinas (trans-
membranales y periféricas), carbohidratos y colesterol. Debido a su composicion
es una barrera selectivamente permeable que separa fisicamente a la célula del
ambiente externo, con lo que regula la composicion del medio interno. Su
estructura basica esta determinada por la bicapa lipidica pero la mayoria de sus

funciones son desempefiadas por proteinas (Alberts, 2002).

Los canales ib6nicos, son proteinas transmembranales que forman poros
hidrofilicos que atraviesan la bicapa lipidica y permiten el paso de iones. Suelen
presentar una elevada selectividad para determinada especie i6nica y se
caracterizan por un potencial especifico de activacion. El paso de iones a través
de ellos siempre es a favor del gradiente electroquimico. Respecto a su eficiencia
de transporte, los canales permiten que iones con el tamafo y carga adecuados
crucen la membrana a velocidades que pueden alcanzar hasta 10° iones/segundo
(Hille, 2001).

Los poros formados por los canales iGnicos son estrechos, selectivos y no se
encuentran abiertos de forma permanente (Figura 1), sino que se abren en
respuesta a un estimulo especifico. Los principales mecanismos de regulacién
son: el cambio en el potencial de membrana (canales sensibles a voltaje), la union
de un ligando intracelular o extracelular (regulados por ligando) y en algunos
casos estimulos mecanicos o cambios de temperatura (Aidley, 1998; Cesare et al.,
1999).
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Figura 1. Canales ionicos (editada de Cooper, 2000). Muestra el mecanismo de transporte a
través de un canal. En la conformacion cerrada el flujo de iones es bloqueado por una “compuerta”.
La apertura de la compuerta permite rapidamente el flujo de iones a través del canal. *Por
simplicidad en esta imagen se describe el paso de solutos desde el liquido extracelular hacia el
citosol, sin embargo, el transporte también ocurre en la direccion contraria, esto depende del tipo
de canal y del gradiente de concentracion del ion que transporte.

Los canales dependientes de voltaje se activan en respuesta a variaciones en el
potencial de membrana y desempefian una funcion clave en los mecanismos que
determinan la liberacion de neurotransmisores asi como en la despolarizacién y
repolarizacion del potencial de membrana. De esta manera, participan en la
actividad ritmica espontanea de las células marcapaso. La mayoria se abren
después de una despolarizacion, es decir, el cambio del potencial de membrana
hacia valores menos negativos que su potencial en reposo, pero también existen
canales que se activan cuando ocurre una hiperpolarizacién, es decir, un cambio

del potencial en reposo hacia valores mas negativos (Alberts, 2002).



Canales cationicos activados por hiperpolarizaciéon y modulados por

nucledtidos ciclicos (HCN)

Los canales catidnicos activados por hiperpolarizacion y modulados por
nucledtidos ciclicos (HCN) permiten el fluyjo de Na® y de K* en condiciones
fisiolégicas (Ludwig et al., 1999; Biel et al., 2009; Kusch et al., 2010). Nuestro
laboratorio demostré que en el tejido renal los canales HCN también transportan
amonio (Carrisoza et al., 2011). Existen 4 subtipos (HCN1-4) y se encuentran

distribuidos en los tejidos nervioso y cardiaco (Biel et al., 2009).

El flujo de iones Na®, a través de los HCN, genera una corriente entrante llamada
I, (Biel et al., 2009; Wahl-Schott y Biel, 2009), caracteristica en el corazon y el
cerebro para el control de la actividad de marcapasos eléctrico. Esta corriente
contribuye con diversas funciones nerviosas, incluyendo la determinacion del
potencial de membrana en reposo, la generacion de actividad eléctrica sincronica
en las neuronas, la regulacion de la integracion dendritica y la transmision
sinaptica. Por lo anterior, esta implicada en multiples procesos fisiolégicos como
los latidos del corazon, los ciclos suefio-vigilia, el aprendizaje, la memoria, la

sensacion y percepcion (He et al., 2014).

Estructura, distribucién, cinéticay regulacioén

Los canales HCN estan distribuidos en el corazéon y el cerebro, sin embargo,
también se ha reportado su expresion en tejidos no excitables (Tabla 1). Cada
canal posee 4 subunidades que se ensamblan para formar un poro. Cada
subunidad presenta 6 dominios transmembranales (S1-S6), incluyendo uno
cargado positivamente (S4) que funciona como sensor de voltaje (Vaca et al.,
2000) y un dominio de union de nucleétidos ciclicos (cyclic nucleotide-binding
domain, CNBD) en el carboxilo terminal (Figura 2). En la region del poro tienen un
motivo glicina-tirosina-glicina (GYG) entre S5 y S6, que funciona como filtro de
selectividad en los canales de K* (Wahl-Schott y Biel, 2009; Macri et al., 2012).
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Tabla 1. Distribucion de la familia de canales HCN en la rata

Canal Localizacion

HCN1 | Hipocampo, neo-corteza, cerebelo, tallo encefalico, ganglios de la
raiz dorsal, médula espinal, nédulo sino auricular, retina, ovario,
células pancreaticas, glandula pituitaria, riidn.

HCN2 | Talamo, tallo enceféalico, bulbo olfativo, ganglios de la raiz dorsal,
células cardiacas, rifion, ovario, células pancredticas, retina y
glandula pituitaria.

HCN3 | Cerebro, bulbo olfativo, ganglios de la raiz dorsal, corazon, retina,
ovario, células pancreaticas, glandula pituitaria, rifidn.

HCN4 | Bulbo olfativo, tdlamo, ndédulo sinoauricular, fibras de Purkinje,
ganglios de la raiz dorsal, retina, ovario, células pancreaticas,
glandula pituitaria, riién.

Santoro et al.,

2000; Kaupp, 2001; Muller et al., 2003; EI-Kholy et al., 2007; Bolivar et al., 2008;

Yeh et al., 2008; Kouranova et al., 2008; Calejo et al., 2014.

Poro

Extracelular

Figura 2. Estructura de los
canales HCN (editado de
Postea y Biel, 2011). Arriba: las
cuatro subunidades se
ensamblan en tetrdmeros
(homomeéricos o heteroméricos).
Abajo: se muestra una
/ 3 subunidad completa con sus
/ % seis segmentos
/; K'@ transmembranales (S1-S6), el
dominio sensor de voltaje
cargado positivamente (S4) y la
regién del poro entre S5y S6.
El carboxilo terminal de los
canales HCN contiene a la
region C-enlazadora y el dominio
de unién a nucleétidos ciclicos
(CNBD) que media su respuesta
a AMPc.

Intracelular

cAMP

La expresion y propiedades funcionales de los canales HCN se diversifican para

adaptarse a

sus papeles fisiologicos correspondientes, a través de una regulacion
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precisa. A corto plazo se regulan por proteinas o metabolitos celulares que
interactian directamente con los canales, por proteinas cinasas que inducen su
fosforilacion, por neurotransmisores, asi como por la concentracién intracelular de
iones cloruro y protones (Figura 3). Mientras que a largo plazo se regula su

expresion, heteromerizacion o redistribucion subcelular (He et al., 2014).

Las proteinas cinasas son importantes en la regulacion de los canales HCN,
puesto que algunas son capaces de modificar la funcion del canal y su expresion
en la membrana celular. Entre estas cinasas se encuentran la tirosina cinasa Src,
la proteina cinasa activada por mitdgenos p38 (p38-MAPK), la proteina cinasa C
(PKC), la proteina cinasa A (PKA) y la proteina cinasa Il dependiente de GMPc
(cGKII).

La tirosina cinasa Src regula la actividad de los canales HCN2 y HCN4 por la
fosforilacion directa de un residuo de tirosina altamente conservado en su
secuencia de aminoacidos: Tyr 476 en HCN2 y Tyr 554 en HCN4 (Yu et al., 2004;
Zong et al., 2005). Esta fosforilacion acelera la activacion e incrementa la amplitud
de la corriente Ih; en el caso del canal HCN4 también se ha observado que cambia
el potencial de activacion hacia valores mas positivos por la fosforilacion de la Tyr
531 (Li et al., 2008).

La activacion de la p38-MAPK desplaza el potencial de activacion de los canales
hacia valores mas positivos (Poolos et al., 2006), mientras que la activacion de la
PKC reduce la amplitud de la corriente Ih, causa un desplazamiento en el
potencial de activacion del canal HCN1 hacia valores mas negativos y disminuye
su expresion en la membrana plasmatica, mediante un incremento en la
fosforilacién del canal (Liu et al., 2003; Williams et al., 2015). Tanto en el caso de
la p38-MAPK como de la PKC aun no se ha dilucidado si el mecanismo de
regulacion sobre los HCN es por fosforilacion directa de los canales, por la

activacion de segundos mensajeros o por la activacion de otras proteinas cinasas.

La proteina cinasa Il dependiente de GMPc desplaza el potencial de activacion del
canal HCN2 hacia valores mas negativos. Dicho efecto esta asociado a la

12



fosforilacion de la serina 641, que esta altamente conservada en las demas

isoformas del canal (Hammelmann et al., 2011).

La PKA desplaza el potencial de activacion del canal HCN4 hacia valores mas
positivos por fosforilacion directa del canal en la region del carboxilo terminal (Liao
et al., 2010). Por otra parte, se sugiere que la proteina cinasa Il dependiente de
calmodulina (CaMKII) regula el trafico y la expresion en la superficie de los
canales HCN, puesto que su inhibicion promueve la redistribucién del HCN1 en
hipocampo (Shin y Chetkovich, 2007).

_PIP;,PA,AA

+ Src(Tyr476/HCN2; Tyr531,Tyr554/HCN4)
HY > i
(His321/HCN2) @

<«—— cGKII(Ser641/HCN2)

<——cAMP cGMP, cCMP

p38-MAPK ?
PKC?
Ca*/CaMKII ? <«—FilaminA

TRIP8b

Figura 3. Regulacidn de la funcién de los canales HCN por moléculas pequefias, proteinas
cinasas e interacciéon con proteinas (He et al., 2014).

Hasta la fecha no se conoce bien el mecanismo de trafico a la membrana y
redistribucién celular de los canales HCN ni la regulacién de los mismos. Como ya
se menciond, se ha observado que la activacién de algunas cinasas tales como la
PKC o la CaMKII afectan el trafico de algunos HCN a la membrana. Sin embargo,
aun no se sabe si la regulacién es 1) por la fosforilacién; 2) por la interaccién

directa de las cinasas con el canal o 3) por que las cinasas interaccionan con
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proteinas como TRIP8b, filamina A o tamalina (proteinas de andamiaje) que se

han relacionado con la regulacién del trafico de los canales HCN.

TRIP8b es una proteina citoplasméatica del cerebro que interacciona con el
carboxilo terminal de las subunidades de los canales HCN en el dominio de unién
a nucleotidos ciclicos y modula la expresion en la superficie del canal HCN1
(Santoro et al., 2004; Santoro et al, 2011). Existen varias isoformas de TRIP8b y
cada una regula de manera diferencial la expresion en la superficie celular del
canal HCNL1 en el cerebro (Lewis et al., 2009; Santoro et al., 2009).

La filamina A es una proteina citoplasmatica de andamiaje con dominios de unién
a actina cuya funcién principal es enlazar las proteinas transmembranales con el
citoesqueleto. La filamina A interacciona con el canal HCNL1 a través de una region
de 22 aminoéacidos que se encuentra rio abajo del CNBD y afecta su localizacion
en la membrana celular (Gravante et al, 2004). Esta region no se conserva en las
otras isoformas del canal, por ello se sugiere que la filamina A regula
especificamente al HCN1.

El HCN2 interacciona con otras proteinas de andamiaje como tamalina, S-SCAM y
Mint2 a través de sitios de interaccidn presentes en el C-terminal de sus
subunidades. Estas proteinas estan implicadas en el trafico de canales y
transportadores desde compartimentos intracelulares a la membrana plasmatica,
por ello se sugiere que podrian desempefiar un papel importante en el trafico o
distribucion del HCN2 (Kimura et al., 2004).

Ademas de la fosforilacién, otras modificaciones postraduccionales como la
glicosilacion y la sumoilacién (unién covalente del péptido SUMO: pequefio
modificador relacionado con la ubiquitina) también participan en la regulacién del
trafico de los canales HCN a la membrana. Todas las isoformas del canal HCN
tienen una secuencia consenso de glicosilacion (N-X-S/T) en el dominio
extracelular entre los segmentos transmembranales S5y S6. Los canales HCN1 y

HCN2 se encuentran N-glicosilados en el cerebro (Zha et al.,, 2008). La

14



glicosilacidon no es necesaria para que los canales sean funcionales pero si es

fundamental para su expresion en la superficie celular (Much et al., 2003).

Recientemente se reporté que el canal HCN2 posee varios sitios consenso
susceptibles de sumoilacion y que algunos de ellos se conservan en las demas
isoformas del canal. La sumoilacion incrementa la expresion en la membrana del
canal HCN2. Dado que la principal funcién de la sumoilacion es facilitar las
interacciones proteina-proteina se sugiere que el mecanismo por el que regula el
trafico del canal podria estar relacionado con el favorecimiento de la interaccion
con proteinas de andamiaje como TRIP8b o S-SCAM (Parker et al., 2016).

También se propone a la protedlisis de las subunidades del canal como un
mecanismo de regulacion, puesto que se ha demostrado que tiene un papel
importante en la formacion de heteromultimeros. En el miocardio de raton el canal
HCN2 esta proteolizado hacia el carboxilo terminal y se co-ensambla con el canal

HCN4 para formar heteromultimeros funcionales (Ye y Nerbonne, 2009).

Calejo y colaboradores sugieren que, ademas de la glicosilacién, la protedlisis
podria intervenir en la expresion de los HCN en la membrana celular. Plantean
que el corte selectivo de las subunidades de los canales HCN por
metaloendopeptidasas unidas a la membrana podria contribuir a la variedad de
propiedades de los canales HCN nativos en diferentes tejidos. Ademas,
demuestran que los canales poseen sitios consenso en diferentes regiones con
elevada probabilidad de ser procesados por proteasas (Figura 4; Calejo et al.,
2014).
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Figura 4. Diagrama de las diferentes isoformas de HCN (HCN1-4) que muestra sitios
especificos de fosforilacion, N-glicosilacién y escision (editada de Calejo et al., 2014)
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Regulacion de canales idnicos por la cinasa inducible por suero y

glucocorticoides (SGK1)

La cinasa inducible por suero y glucocorticoides (SGK1) se clond de células de
tumor mamario de rata y debe su nombre a que se identific6 como un gen
estimulado transcripcionalmente por suero y glucocorticoides (Webster et al.,
1993). Ahora se sabe que también se estimula por mineralocorticoides,
gonadotropinas, progesterona, eritropoyetina, 1,25 dihidroxivitamina D3, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, etc. La expresion de la SGK1 también se
estimula por concentraciones elevadas de glucosa, acidosis metabdlica, radiacion

UV, isquemia y estrés oxidativo (Lang y Stournaras 2013).

Ademas de la cantidad de transcrito, la regulacion de la SGK1 también ocurre por
modificaciones postraduccionales en la proteina que impactan directamente en la
actividad de la cinasa. La activacion de la SGK1 requiere la fosforilacion de la
serina 422 por la PDK2 (proteina cinasa dependiente de fosfatidil-inositol
trifosfato), seguida de la fosforilacion de la treonina 256 por la PDK1 (Kobayashi y
Cohen 1999). La SGK1 se activa por varios factores de crecimiento, insulina,
hormona foliculoestimulante (FSH), trombina y corticosterona (Lang y Stournaras
2013).

En mamiferos la SGK1 es practicamente ubicua; se encuentra en pancreas,
higado, musculo cardiaco, pulmoén, placenta, rifidon, cerebro, entre otros
(Waldegger et al., 1997; Lang et al., 2009) y es un potente estimulador de varios
canales i6nicos, por lo que tiene un papel importante en una variedad de funciones
fisiol6gicas, tales como la regulacion del volumen celular, exocitosis, proliferacion

celular, excitaciéon y transporte epitelial (Lang y Shumilina, 2013).

Los mecanismos a traves de los que la SGK1 regula a los diferentes canales
incluyen la fosforilacién directa en la secuencia consenso RXRXX(S/T) presente
en sus blancos (Kobayashi y Cohen 1999), la activacion de otras proteinas

cinasas, la estimulacién de la expresion de genes (por la regulacién a la alta de
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factores de trascripcion) y la estabilizacion de las proteinas en la membrana por la

fosforilacion e inactivacion de la ubiquitin ligasa Nedd4-2 (Lang et al., 2014).

Anatomia y fisiologia renal

Los rifiones son 6rganos reguladores y excretores que realizan diversas funciones,
entre las que se encuentran: 1) la excrecion de productos de desecho; 2) la
regulacion del equilibrio hidro-electrolitico y de la presion arterial; 3) el
mantenimiento del equilibrio acido-base; 4) la regulacion de la produccion de
eritrocitos; 5) la secrecion, metabolismo y excrecion de hormonas; 6) la produccion
de calcitriol (vitamina D3). Cabe resaltar que la funcion excretora de los rifiones es
crucial para regular la composicién y el volumen de los liquidos corporales (Guyton
y Hall, 2011).

Los rifiones se sitdan en la pared posterior del abdomen fuera de la cavidad
peritoneal, a ambos lados de la columna vertebral. Forman parte del aparato
urinario junto con la vejiga, uréteres y uretra. (Guyton y Hall 2011; Koeppen y
Stanton, 2009). Cada rifidbn esta rodeado por una cépsula fibrosa de tejido
conectivo que protege sus estructuras internas. En un corte sagital se observan
dos regiones principales: una regidn externa o corteza, y una region interna, la
médula. Ambas regiones se componen de nefronas, vasos sanguineos, linfaticos y
nervios (Guyton y Hall, 2011).

La nefrona es la unidad funcional del riion. Cada rifién tiene alrededor de 1.2
millones de nefronas (Boron, 2009), cuya regeneracion es muy lenta, por lo que
hay una reduccién gradual de su nimero por lesion, enfermedad o envejecimiento
(Maeshima, 2003; Bruno 2014). Cada nefrona esta integrada por los segmentos
siguientes: el glomérulo (rodeado por la capsula de Bowman), el tubulo
contorneado y recto proximal, el asa de Henle (con una rama descendente

delgada, una ascendente delgada y una ascendente gruesa), el tubulo
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contorneado distal y el conducto colector (Figura 5). Cada segmento esta

compuesto por diferentes tipos celulares con funciones de transporte especificas.

Los iones se transportan desde el lumen tubular hacia el intersticio o viceversa por

via transcelular o paracelular. En la primera, la velocidad del transporte de los

iones depende de los gradientes electroquimicos, de los canales idnicos y de los

transportadores presentes en las membranas apical y basolateral; mientras que en
la segunda, los iones pasan a través de las uniones estrechas entre las células

(Boron, 2009).
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Figura 5. Estructura de la nefrona (editada de Boron, 2009)

La formacién de orina, mecanismo por el que se excretan diferentes cantidades de

agua, iones y productos de desecho, es el resultado de tres procesos renales:

1) Filtracion glomerular.
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2) Reabsorcion de sustancias de los tubulos renales hacia la sangre.

3) Secrecion de sustancias desde la sangre hacia los tubulos.

Cada uno de estos procesos se regula de acuerdo a las necesidades del
organismo. En el proceso de filtracion glomerular, una gran cantidad de agua y
solutos pasa desde los capilares glomerulares hacia la capsula de Bowman. La
mayor parte de las sustancias del plasma se filtran libremente, excepto las
proteinas plasmaticas debido a su tamafio y carga negativa.

A medida que el ultrafiltrado del plasma abandona la capsula de Bowman y pasa
por el tibulo de células epiteliales, su composicion se modifica por la reabsorcion
de agua Yy solutos hacia la sangre, y por la secrecion de algunas sustancias desde
los capilares peritubulares hacia la luz tubular. De este modo, el rifidn regula la
excrecion o reabsorcion de diferentes sustancias dependiendo de las necesidades

del organismao.

Homeostasis del potasio (K*)

El K" es el cation intracelular mas abundante y su concentracion extracelular se
encuentra regulada en 4.2 mEqg/L, aproximadamente. El mantenimiento de dicha
concentracion es de vital importancia puesto que muchas funciones celulares son
sensibles a los cambios en la concentracién de K*, algunas de ellas son: la
regulacion del volumen y pH celulares, la sintesis de ADN y proteinas, el
crecimiento, la funcién enzimética, el potencial de membrana en reposo, la
actividad neuromuscular y cardiaca (Guyton y Hall, 2011; Koeppen y Stanton,
2009).

La mayor parte del K* total corporal (~98%) se encuentra dentro de las células, y
solo el 2% en el liquido extracelular, esto dificulta el mantenimiento de su
homeostasis en este ultimo compartimento. Existe un continuo movimiento de
potasio entre el compartimento intracelular y extracelular. El K* se concentra en el

fluido intracelular gracias a la ATPasa Na'/K* que esta presente en la mayoria de
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las células, de manera simultanea el K sale de la célula a través de canales de
potasio. Las tasas relativas de entrada y salida de K determinan la cantidad
absoluta de este ion en cada compartimento (Weiner y Wingo, 1998).

Tras la ingesta de una comida normal (~40 mEq de K*) el K se absorbe por el
tracto gastrointestinal y penetra en el liquido extracelular en minutos. La rapida
entrada de K* a las células ayuda a mantener el balance hasta que los rifiones
puedan eliminar el exceso. Esto evita que la concentracion de K* en el liquido
extracelular se eleve a valores que podrian ser mortales (valores de referencia 3.5
- 5.0 mEg/L de K" en plasma). La internalizacion del K* en las células es rapida,
eficiente y esta regulada por hormonas, principalmente la aldosterona y la insulina
(Goilav y Trachtman, 2010).

El incremento de la concentracion de K* en el plasma estimula la secrecion de
insulina en el pancreas. Esta hormona estimula la entrada de K" a las células
porque aumenta la actividad de la Na'/K* ATPasa y/o del cotransportador
Na*/K*/2CI a través de la SGK1, que regula positivamente su actividad (Lang et
al., 2014). La accion de la insulina tiene lugar en una gran variedad de tipos
celulares incluyendo musculo esquelético, higado, células epiteliales, fibroblastos,

adipocitos y eritrocitos (Lang y Vallon, 2012).

La excrecion renal de K™ es primordial en la respuesta a cambios en su ingesta y
el mantenimiento de los niveles de K* sérico. En la region distal de la nefrona,
especialmente en el tubulo conector y el conducto colector, el K* puede
reabsorberse o secretarse dependiendo de las necesidades fisioldgicas. (Boron
2009; Guyton y Hall, 2011).

Manejo renal del K*

El mantenimiento de la homeostasis del K* requiere de un balance continuo entre
la ingesta por la dieta y su excrecion del organismo. En individuos con una funcion

renal normal la mayor parte del K* de la dieta se excreta a través de la orina. El K*
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se filtra libremente en el glomérulo. En condiciones normales, alrededor del 50-
70% del K" presente en el ultrafiltrado se reabsorbe en el tibulo proximal. Otro 20-
30% del K* se reabsorbe en el asa de Henle, en especial en la porcién gruesa
ascendente, a través del cotransportador NKCC2. La carga de K* que se
reabsorbe en estos segmentos de la nefrona es relativamente constante, de ahi
que las variaciones diarias en la excreciéon de K se deben a cambios en la

secrecion en los tubulos distal y colector (Goilav y Trachtman, 2010).

En la nefrona distal sensible a aldosterona (ASDN; comprende la parte final del
tibulo contorneado distal, el tdbulo conector y el conducto colector),
especialmente en el tibulo conector y el conducto colector, el K* puede
reabsorberse o secretarse dependiendo de las necesidades del organismo. Ante
una ingesta elevada de K¥, la excrecion extra requerida se consigue
incrementando su secreciéon. Por el contrario, si la ingesta de K* es baja, su
secrecion en los tubulos distal y colector disminuye (Boron 2009; Guyton y Hall,
2011).

El TCN y el conducto colector estan constituidos por células principales e
intercaladas. Las células principales secretan K*y constituyen alrededor del 60%
de las células epiteliales en la corteza renal. EI K* pasa desde el intersticio al
citoplasma a través de la ATPasa Na'/K" presente en la membrana basolateral y

sale al lumen por canales selectivos de K* (Figura 6) (Guyton y Hall, 2011).

En circunstancias asociadas a una pérdida acentuada de K*, se detiene su
secrecion y hay una reabsorcion neta de K* a través de las células intercaladas. El
mecanismo ain no se conoce del todo, sin embargo, se sugiere que el K* se
reabsorbe por la ATPasa H'/K' localizada en la membrana luminal y
posteriormente pasa hacia el intersticio por canales selectivos de K™ (Boron,
2009).
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Figura 6. Secrecion de K* en la ASDN (editada de Welling, 2013). Mecanismos de transporte
celular para la secrecion de K™ en las células principales (TCN y CCC), células intercaladas y en
células parecidas a las células principales en la region final del tibulo contorneado distal o TCD2

La aldosterona induce cambios sustanciales en el transporte transcelular de K* por
ello tiene un papel primordial en la proteccion contra la hipercalemia. En particular,
la aldosterona disminuye el porcentaje de K total en el plasma e incrementa la
cantidad intracelular de K* por la estimulacién de la ATPasa Na'/K* (Friedman,
1982; Weiner y Wingo, 1998).
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Un incremento en la concentracion plasmatica de K* estimula la secrecion de
aldosterona en el rifibn (Wang, 2004), que a su vez aumenta la expresion de la
SGK1. Esta cinasa contribuye en la regulacién de la retencién renal de Na* y la
eliminacion renal de K, ya que regula positivamente la expresion y actividad del
canal epitelial de sodio (ENaC) y de los canales de potasio ROMK y Kv1.3,
presentes en las membranas luminales de las células principales del conducto

colector (Wang y Giebisch, 2009; Koeppen y Stanton, 2009).

La cinasa SGK1 regula positivamente la actividad de ENaC al fosforilar una serina
en el amino terminal de la subunidad a del canal (Diakov y Korbmacher, 2004).
Ademas, inhibe por fosforilacion a la ubiquitin ligasa Nedd4-2, involucrada en la
degradacion de ENaC, con lo que incrementa indirectamente la vida media del
canal (Snyder et al., 2002). Por otro lado, la SGK1 estimula la transcripcién de
ENaC, gracias a que regula negativamente un factor de transcripcion que
mantiene la represion basal de expresion de la subunidad a del canal (Zhang et
al., 2007).

En el caso del ROMK, la SGK1 incrementa su abundancia en la membrana
plasmatica (Yoo et al., 2003) a través de NHERF2, una proteina que media el
tréfico de canales hacia la membrana (Palmada et al., 2003). Ademéas SGK1 lo
fosforila directamente y con ello introduce una carga negativa que desplaza su
sensibilidad al pH hacia valores méas acidos. Esto Ultimo permite que la corriente a
través del canal sea mayor al pH citosélico (Palmada et al., 2003). Por otro lado,
SGK1 regula a la alta la actividad del Kv1.3 mediante la inhibicion de la ubiquitin
ligasa Nedd4-2 (Henke et al., 2004).

El incremento en la expresion de las ATPasas Na'/K" facilita la captacion de K™ a
través de la membrana basolateral al interior de las células y, en consecuencia,
eleva la concentracion intracelular de K*. El aumento en el nimero y actividad de
los canales ENaC eleva la entrada de Na® luminal al interior celular, esto
despolariza el voltaje de la membrana apical. Lo anterior, aunado al incremento de
la concentracion intracelular de K*, eleva la fuerza conductora electroquimica para

la secrecion de K™ hacia la orina (Koeppen y Stanton, 2009; Welling, 2013).
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Figura 7. Efectos de la aldosterona en relacion con la secrecion de K' por las células
principales del tabulo colector (editada de Koeppen y Stanton, 2009). 1) Aumento de la
cantidad de ATPasas Na'/K" en la membrana basolateral; 2) incremento de la cantidad de canales
de Na® en la membrana apical; 3) aumento de los niveles de SGK1; 4) estimulacién de CAP1
(proteina activadora de canal), que activa directamente a ENaC 5) estimulacion de la
permeabilidad de K* en la membrana apical.

ANTECEDENTES

La actividad y funcion de los canales HCN ha sido ampliamente estudiada en
tejidos excitables como el cerebro y el corazén. Se sabe que ademas de la union a
AMPc los HCN también se regulan por su interaccién con diferentes moléculas,
entre ellas proteinas cinasas como la tirosina cinasa Src, p38-MAPK, PKC, cGKiIl,
entre otras (Biel et al., 2009; He et al., 2014). Sin embargo, su deteccion en tejidos
no excitables, tales como el pancreas o el rifidn, es relativamente reciente, por

ello, su funcién y regulacién en este tipo de tejidos no estan dilucidadas del todo.
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Recientemente en nuestro laboratorio se identifico a la familia de los canales HCN
en la corteza y la médula del rifidén de la rata y se observo que se expresan de
manera diferencial a lo largo de la nefrona. En particular, el canal HCN2 se
encuentra intracelular y en la membrana basolateral de las células principales e
intercaladas (secretoras de acido) del conducto colector (Figura 8). En estas
ultimas participa en el transporte transcelular del ion amonio (NH4") en los epitelios
renales (Carrisoza et al, 2011). Esto es importante en la regulacion del pH

sanguineo al contribuir a la excrecién neta de protones en la orina.

HCN2:AQP2
Merged

Figura 8. Inmunolocalizacién del canal HCN2 en células principales e intercaladas del
conducto colector de la médula externa del rinén de la rata. Doble inmunofluorescencia
etiquetada con anticuerpos dirigidos contra el canal HCN2 (secundario: Alexa 488; verde) y
acuaporina 2 (AQP2; secundario: Alexa 594; rojo) o contra la subunidad Bl de la V-ATPasa
(secundario: Alexa 594; rojo). Las células que expresan el canal HCN2 junto con la AQP2 o con la
V-ATPasa se muestran en los paneles de abajo (empalme). La AQP2 y la V-ATPasa se observan
en las membranas apicales (*), mientras que el HCN2 se observa en las membranas basolaterales
(flechas). Escala= 25um (Carrisoza et al, 2011).

Por otra parte, se observo que el canal HCN4 se localiza en el tubulo proximal, en
la rama ascendente gruesa del asa de Henle, en la membrana apical de las

células intercaladas del tubulo conector y el conducto colector cortical y medular.

26



En el rindn, el canal HCN4 (apical) se encuentra predominantemente en su forma
proteolizada hacia el C-terminal (~95 y 70 kDa) (Datos no publicados); estos
tamafos corresponden con los fragmentos truncados predichos por Calejo y
colaboradores, de acuerdo con los probables sitios de escisibn para
metaloendopéptidasas en los aminoacidos Ser920 - Asp921 y Lys562 - Met563
(Calejo et al., 2014).

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se observo que, en los
animales adaptados a una acidosis metabdlica cronica, no se altera el nivel de
proteina del canal de Na‘'/NH," HCN2 (Carrisoza et al, 2011). Cambios en la
concentracion plasmatica de K* afectan la producciéon renal de amonio (Tannen,
1977) y el incremento de la concentracion plasmatica de K* por arriba de 5.5
mMEQ/L conduce a una disminucion de su excrecion renal (DuBose y Good, 1991).
Por lo anterior, se evaluo el efecto de la dieta deficiente de K* y con alto contenido

de K sobre los niveles del canal HCN2 y HCN4 en el epitelio renal de la rata.

Encontramos que en las ratas adaptadas a una dieta crénica con alto contenido de
K" (10%), los niveles proteicos del canal HCN2 aumentan (se regula a la alta) en
la nefrona distal sensible a aldosterona. En contraste, el canal HCN4 se regula a la
alta en la membrana apical de células a-intercaladas por la dieta deficiente de K*
(Datos no publicados). Es posible que, en las células principales y/o intercaladas,
la entrada de Na' a través de los HCN participe en la generacion de la
despolarizacion necesaria para la activacion de los canales secretores de K*

presentes en la membrana apical.

En consecuencia, se favoreceria la excrecion urinaria del exceso de K' en el
intersticio de la médula renal. Ademas, la captacion luminal de Na* por el HCN4
podria favorecer la reabsorcibn de NaHCOg; por las células intercaladas. Si esto
ocurre, es probable que los canales HCN2 y HCN4 se encuentren regulados por
moléculas relacionadas con el mantenimiento de la homeostasis del K*. El canal
HCN2 presenta en el carboxilo terminal la secuencia consenso RXRXX(S/T) que
reconoce la SGK1 (Kobayashi y Cohen 1999); mientras que en el canal HCN4
dicha secuencia se encuentra en el amino terminal (Figura 9).
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Durante la hipercalemia se alteran tanto los niveles proteicos del HCN2 y HCN4
como la expresion de la cinasa SGK1 (Vallon et al, 2005; Koeppen y Stanton,
2009), que regula positivamente la actividad de muchos canales, esto podria
implicar la participacion de la SGK1 en alguno de los mecanismos de activacion
del canal. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar si la actividad de
los canales de amonio/sodio HCN2 y HCN4 efectivamente esté regulada por dicha

cinasa.

Ademas, como se menciond anteriormente, en el rifidn se observan
predominantemente las formas proteolizadas del canal HCN4, por ello, otro de los
objetivos fue generar la proteina cortada hacia el C-terminal (HCN4-A921) para

mimetizar la banda inmunodetectada en riibn de ~95 kDa y evaluar si es

funcional.
Motivo para SGK1 Motivo para SGK1
RXRXX(S/T) RXRXX(S/T)
Posicién
Posicién de da
g ela
la serina i
HCN4 (Humano) 14 1 MDKLPPSMRKRLYSLP HCN2 (Humano) 887 872 AGGLDPQDSARSRLSSNL
HCN4 (Rata) 14 1 MDKLPPSMRKRLYSLP HCN2 (Rata) 861 846 ASGLDPLDSARSRLSSNL
HCN4 (Ratén) 14 1 MDKLPPSMRKRLYSLP HCN2 (Raton) 861 846 ASGLDPLDSARSRLSSNL
Amino Carboxilo

Figura 9. Posicion de la secuencia consenso de fosforilacion por SGK1 en las subunidades
de los canales HCN2 y HCN4 (modificada de Postea y Biel, 2011).
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OBJETIVO GENERAL

Co-expresar en ovocitos de Xenopus laevis los canales HCN2, HCN4 y HCN4-

A921 con la cinasa SGK1 para determinar si ésta Ultima regula su actividad.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener el cDNA del canal HCN4-A921 y amplificarlo para utilizarlo como
templado para la sintesis del cRNA.

» Amplificar el cDNA de la cinasa SGK1 WT y la mutante inactiva SGK1
K127M para utilizarlo como templado para la sintesis del cRNA.

» Obtener el cRNA del canal HCN2, HCN4, HCN4-A921 y de las cinasas
SGK1 para inyectarlo en los ovocitos de X. laevis.

» Reqgistrar la corriente del canal HCN2, HCN4 y HCN4-A921 en ausencia y
presencia de la cinasa SGK1 silvestre (SGK1 WT) y la mutante inactiva

(SGK1**™) para determinar si se observa una diferencia significativa.

HIPOTESIS

Si la cinasa SGK1 fosforila a los canales HCN2 y HCN4 entonces la corriente

i6nica producida por ellos aumentara.
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MATERIALES Y METODOS

Amplificacién del cDNA de SGK1

Los DNAs complementarios (cDNA) de SGK1 WT, y SGK1 K127M (mutante
inactiva) fueron donados por el Dr. Paul A. Welling, investigador del Departamento
de Fisiologia de la Universidad de Maryland, Baltimore. Para su amplificacion se
prepararon células competentes de E. coli DH5a y se transformaron por choque
térmico con los vectores SGKIWT-pSD64TF y SGK1K127M- pSD64TF-.

Las bacterias se incubaron a 37°C en medio solido Luria-Bertani (LB) con
ampicilina durante 16 h. Después se tomaron colonias aisladas al azar y se
incubaron en medio LB liquido (5 mL) con ampicilina durante 14 h a 37 °C. EI DNA
plasmidico de este cultivo se purificé con el Plasmid Miniprep Kit (QIAGEN). La
presencia del DNA se verificd en un gel de agarosa, posteriormente se realizo el
corte con enzimas de restriccion (Not I, Kpn | y Pst I) para corroborar el patron de
bandas, segun el mapa de los vectores.

Después se obtuvieron los DNAs a mayor escala, en un cultivo liquido de medio
LB con ampicilina (100 mL) utilizando el Plasmid Midiprep Kit (QIAGEN).
Nuevamente se verifico la calidad del DNA mediante un gel de agarosa, se realizd
el andlisis de restriccidn y se cuantific6 mediante espectrofotometria-UV por su

absorbancia a una longitud de onda de 260 nm.

Obtencion del canal HCN4 y HCN4-A921 en el vector PBF!

El plasmido hHCN4/pcDNA3 (Donado por el Dr. Luis Vaca, UNAM) codifica para el
marco de lectura abierto completo del canal HCN4 de humano, que consta de
3611 pb. Dicho plasmido se corto con las enzimas de restriccion EcoR |y Kpn |
para obtener la primera mitad del cDNA del canal hHCN4; este fragmento de 1313

pb se purificé a partir de un gel de agarosa (1%) y se digiri6 de nuevo con estas

1 .. .2 . . .
Este procedimiento lo realizé la Maestra en Ciencias Carolina Salvador.
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enzimas antes de la ligacion. La segunda mitad tanto del canal HCN4 wt como del
truncado se obtuvo mediante amplificacion por PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa).

Se disefaron iniciadores basados en la homologia de secuencia de aminoacidos
con en canal HCN4 humano (GenBank Acc: NM_0054772). A cada cebador se le
adiciond, en uno de los extremos, un sitio de corte para una enzima de restriccion.
Las secuencias de nucledtidos para los cebadores del canal silvestre hHCN4
fueron: (1) Kpn | 5-GCTGCCTGCAGTTCCTGGTACCCATGCTACAGGACTT-3'
(sentido) y (2) 5-ATTTACCGGTTCATAGATTGGATGGCAGTTTGGAGCGCAC-3'
Age | (anti-sentido).

El canal HCN4 truncado hacia el carboxilo terminal (HCN4-A921; codifica para los
aminoacidos 1-921). Por lo tanto, se amplific6 con el mismo cebador sentido
usado para hHCN4 (1) y con el cebador antisentido: (3) 5-ATTTACCGGTTC
AGGAGGAGGACAGGGAGCCACCCA-3' Age I. EIl fragmento, obtenido mediante
PCR, del canal completo HCN4 fue de 2298 pb de longitud y el del HCN4-A921 de
1450 pb.

Estos fragmentos se purificaron a partir de un gel de agarosa y se digirieron con
las enzimas correspondientes (Kpn | y Age 1) antes de la ligacién. Los fragmentos
del cDNA del canal HCN4 completo y HCN4-A921 se ligaron con la enzima T4
DNA ligasa (Invitrogen), se subclonaron en el vector pBF (para expresion en
ovocitos) y se transformaron en células DH5-a. Los cDNAs purificados (Midiprep)

se comprobaron por secuenciacion (prisma ABI 310, Perkin Elmer).

Transcripcion in vitro

Para la sintesis in vitro del cRNA: el cDNA del canal HCN2 insertado en el vector
pSD64T se linealizé con la enzima de restriccion Sal |, el cDNA del canal HCN4
(completo y truncado) con Pvu | y los cDNAs de SGK1 WT-pSD64TF y SGK1
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K127M-pSD64TF se linealizaron con Bgl I. La digestion se corrobord por medio de

un gel de agarosa.

Después, el cDNA se transcribid in vitro con la RNA polimerasa SP6 en presencia
de ribonucledtidos y analogo de cap (m7G(5’)ppp(5’)G). Para ello, se utilizaron los
reactivos del kit mMessage mMachine (Ambion) y se siguieron las instrucciones
del fabricante. El cDNA utilizado como templado se removié con DNAsa | libre de
RNAsas. El cRNA se purificd por precipitacion con cloruro de litio y su integridad
se corrobord por electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa. El cRNA se

cuantific6 mediante espectrofotometria por su absorbancia a 260 nm.

Expresién de canales i6nicos en los ovocitos de la rana africana Xenopus

laevis

En 1971 Gurdon y colaboradores demostraron que los ovocitos de la rana africana
Xenopus laevis eran capaces de sintetizar hemoglobina después de la inyeccién
del cRNA. Estos ovocitos se usan para la expresion de proteinas heterdlogas
gracias a su capacidad para traducir de manera eficiente mRNAs exdgenos en
proteinas funcionales (Gurdon et al., 1971). En 1982 Miledi y colaboradores
demostraron que los ovocitos de X. laevis podian expresar diferentes canales
ionicos (Miledi et al., 1982). Con el tiempo los ovocitos se convirtieron en el
sistema mas utilizado para el andlisis electrofisiolégico de canales, receptores y
transportadores.

Los estudios electrofisiolégicos que emplean ovocitos incluyen: 1) analisis de las
propiedades de permeabilidad de los canales y sensibilidad farmacolégica, 2)
investigacion de la propiedades de subunidades mutantes para abordar problemas
de estructura-funcién, 3) analisis de modificaciones postraduccionales, 4) estudio
de la regulaciéon del canal por otras proteinas y segundos mensajeros (Bianchiy
Driscoll, 2006).
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Los ovocitos son oOvulos inmaduros que atraviesan por seis estadios de
maduracion (I-VI) clasificados segun su tamafio y apariencia (Dumont, 1972). Para
la mayoria de los experimentos se utilizan los ovocitos en los estadios V-VI (Figura
10) debido a que son grandes (1-1.3 mm de didmetro). Su tamafo facilita su
manejo, la inyeccion del cRNA y la insercion de los microelectrodos. La tasa de
maduracion de los ovocitos esta influenciada por diferentes factores tales como la
alimentacion, la estimulacion hormonal y la temporada. Por ello, varian en tamafio,
apariencia y metabolismo. Por lo tanto, se debe tener cuidado de utilizar ovocitos

de la misma etapa o etapas cercanas (Wagner et al., 2000).

Figura 10. Ovocitos de Xenopus laevis en las fases
de maduracién V y VI. En estas fases tienen un
diametro aproximado de 1-1.3 mm y presentan una
regién pigmentada café (polo animal) y una regién no
pigmentada (polo vegetal).

Obtencidon y microinyeccion de ovocitos de Xenopus laevis

Los ovocitos se obtuvieron por ovariotomia parcial de ranas adultas Xenopus
laevis (Xenopus |) anestesiadas por inmersion en etil 3-aminobenzoato (Sigma) al
0.2%, pH 7.4. Los agregados se separaron manualmente de los |6bulos ovaricos y
se incubaron en medio ND96 libre de calcio con colagenasa tipo 1A (2 mg/mL;

Sigma) durante 40 minutos a temperatura ambiente para remover la capa folicular.

Posteriormente se realizaron varios lavados con medio ND96 (NaCl 96 mM, KCI 2
mM, HEPES 5 mM, piruvato 2.5 mM, MgCl, 1 mM y CaCl, 1 mM, pH 7.4) y se

incubaron durante la noche a 18 °C en medio ND96 con gentamicina. Al dia
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siguiente se inyectaron los ovocitos de las fases V y VI con el cRNA

correspondiente en un volumen total de 50 nL y se incubaron a 18 °C por 24-72 h.

Registro electrofisiolégico

Uno a tres dias después de la inyeccion del cRNA, los ovocitos se registraron con
la técnica de fijacion del voltaje con dos microelectrodos (Stihmer y Parekh, 1995)
como control se registraron ovocitos del mismo lote inyectados con el cRNA de
SGK1 WT. Se utilizd un convertidor analdgico digital DIGIDATA 1322A, un
amplificador Geneclamp 500B, el software pClamp 8.0 (todos de Axon Instruments

Inc.) y una PC Pentium Il (Intel) para la adquisicion de los registros.

Las corrientes macroscopicas para el canal Kvl.3 se obtuvieron a partir de la
aplicacion de un protocolo de voltaje de -60 a +80 mV con pulsos de 2 segundos e
incrementos de 20 mV, con un potencial de mantenimiento de -90 mV. Para el
canal HCN2 se obtuvieron a partir de la aplicacion de un protocolo de -120 a -60
mV con pulsos de 3 segundos e incrementos de 20 mV, con un potencial de
mantenimiento de -35 mV, mientras que para el canal HCN4 se obtuvieron a partir
de -150 a -60 mV con pulsos de 4 segundos e incrementos de 10 mV y un

potencial de mantenimiento de -40 mV.

Para realizar los experimentos se us6é ND96 (NaCl 96 mM, KCI 2 mM, HEPES 5
mM, piruvato 2.5 mM, MgCl, 1 mM y CaCl, 1 mM, pH 7.4) como medio de registro.
Las pipetas de registro se llenaron con una solucién 3M de KCI. La amplitud
normalizada de las corrientes de cola se grafic6 en funcion del potencial de
prueba, los resultados se ajustaron a la ecuacién de Boltzmann para determinar el

voltaje medio de activacion (Vi).
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Analisis estadistico

Cada experimento se realiz6 por triplicado en diferentes lotes de ovocitos. El
andlisis de los datos se hizo con los paquetes pClamp 8 (Axon Inc.) y Origin 7.5
(Origin lab. Corporation, EUA). Las curvas de la corriente (I en pA) contra el voltaje
(V en mV) muestran los valores promedio y el error estandar de la media (EEM) de
un numero (n) de ovocitos individuales pertenecientes a un mismo lote. Las
diferencias entre las medias se definieron con un andlisis de varianza (ANOVA) o
una Prueba T (segun el nimero de grupos a comparar) y solo los resultados con
P<0.01 se consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS
Amplificacién del cDNA

Se amplific6 el DNA de SGK1 WT y SGK1 K127M (mutante inactiva). Las
muestras se purificaron con un kit Miniprep (QIAGEN). Una vez que se confirmo la
integridad del DNA y se realizo el andlisis de restriccion se inocul6é un cultivo de
mayor volumen para purificar el DNA en cantidad suficiente para los experimentos

posteriores, con un Kit Midiprep (QIAGEN).

El corte con endonucleasas se efectué para corroborar que el patrén de bandas
obtenido correspondia con el esperado de acuerdo al mapa de restriccion de cada
construccion de SGK1. Para ello se realiz6 una doble digestion al DNA de SGK1
WT con las enzimas Not | y Kpn |, mientras que el DNA correspondiente a SGK1

K127M se cortd unicamente con la enzima Pst | (Figura 11).

Pstl
K127M
Notl Notl Pstl

Kpnl Kpn1
Pstl Pstl
. 5 N Q
A & B S $
& &
S &
pb & pb &
4361 — 4361—
2322
2027 — 1353—
1353 — 03—
310 —

Figura 11. Geles de agarosa donde se muestra la digestion enzimatica del DNA obtenido con
ambos kits de purificacion (Miniprep y Midiprep. A) Muestra el DNA de SGK1 WT, digerido con las
enzimas de restriccion Not | y Kpn I. B) Muestra el DNA de SGK1 K127M (mutante inactiva)
digerido con la enzima Pst I.
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Obtencién del canal HCN4 y HCN4-A921 en el vector PBF.

Debido a la abundancia del canal HCN4 truncado en el rifion de la rata, se obtuvo
mediante biologia molecular el cDNA del canal cortado hacia el C-terminal (HCN4-
A921; Metl-Ser920). El cDNA del canal HCN4-A921 genera una proteina de ~95
kDa que mimetiza al canal HCN4 proteolizado que se detectd en riiidn con un

anticuerpo dirigido contra el amino terminal del canal.

El cDNA del canal HCN4 y HCN4-A921 se obtuvo a partir del cDNA que codifica
para el canal completo incorporado en el vector pcDNA3 (Figura 12). Para ello se
obtuvo la primera parte mediante la digestibn con enzimas de restriccion; la
segunda parte se obtuvo gracias a la amplificacion por PCR con iniciadores

especificos.

EcoRI Kpnl

_ Scal STOP  DralXbal
/ _ATG

hHCN4/pcDNA3

Figura 12. Esquema simplificado del plasmido hHCN4/pcDNA3. Se muestran las posiciones
relativas de los sitios de corte utilizados para la obtencion del cDNA de los canales HCN4 y HCN4-
A921 y su posterior ligacién al vector PBF (para expresidon en ovocitos). Adicionalmente se
ejemplifican las posiciones relativas de los iniciadores (flechas azules) utilizados para la
amplificacion de la segunda mitad del canal HCN4 completo (1) y HCN4-A921 (2).

Para la obtencion de la segunda parte se realiz6 una PCR utilizando los
iniciadores correspondientes para cada cDNA (HCN4 y HCN4-A921). A cada uno
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se le agrego los sitios de corte necesarios para ligar al vector PBF. Cada reaccion
se realizé por tetraplicado para obtener DNA suficiente para la ligacion. Para ello,
primero se corrobord que el fragmento tuviera el tamafio esperado: 2300 pb para
HCN4 y 1450 pb para HCN4-A921 (Figura 13).

PCR HCN4 PCR HCN4-A921

] ]
pb { ) | \

Figura 13. Gel de agarosa donde se muestran los fragmentos de DNA obtenidos por PCR.

Una vez que se comprobd que el tamafio de los fragmentos de PCR era el
esperado para cada reaccién, se procedié a cortarlos con las enzimas de
restriccion Kpn | y Age I. Como ya se habia mencionado, la primera mitad se
obtuvo por digestion del vector hHHCN4/pcDNA3 con las enzimas EcoR |y Kpn |
(~1300 pb). Ambas mitades se ligaron con el vector PBF previamente digerido con
las enzimas EcoR | y Age | (~3000 pb). Cada reaccion de ligacion se realizd por

triplicado.

Posteriormente, el DNA obtenido se trasformo en células competentes DH5a para
la amplificacién. Por ultimo, se purificé y se corroboré6 mediante digestion que se
hubiese incorporado en el sentido correcto. Las construcciones de ambos canales
(hHCN4/PBF y hHCN4-A921/PBF) se cortaron con las enzimas de restriccion
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EcoR I 'y Sca I. Si la ligacion habia ocurrido como se esperaba se debian observar
bandas de ~3550, ~1750 y ~1300 pb para el canal HCN4/PBF y ~2700, ~1750 y
~1300 pb para el canal hHHCN4-A921/PBF.

Ligacion HCN4 Ligacion
HCN4-AA921

Figura 14. Gel de agarosa donde se muestra la digestion enzimatica del DNA obtenido de las
reacciones de ligacién. El pozo 2 muestra la digestion del vector HCN4/pcDNAS3 con las enzimas
EcoR | y Sca | como control. Los pozos 3, 4 y 5 muestran el cDNA del canal HCN4, digerido con
EcoR | y Sca I; los pozos 6, 7 y 8 muestran el DNA del canal HCN4-A921 digerido con las mismas
enzimas.

Como se puede observar en la figura 14, para el canal HCN4 Unicamente en una
de las reacciones de ligacion se obtuvo el patrén esperado (pozo 4), mientras que
para el canal HCN4-A921 se observo el patron esperado en las tres reacciones
(pozos 6-8). EI DNA que se ligd correctamente (segun el patron de bandas) se
amplifico y purific6 a mayor escala, posteriormente se comprobd por

secuenciacion.
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Transcripcion in vitro

Se transcribio el DNA de los canales HCN2, HCN4, HCN4-A921 y Kv1.3 junto con
el de las cinasas SGK1 WT y K127M. Se determind la concentracion del DNA por
el valor de absorbancia a 260 nm y en un gel de agarosa se corroboré su
integridad (Figura 15).

N
&
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4,40 = 4,40 —
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1.35 1.35=—
0.24 =——
0.24 =

Kb

4.40 =—

237 —
135 =
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Figura 15. Geles de agarosa/formaldehido al 1% que muestra los cRNAs del canal Kv1.3, de la
cinasa SGK1 (WT y K127M), del canal HCN2, HCN4 y HCN4-A921.
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Efecto de SGK1 sobre el canal Kv1.3 (control positivo)

En la literatura esta reportado el efecto de la cinasa SGK1 sobre diferentes
canales como el Kv1.3 (Henke et al., 2004), Kv1.5 (Boehmer et al., 2008), entre
otros; por ello, una vez que se corrobor¢ la integridad de los cRNAs, se comprobo
el efecto de la SGK1 WT sobre el canal Kv1.3 como un control positivo de la

expresion y actividad de la SGK1.

Kv1.3 + SGK1 WT

2s

+80 mv

90 mv_]
50ms 1s

L
Kv1.3 500 ms

¥

Figura 16. Trazos representativos de las corrientes de los ovocitos inyectados con 0.8 ng del cRNA
del canal Kv1.3 y de ovocitos coinyectados con 0.8 ng del canal Kv1.3 mas 8.5 ng de SGK1 WT.
(n=6-12 ovocitos).

Se confirmd el efecto previamente reportado (Warntges et al., 2002; Henke et al.,
2004) de que la SGK1 regula a la alta al canal Kv1.3 (Figura 16). Sin embargo, la
corriente generada en los ovocitos coinyectados con la SGK1 WT fue muy alta y
produjo dafio en la membrana del ovocito, esto dificulté el registro de las

corrientes.

Para corroborar el efecto de la cinasa SGK1 WT sobre el canal Kv1.3 (humano) en
un numero mayor de ovocitos, se disminuyo la cantidad de SGK1 WT coinyectada
con el canal. Se probaron 5 ngy 2.5 ng de cRNA de SGK1,; con 5 ng del cRNA de

SGK1 WT se observo un incremento significativo de la corriente producida por el
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canal sin que éste llegara a dafar la membrana. Ademas se co-expreso al canal
con la mutante inactiva SGK1 K127M para corroborar que el efecto requiere del
sitio catalitico de SGK1 (Figura 17).

Kv1.3 + SGK1 (2.5 ng)
fvis “lA% ¥‘~
% h¥—
g - ?
2s +80 mV
Kv1.3 + SGK1 (5 ng) 60 mV
-90 mv_J

50ms 1s

Kv1.3 + SGK1 K127M

I

Figura 17. Trazos representativos de las corrientes de los ovocitos inyectados con el cRNA del
canal Kv 1.3 (0.8 ng) solo o coinyectado con el cRNA de la SGK1 WT (2.5 y 5 ng) o con la SGK1
K127M (10 ng). n=7-15 ovocitos.

En otro experimento se confirmaron los resultados obtenidos y se probé el efecto
de la expresiéon de la cinasa SGK1 WT, sobre la corriente enddégena del ovocito
como control negativo. La expresion de SGK1 WT no produjo cambio en la
corriente observada (Figura 18 A). Por otra parte, el nivel de corriente del canal
Kv1.3 aumentd ~3.4 veces en presencia de la SGK1 WT (Figura 18). No hubo

diferencias significativas entre el nivel de corriente del canal Kvl.3 solo o
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coexpresado con la SGK1 K127M, confirmando que el efecto de la SGK1 sobre el
canal depende de su actividad de cinasa, tal como lo reportaron Henke y
colaboradores (Henke et al., 2004).

SGK1 WT £ +80mV
-60 mVv
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Figura 18. Efecto de la cinasa inducible por suero y glucocorticoides SGK1 sobre el canal
Kv1.3. A: trazos representativos de las corrientes de los ovocitos inyectados con el cRNA de SGK1
(n=20), del canal Kv1.3 (n=19) o del Kv1.3 coinyectado con el cRNA de SGK1 WT (n=23) o de

43



SGK1 K127M (n=23). B: Protocolo de pulsos utilizado para la obtencion de los registros. C: Media
normalizada del valor de las corrientes al pico seguidas de un cambio de -95 a +20 mV. D: Curva
corriente (1) contra voltaje (V) de un niamero independiente de ovocitos promediados. Las medias
aritméticas + el EEM de las corrientes se normalizaron en cada lote de ovocitos con el valor de la
media obtenida en los ovocitos que expresan Unicamente al canal.

Co-expresion de la cinasa SGK1 con el canal HCN2

Una vez que se establecié que 5 ng de cRNA de SGK1 WT es una cantidad
suficiente para la sintesis de la proteina y la observacién del efecto sobre sus
blancos, se procedié a co-inyectar el canal HCN2 con 5 ng de SGK1 WT; sin
embargo no hubo diferencia significativa entre los ovocitos inyectados Unicamente

con el canal y los co-inyectados con SGK1 WT.

En la literatura esta reportado que, al igual que ocurre con otras cinasas, el
aumento de la cantidad del cRNA de la SGK1 que se inyecta esta relacionado con
un incremento en el efecto observado sobre sus blancos (Henke et al., 2004), tal
como lo observamos con nuestro control positivo Kv1.3 (Figura 17). También, se
ha observado que una disminucion en la cantidad del canal y, por ende, en la
corriente generada por éste, favorece la observacion del efecto producido por la
SGK1 (Baltaev et al., 2005).

Por lo anterior, se realizaron mas experimentos en los que se disminuy6 al minimo
la cantidad inyectada del canal y se incrementé la cantidad de SGK1 WT (Figura
19). En todos los experimentos posteriores se obtuvieron resultados similares, es
decir, no hubo diferencia significativa entre los ovocitos inyectados Unicamente

con el canal y los coinyectados con SGK1 WT.

La cantidad minima del cRNA de HCN2 que pudo registrarse electro-
fisiolégicamente fue 0.5 ng y no se observaron cambios aun cuando se inyecto
una cantidad elevada de la SGK1 (Figura 19 D). Como podemos ver en la figura
20, no s6lo no observamos el incremento que esperdbamos en la amplitud de la
corriente total generada por el canal en presencia de la SGK1, sino que tampoco
se aprecia un cambio significativo en la cinética o dependencia del voltaje (Figura
20 C).
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Figura 19. Efecto de la disminucién del cRNA del canal HCN2 y del incremento de SGK1 WT.
Trazos representativos de las corrientes producidas por el canal HCN2 en presencia y ausencia de
SGK1 WT. A: HCN2 3.5 ng y SGK1 WT 5 ng B: HCN2 3.5 ng y SGK1 WT 8 ng C: HCN2 1 ng y
SGK1 WT 10 ng D: HCN2 0.5 ng y SGK1 WT 15 ng. n=15-20 ovocitos por grupo. E: Protocolo de
pulsos utilizado para la obtencidn de los registros; por cuestiones de espacio s6lo se muestra lo
correspondiente a 1 s (en lugar de 2) del trazo generado a -35 y +10 mV.
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Figura 20. La cinasa inducible por suero y glucocorticoides SGK1 no afecta las corrientes
del canal iénico HCN2 en ovocitos de Xenopus laevis. A: trazos representativos de las
corrientes de los ovocitos inyectados con el cRNA de SGK1 (n=25), del canal HCN2 (n=27) o del
HCN2 coinyectado con el cRNA de la SGK1 WT (n=27) o de la SGK1 K127M (n=26). B: Media
normalizada del valor de las corrientes al pico seguidas de un cambio de -35 a -120 mV. C: Curva
corriente () contra voltaje (V) de un niumero independiente de ovocitos promediados. Las medias
aritméticas + el EEM de las corrientes se normalizaron en cada lote de ovocitos con el valor de la
media obtenida en los ovocitos que expresan Unicamente el HCN2. El valor de las medias después
de la normalizacion es positivo, sin embargo, se grafic6 como negativo por pertenecer a una
corriente entrante.

Efecto de la cinasa SGK1 sobre los canales HCN4 y HCN4-A921

Los canales HCN4 y HCN4-A921 se expresaron en los ovocitos de Xenopus laevis
con el fin de evidenciar si el canal truncado (HCN4-A921), correspondiente a la

banda de ~95 kDa observada en el rifidon, llega a la membrana y es funcional.
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Figura 21. Expresion funcional del canal HCN4 silvestre (HCN4 WT) y HCN4-A921 en
ovocitos de Xenopus laevis. Trazos representativos de las corrientes registradas 24, 48 y 120 h
después de la inyeccion del cRNA (30 ng) del canal (A) HCN4wt y del canal (B) HCN4-A921.
Después de 120 h, la corriente maxima a -150 mV fue -6.4 pA para el canal HCN4 wt y -12.2 pA
para el HCN4-A921. (C) Protocolo de pulsos de voltaje; por cuestiones de espacio sOlo se
muestran 500 ms (en lugar de 2 s) del trazo generado a -40 mV. (D) Valor de las corrientes al pico
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seguidas de un cambio de -40 a -150 mV. Las barras muestran la media = el EEM, n=10-12
ovocitos por prueba, *p<0.01.

Se observé que tanto el canal HCN4 como el HCN4-A921 son funcionales (Figura
21); sin embargo, la corriente observada para el canal HCN4-A921 fue mayor,
comparada con el canal HCN4 WT, mientras que el Vi3> no se ve afectado (Figura
22). La corriente observada para el canal HCN4-A921 fue 3.3 veces mayor con
respecto al HCN4 WT a las 48 h, mientras que a las 120 h fue aproximadamente
el doble. Aun considerando que se inyectdé ~0.3 veces mas moléculas del canal
HCN4-A921 que del HCN4 WT (debido a la diferencia en el tamafio) el incremento
sigue siendo significativo.
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Figura 22. El V1, de activaciéon del canal HCN4 no se altera por la ausencia de los ultimos
282 aminoacidos. Curvas de activacién de los canales HCN4 y HCN4-A921. Las amplitudes de
las corrientes de cola normalizadas se trazaron en funcién del voltaje de pre-pulso del protocolo y
se ajustaron a la ecuacion de Boltzmann (lineas rosa y azul). El Vy, fue -108.9 + 1.94 mV para el
canal HCN4A WTy -107.5 + 1.7 mV para el HCN4-A921. n=8.
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Posteriormente, ambos se co-expresaron con la cinasa SGK1WT para evidenciar
si ésta tenia algun efecto sobre la actividad de los canales. Observamos que el
nivel de corriente del canal HCN4 WT no se modifico por efecto de la SGK1 WT;
por el contrario, el nivel de corriente del canal HCN4-A921 disminuyo

significativamente (~37%) en presencia de SGK1 WT (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la cinasa SGK1 sobre el canal HCN4 silvestre (HCN4 WT) y HCN4-A921
en ovocitos de Xenopus laevis. Valor de las corrientes al pico normalizadas seguidas de un
cambio de -40 a -150 mV. Las medias aritméticas + el EEM de las corrientes se normalizaron en
cada lote de ovocitos con el valor de la media obtenida en los ovocitos que expresan Unicamente el
canal HCN4 o HCN4-A921 segun corresponda. n= 9-12 ovocitos por prueba, *p<0.01. El valor de
las medias después de la normalizacion es positivo, sin embargo, se grafic6 como negativo por
pertenecer a una corriente entrante.

Para identificar si el efecto observado sobre el canal HCN4-A921 depende de la
subunidad catalitica de la SGK1, se procedi6 a co-expresarla con la mutante
inactiva (SGK1 K127M); llama la atencion que, también disminuy0 en forma
significativa la corriente producida por el canal en presencia de la cinasa inactiva
(Figura 24).
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Figura 24. Efecto de la cinasa inducible por suero y glucocorticoides sobre el canal HCN4-
A921 en ovocitos de Xenopus laevis. A: trazos representativos de las corrientes de los ovocitos
inyectados con el cRNA del canal HCN4-A921 (40 ng) solo o coinyectado con la cinasa SGK1 WT
(10 ng) o SGK1 K127 (10 ng). B: Valor de las corrientes al pico normalizadas seguidas de un
cambio de -40 a -150 mV. Las medias aritméticas + el EEM de las corrientes se normalizaron en
cada lote de ovocitos con el valor de la media obtenida en los ovocitos que expresan Unicamente el
canal HCN4 o HCN4-A921 segun corresponda. n=10-18 ovocitos por prueba, *p<0.01. El valor de
las medias después de la normalizaciéon es positivo, sin embargo, se grafic6 como negativo por
pertenecer a una corriente entrante. C: Protocolo de pulsos de voltaje. Por cuestiones de espacio
s6lo se muestran 500 ms (en lugar de 2 s) del trazo generado a -40 mV y 1 s (en lugar de 2 s) del
trazo obtenido a +10mV.
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Figura 25. La cinasa inducible por suero y glucocorticoides SGK1 no afecta la dependencia
del voltaje del canal HCN4-A921. A. Curva corriente (l) contra voltaje (V) de un nimero de
ovocitos promediados que expresan al canal HCN4-A921 en ausencia y presencia de la cinasa
SGK1 (WT y K127M). B. Curvas de activacion del canal HCN4-A921 en ausencia y presencia de la
SGK1. Las amplitudes de las corrientes de cola normalizadas se trazaron en funcion del voltaje de
pre-pulso del protocolo y se ajustaron a la ecuacion de Boltzmann. El Vy, fue —97.6 + 2.1 mV para
el canal HCN4-A921, -99.3 + 2.6 mV para el HCN4-A921 en presencia de la SGK1 WT y -100.4 +
1.5 mV en presencia de la SGK1 K127M; estos valores no fueron significativamente diferentes.
n=15 ovocitos por grupo.

51



DISCUSION

El mantenimiento de la homeostasis de K* requiere de un balance continuo entre
la excrecion y la ingesta por la dieta. El riidn es el érgano responsable de
controlar la cantidad diaria que se excreta de este ion, lo que logra a través de la
regulacion del transporte de K en la nefrona distal sensible a la hormona

aldosterona (Boron y Boulpaep, 2009; Welling et al., 2013).

La secrecion de K' esta acoplada a la reabsorcion de Na* en el rifion durante
dietas con alto K*, pero es independiente en dietas con bajo contenido de K* o en
hipovolemia (Castafieda-Bueno et al., 2012). Uno de los principales mecanismos
que permite la secrecion de K" en la nefrona distal es la generacion de un
potencial negativo en el lumen por la reabsorcién de Na* a través de los canales
ENaC (Rodan et al., 2011).

Ademas, la entrada de Na* a través de ENaC en las células principales ayuda a
generar el gradiente electroquimico necesario para la salida de K™ a través de los
canales de K" (ROMK, Maxi K y Kv1.3). Sin embargo, una fraccién de la excrecion
de K" es independiente del canal ENaC (Frindt y Palmer, 2009) y, probablemente,
también de los canales ROMK de las células principales (Welling et al., 2013).
Cabe la posibilidad de que los responsables de esta secrecion de K*

independiente de ENaC sean los canales HCN.

Asi pues, los canales de Na* y K* presentes en la ASDN son componentes clave
en la regulacion final de la secrecion renal de K*; por ello su actividad y nimero se
regulan con precision para asegurar que la excrecion de K* equipare las
variaciones en la cantidad de K* ingerida a través de la dieta (Welling et al., 2013).
La aldosterona es el principal regulador de la homeostasis del K™ ante una ingesta

elevada de este ion, ya que aumenta los niveles de la cinasa SGK1.

Esta Ultima regula positivamente la expresion y actividad de los canales de Na* y
K" presentes en la ASDN (ENaC, ROMK y Kv 1.3) (Wang y Giebisch, 2009; Lang y

Vallon, 2012). La expresion de los canales HCN2 y HCN4 se regula por la carga
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de K* en la dieta (Datos no publicados), por ello podria esperarse que, al igual que
otros canales presentes en la ASDN, se regulen moléculas relacionadas con el
mantenimiento de la concentracion plasmatica de K*, como la cinasa SGK1, por

ejemplo.

Nuestros datos confirman las observaciones previamente publicadas que
demuestran que la SGK1 regula a la alta al canal Kv1.3 (Henke et al., 2004). Sin
embargo, los resultados obtenidos sugieren que la SGK1 no afecta la expresion ni
la actividad del canal HCN2, aun cuando éste posee el sitio consenso de
fosforilacidon para la cinasa. El simple hecho de que un transportador o canal i6nico
presente dicho sitio, no implica que ésta lo fosforile y/o que dicha modificacién
afecte su nivel de expresion o actividad. Tal es caso del canal Kvl.5 que posee 4
sitios consenso para la SGK1, pero esta no lo fosforila sino que lo regula a través
de la ubiquitin ligasa Nedd4-2 (Boehmer et al., 2008).

Cabe resaltar que ademas de la presencia del sitio consenso en la proteina
blanco, otros factores intervienen en el reconocimiento de un auténtico sitio de
fosforilacién presente en el sustrato de una cinasa. Algunos de estos factores son:
1) la estructura del sitio catalitico, 2) interacciones locales y distales entre la
enzima y su sustrato, 3) la formacién de complejos con proteinas adaptadoras y
de andamiaje que facilitan la interaccion espacial entre la cinasa y el sustrato
(Ubersax y Ferrell, 2007). Asi pues, es probable que el sitio presente en el HCN2
no cumpla con todos los requerimientos necesarios para ser fosforilado

eficientemente por la SGK1.

Ademas, se sabe que el sitio consenso (RXRXXS/T) de la SGK1 forma parte del
motivo minimo reconocido por otras serina-treonina cinasas como Akt
(RXRXXS/T; Alessi et al., 1996) o CaMKII (RXXS/T; Songyang et al. 1996). Por lo
tanto, cabe la posibilidad de que el canal HCN2 sea blanco de estas u otras
cinasas. CaMKII esta involucrada el trafico del canal HCN1 en el cerebro (Shin y
Chetkovich, 2007). Sin embargo, aun no se conoce el mecanismo de dicha
regulacion y hasta el momento no se ha reportado que CaMKII participe en el
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trafico de las demas isoformas del canal, por ello no parece muy probable que

regule al HCN2 en el rifion.

Akt es una proteina cinasa clave en diversas vias de sefalizacion, incluida la del
transporte tubular renal. En el tibulo contorneado distal y el conducto colector, la
fosforilacion por la Akt inducida por insulina media varias sefiales hormonales para
potenciar la actividad del cotransportador Na*/Cl" (NCC) (Nishida et al., 2012) y del
canal ENaC (Lee et al, 2007). Ademas, la SGK1 y la Akt regulan
cooperativamente la secrecion de K™ por el canal ROMK (Cheng et al., 2011).
Tomando en cuenta lo anterior pareceria mas probable que Akt estuviese

involucrada en la regulacién del canal HCN2 en la ASDN.

Como ya se menciond, la formacién de complejos con proteinas adaptadoras y de
andamiaje es uno de los factores importantes para que una cinasa reconozca e
interaccione con el de sitio de fosforilacion de algun sustrato. Un ejemplo de ello,
es la regulacion del canal Kv1.3 por la ubiquitin ligasa Nedd4-2, ya que este no
posee el motivo PY tipico de las secuencias blanco de Nedd4-2. Por ello, se
sugiere que la regulacion se da a través de una proteina accesoria y se propone
como tal a KChAP (Henke et al., 2004), una proteina chaperona que regula a la
alta a los canales Kv (Kuryshev et al., 2000) y cuya secuencia presenta el motivo
PY.

Otro ejemplo, es el caso de la regulacién del canal ROMK1 por la SGK1. En
experimentos en ovocitos en donde se co-expresd al canal con la cinasa se
observé que esta por si sola no tiene efecto sobre su actividad. Sin embargo,
cuando se co-expresa al canal ROMK1 con SGK1 y NHERF2 (una proteina que
modula el trafico de proteinas de transporte a la membrana celular), incrementa su

abundancia en la membrana plasmatica (Yun et al., 2002).

Nuestros resultados Unicamente demuestran que la SGK1 no regula (por
fosforilaciéon directa) la actividad del canal HCN2 en el ovocito. Esto no descarta la
posibilidad de que el canal este modulado por la SGK1 en el riidn o en los demas

tejidos en donde se expresa como el corazon o el cerebro. Es probable que en
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estos tejidos un adaptador/intermediario facilite dicha interaccion y que no esté

presente en un sistema de expresion heter6logo como el ovocito.

Entre las proteinas con potencial para participar como adaptadoras se encuentran:
1) NHERF2, necesario para que la SGK1 ejerza un efecto sobre los canales
ROMK (Yun et al.,, 2002; Palmada et al; 2003) y Kv1.5 (Laufer et al 2009); 2)
TRIP8Db, que es especifica de cerebro, interacciona con el C-terminal de los HCN,
participa en el trafico del canal HCN1 a la membrana (Santoro et al., 2004; Lewis
et al., 2009) y de la que se ha especulado sobre su posible colaboracion con
cinasas en la regulacion de los HCN (He et al., 2014); 3) proteinas de andamiaje
como tamalina y S-SCAM que interaccionan con el C-terminal del canal HCN2 y
estan implicadas en el tréfico de proteinas de transporte a la membrana
plasmatica (Kimura et al., 2004).

Por otra parte, existe la posibilidad de que el canal HCN2 este modulado por alguin
otro intermediario que participe en la via de sefalizacion de SGK1. Las cinasas
WNK podrian ser una opcién, ya que intervienen en la regulacién del balance
entre la reabsorcion de Na* y la excrecion de K* renal (Subramanya et al., 2006).
La familia WNK regula directa o indirectamente a los principales transportadores
de Na* y K* en la nefrona distal (Hoorn et al., 2011). Por ello resultaria interesante

evaluar la posibilidad de que estén involucradas en la modulacién del canal HCN2.

Nuestra hipotesis fue que la SGK1 modificaria la actividad del canal HCN2 por
fosforilacién directa. Sin embargo, cabia la posibilidad de que la regulacion se
diera a través de la ubiquitin ligasa Nedd4-2, a la que SGK1 regula negativamente.
Si este hubiese sido el caso, se habria observado un efecto en los experimentos
realizados debido a la presencia de Nedd4-2 enddgena en el ovocito. Sin
embargo, no hubo cambio alguno en la corriente generada por el HCN2 cuando se
coinyectdo con SGK1 WT. Esto sugiere que el canal HCN2 no se ubiquitina por
Nedd4-2 y, en consecuencia, no se regula por SGK1.

Otra posibilidad seria que el canal HCN2 se regule a través de la adenilato ciclasa

soluble (sAC), que se considera como un nuevo mediador de la sefalizacion de la
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aldosterona en el rinidn (Schmitz et al., 2014). La sAC es un quimio-sensor que
media la elevaciéon de AMPc en microdominios intracelulares (Zippin et al., 2003)
en respuesta a variaciones en los niveles de bicarbonato (Chen et al., 2000); esto

llama la atencién tomando en cuenta que el canal HCN2 es sensible al AMPc.

Ademas, la SAC se propone como un importante regulador del transporte de Na*
en el rifion, puesto que su bloqueo interfiere con el transporte transepitelial de Na*
en el conducto colector. Sin embargo, se sabe que su sobre-expresion y el
tratamiento con KH7 (un inhibidor especifico de sAC) no modifican las corrientes
producidas por ENaC en ovocitos de Xenopus (Hallows, et al., 2009). Estos
resultados contradicen a otros, publicados recientemente, sobre el papel
regulatorio de sAC en la expresion de ENaC y la ATPasa Na'/K* (Schmitz et al.,
2014).

Hasta la fecha se ha considerado al ENaC como el canal “estrella” de la ASDN en
lo que a la reabsorcion de Na’ se refiere; pero se sabe que parte de esta es
independiente de dicho canal. Hasta ahora los HCN son los Unicos canales de Na*
(ademéas de ENaC) que se han reportado en la nefrona distal y es un hecho que
participan en la reabsorcién de Na* y que se regulan para ayudar a mantener la
homeostasis de electrolitos en el organismo (Datos no publicados).

Ademas de la aldosterona, la regulacion del balance de Na' y K" también se
encuentra bajo el control de las hormonas vasopresina, angiotensina Il e insulina
(Wang y Giebisch, 2009), a través de diferentes vias de sefializacion que podrian
estar relacionadas con la regulacion de la actividad del canal HCN2. Asi pues,
existen muchas otras proteinas que pudieran estar involucradas en la regulaciéon
de su tréfico y expresion. Por consiguiente, se requieren otros estudios para
elucidar los intermediarios que estan involucrados en la regulacion del trafico y

actividad del HCN2 en el riiidn.

Probar el efecto de cada una de las posibles moléculas involucradas en su
regulacion co-expresandolas en ovocitos seria una labor titanica que llevaria

mucho tiempo. Lo ideal seria caracterizar el interactoma del canal HCN2 en el
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rion para poder esclarecer la regulacion de su actividad y trafico en este tejido.
Entre los métodos experimentales mas usados para determinar las interacciones
proteina-proteina se encuentran: 1) ensayos de doble hibrido en levaduras; 2)
purificacion por afinidad en tandem y 3) el uso de chips de proteinas. Cualquiera
de estas técnicas nos mostraria un panorama general de las interacciones del
canal HCN2, lo que serviria como base para profundizar en los mecanismos

involucrados en relacion con alguna proteina de interés.

Con respecto al canal HCN4, nuestros resultados revelan que el canal truncado en
el carboxilo terminal HCN4-A921 (correspondiente al tamafio del canal HCN4
cortado, observado en rifién) es funcional; esto respalda el hecho de que la forma
proteolizada de ~95 KDa observada en rifion funciona como una via de entrada de
Na®y K" a las células. Se esperaba que el canal HCN4-A921 fuera funcional, pero

no que su actividad fuera mayor comparada con el canal completo.

Cabe resaltar que el Vi, de activacion no se modificé, lo que es logico
considerando que el canal HCN4-A921 Unicamente carece de los ultimos 282
aminodcidos, por lo que aun conserva gran parte del carboxilo terminal, incluyendo
el dominio de unién a nucledtidos ciclicos. Las mutaciones y deleciones que
afectan al CNBD suelen desplazar el Vy; de activacion de los HCN a valores mas
positivos, similares a los que se obtienen por la uniéon del AMPc (Magee, Madden
y Young, 2015).

Por lo que respecta al incremento de la actividad observada con el canal HCN4-
A921, pudiera deberse a que se sintetiza mas rapido y por ende alcanza niveles
mayores en un menor tiempo o bien a que su traslocacibn a la membrana
plasmatica se ve favorecida. Se requiere realizar otros ensayos, como inmuno-

deteccién o marcaje con anticuerpos fluorescentes para establecer la causa.

Los canales HCN2 y HCN4 se co-ensamblan (heteromultimeros) y auto-
ensamblan (homomultimeros) con igual preferencia en células CHO (Whitaker et
al., 2007). En el corazén el canal HCN2 se encuentra proteolizado en su forma

“‘madura” y forma heteromultimeros funcionales con el canal HCN4 (Ye y
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Nerbonne, 2009). Cabe mencionar, que la protedlisis de los HCN asi como la
formacién de heteromultimeros se ha asociado a la variedad de propiedades de la
corriente Ih nativa en diferentes tejidos (Calejo et al., 2014; Ye y Nerbonne, 2009).

Resulta interesante que la cinasa SGK1 no altera la actividad del canal HCN4 WT,
mientras que disminuye significativamente la actividad observada para el canal
HCN4-A921. El efecto también se observa en presencia de la mutante inactiva de
la cinasa SGK1, por lo que podria pensarse que es independiente de la
fosforilacion. Esto se ha observado previamente en otros canales, un ejemplo es la
cinasa L-WNK1 gue incrementa la abundancia y expresion funcional del canal BK

de manera independiente de su sitio catalitico (Webb et al., 2016).

Sin embargo, aun cuando la mutante inactiva también afecta la corriente
observada para el HCN2 no lo hace en la misma magnitud que la SGK1 WT. Por
lo tanto, es posible que parte de esa disminucion “extra” (Figura 24 B) se deba a la
fosforilacién por la SGK1, ya sea directa o de algun intermediario. Cabe recordar
que, en la mayoria de los casos, las cinasas que regulan negativamente la
actividad de los canales no abaten completamente la actividad de su blancos. Un
ejemplo de ello es la activacién de la PKC que disminuye sélo en un ~40% la

corriente producida por los HCN (Liu et al., 2003).

El Vi, de activacion no se modifica por efecto de la cinasa, por lo que parece
probable que lo que se afecte sea su sintesis o su traslocacién a la membrana.
Entre los principales mecanismos que afectan una gran variedad de procesos
biolégicos se encuentran las interacciones proteina-proteina (IPP); los contactos
no covalentes entre los aminoacidos de cadenas laterales son la base para el

plegamiento de proteinas, ensamblaje y las IPP (Ofran Y Rost, 2003).

Dado que la cinasa SGK1, disminuye la actividad del canal HCN4 truncado
(HCN4-A921), mientras que no afecta al canal completo, parece probable que se
deba a un mecanismo de interaccién proteina-proteina entre la cinasa y el canal.
También podria suceder que el amino y el carboxilo del canal se encuentren

interaccionando en el citoplasma formando algun tipo de estructura terciaria. De
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modo que, la delecion de una parte del C-terminal deje expuesta la parte del
amino en la que se encuentra el sitio de fosforilacion para SGK1, lo que “facilitaria”

la fosforilacion.

Para el caso de las IPP las hipétesis probables son: 1) la interaccién ocurre en un
sitio del canal que estd menos accesible en el canal completo. La delecion de los
altimos 282 aminoéacidos del canal de alguna manera podria dejar expuesto dicho
sitio, de manera que la SGK1 pudiera interaccionar con €l y de este modo
interferir, ya sea con su plegamiento o con su ensamblaje; 2) la SGK1 interfiere
con la interaccion entre el canal HCN4 y alguna proteina de andamiaje necesaria

para su expresion en la membrana.

Cabe recordar que la regulacion de los HCN por interaccion con proteinas ya se
ha establecido previamente, por ejemplo, el caso de TRIP8b que regula el trafico a
la membrana del canal HCN1 a través de su interaccion con el carboxilo terminal
(Santoro et al., 2004; Santoro et al, 2011). Otro ejemplo es la filamina A, que
afecta la localizacion del canal HCN1 en la membrana a través de su interaccion
con el carboxilo terminal (Gravante et al, 2004). Por otra parte, el canal HCN2
interacciona con otras proteinas de andamiaje como tamalina, S-SCAM y Mint2 a
través del C-terminal. Ademas, se sugiere que podrian desempefar un papel
importante en el trafico o distribucién del canal (Kimura et al., 2004).

Es un hecho que la regulacion de los HCN por la interaccion con proteinas se
relaciona con su expresion en la membrana plasméatica, debido a ello, si la
regulacion del canal HCN4-A921 por SGK1 ocurre en el rifidn
(independientemente del mecanismo) constituiria un método de regulacion eficaz

en situaciones en las que se requiera inhibir su funcién a corto plazo.
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CONCLUSIONES

La cinasa SGK1 no regula la actividad del canal HCN2 y HCN4 WT en ovocitos de

Xenopus laevis.

El canal HCN4-A921 es funcional y sus propiedades biofisicas son similares a las

del canal completo.

La cinasa SGK1 regula a la baja la actividad del canal HCN4-A921.

PERSPECTIVAS

Etiquetar al canal HCN2 para realizar ensayos de purificacion por afinidad en
tandem vy utilizar métodos de espectrometria de masas para identificar a las

proteinas con las que interacciona.

Realizar ensayos de inmunodeteccion en ovocito con los canales HCN4 y HCN4A-
921 para evidenciar si la abundancia de este dltimo es mayor con respecto al
canal WT.

Etiquetar al canal HCN4 y HCN4A-921 para determinar por microscopia confocal
si los niveles de proteina o su distribucion celular son distintos; del mismo modo
evaluar si la SGK1 disminuye la presencia del canal HCN4-A921 en la membrana

plasmatica de ovocitos.
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ANEXO

Preparacion de células competentes con el método de cloruro de rubidio

Preparacion de soluciones:

Solucion A
= 10 MM MOPS; pH 7.0
= 10 mM Cloruro de Rubidio (RbCI)
Solucion B
= 100 mM MOPS; pH 6.5
= 50 mM Cloruro de Calcio (CaCl,)
= 10 mM Cloruro de Rubidio (RbCI)

Preparacién de células competentes

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

Filtrar las soluciones A y B antes de utilizarlas

Inocular 5 mL de medio LB con una colonia bacteriana (DHa-5, etc.) 6 con 10 uL
del stock original. Incubar toda la noche a 37 °C con agitacion constante.

Inocular 20 mL de medio LB con 200 pL del cultivo bacteriano del paso 2 e incubar
a 37 °C con agitacion constante.

Crecer las células hasta alcanzar una densidad Optica entre 0.3-0.5 a 600 nm
(aproximadamente 3 horas).

Centrifugar las células 5 minutos a 4000 rpm y 4 °C en un tubo estéril.

Decantar el sobrenadante y resuspender las células en 1 mL de Solucién A fria.
Llevar las células a un volumen final de 10 mL con la solucién A. Centrifugar las
células por 5 minutos a 4000 rpm a 4 °C.

Decantar el sobrenadante. Re-suspender las células en 1 mL de Solucién B fria.
Llevar las células a un volumen final de 10 mL con solucién B.

Incubar en hielo por 30 minutos. Centrifugar las células como en el paso 6.
Decantar el sobrenadante y secar el tubo. Resuspender las células en 2 mL de
Solucién B.

10) Hacer alicuotas de las células de 200 uL y agregar 20 pL de glicerol (estéril).

Congelar las células en hielo seco y guardar a -70 °C (estables de 5-6 semanas).
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1)

2)
3)

4)
5)
6)
7

8)
9)

Protocolo de transformacion

Mezclar 200 yL de células competentes con 0.05-.05 pg de DNA plasmidico en un
tubo Eppendorf.

Incubar en hielo por 30 minutos.

Dar un choque térmico a 42 °C durante 2 minutos. Enfriar las células por unos
segundos sobre hielo.

Agregar 1mL de LB (sin antibiético). Incubar 37 °C durante 1h.

Centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos a 4 °C.

Decantar el sobrenadante y resuspender el botén en 200 puL de medio LB.
Agregar estos 200 pL de células a una caja de cultivo bacteriano (LB/Ampicilina;
25 pg/mL).

Incubar a 37 °C 12-14 horas.

Revisar el nimero de colonias.

Gel para RNA

Preparacion de gel de RNA

1) Pesar 0.3 g de agarosa en un matraz Erlenmeyer. Agregar 25 mL de
agua desionizada y registrar masa del matraz.

2) Calentar hasta la disolucién de la agarosa y reconstituir volumen con
agua hasta la masa inicial, para compensar la pérdida por evaporacion.

3) Agregar 3 mL de MOPS 10x.

4) Agregar 1.5 mL de formaldehido al 37%. Mezclar bien y agregarlo a la
unidad de gel.

5) Dejar solidificar.

Preparacion de muestras para gel

1) Preparar una mezcla de reaccion de acuerdo al nUmero de muestras
de RNA a correr en el gel. Se requiere 1 yL de RNA por muestra.

Reactivo Volumen para unareaccion (uL)
Formamida
MOPS 10x
Formaldehido
Buffer de carga
Bromuro de etidio (10mg/mL) 0.

=P N[= U
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2) Colocar en un tubo Eppendorf 1uL de RNA més 8.1 L de la mezcla de

reaccion.
3) Calentar las muestras por 10 minutos a 65 °C.
4) Cargar el gel y correr la electroforesis a 75 mV.

Solucién de tricaina 0.2%

Pesar 1g de Tricaina.

Colocar en un volumen de 300 mL y disolver.
Ajustar el pH a un valor de 7.4.

Llevar a un volumen final de 500 mL.
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