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Abreviaturas

A continuacion se listan las abreviaturas que se usan en mas de un apartado de la tesis. El
resto se indican en su primera aparicion en el texto.

Abreviatura Significado

Traduccion

AE1 Anion Exchanger type 1 Intercambiador anionico tipo 1

AQP2 Aquaporin 2 Acuaporina 2

AMPc Adenosine Monophosphate (cyclic) Adenosina monofosfato ciclico

ASDN Aldosterone Sensitive Distal Nephron Nefrona distal sensible a aldosterona

ATP Adenosine Triphosphate Adenosina trifosfato

BBM Brush Border Membrane Membrana de borde de cepillo

BK Big conductance K* (channel) Canal de K* de conductancia grande

CNBD Cyclic Nucleotide Binding Domain Dominio de union a nucleétidos ciclicos

CNT Connecting Tubule Tubulo conector

CcCcD Cortical Collecting Duct Conducto colector cortical

CcD Collecting Duct Conducto colector

DCT Distal Convoluted Tubule Tubulo contorneado distal

AY Potencial de la membrana mitocondrial

ENaC Epithelial Na* Channel Canal epitelial de Na*

HCN Hiperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated  Canal activado por hiperpolarizacién y regulado
(channel) por nucleotidos ciclicos

NCC Na*-Cl- Cotransporter Cotransportador Na*-CI-

NHE3 Na*/H* Exchanger type 3 Intercambiador Na*/H* tipo 3

NKCC2 Na*, K*, 2CI- Cotransporter type 2 Cotransportador Na*, K*, 2Cl- tipo 2

OMCD Outer Medullary Collecting Duct Conducto colector de la médula externa

OXPHOS Oxidative Phosphorylation Fosforilacion oxidativa

PCT Proximal Convoluted Tubule Tubulo contorneado proximal

PST Proximal Straight Tubule Tubulo recto proximal

ROMK Renal Outer Medullary K* (channel) Canal de K* de la médula externa renal

ROS Reactive Oxygen Species Especies reactivas del oxigeno

TAL Thick Ascending Limb (of Henle’s loop) Rama gruesa ascendente (del asa de Henle)

V-ATPasa  Vacuolar H* ATPasa H* ATPasa vacuolar

Otras abreviaturas

Caz Calcio KA K* alto

Cl- Cloruro KD K* deficiente
H* Hidrogenion, proton Na* Sodio
HCOs Bicarbonato

K* Potasio



RESUMEN

La expresién de los canales activados por hiperpolarizacion y regulados por nucleoétidos
ciclicos (HCN), los cuales son catidnicos no selectivos, se ha descrito principalmente en
cerebro y corazon, pero también se ha reportado en otros érganos, entre ellos, el rifidn. En
nuestro laboratorio, previamente se establecié la localizacion de los canales HCN1, HCN2 y
HCN3 en diferentes segmentos de la nefrona, y se encontré que participan en el balance de

sodio (Na*) y acido-base.

La primera seccién de la tesis se enfoca al estudio de los canales HCN2 y HCN4, tanto su
localizacion en corteza y médula externa del rindn de rata, como su regulacion en estas
regiones renales tras someter a los sujetos experimentales a una dieta con potasio (K*) alto
(KA) o deficiente (KD). Por ensayos de inmunofluorescencia se localizé al canal HCN2 en el
tubulo conector (CNT) y conducto colector; adicionalmente, se observd en glomérulos y
grandes vasos en la corteza, asi como en células del compartimento intersticial tanto en
corteza como en médula externa. Por su parte, el canal HCN4 se localizé en el tubulo
proximal contorneado y recto, la rama gruesa ascendente del asa de Henle, asi como en las
células a-intercaladas del CNT y conductos colectores de corteza (CCD) y médula externa
(OMCD). Por ensayos de Western blot, se inmunodetecté al canal HCN2 en su forma
completa no glicosilada (~100 kDa); la dieta KD no afectdé de manera significativa su
abundancia, mientras que la dieta KA indujo su regulacién a la baja en corteza, pero su
regulacion a la alta y glicosilacion en médula externa. En los inmunoblots de HCN4 se
detectaron fragmentos del canal a 95 y 70 kDa aproximadamente, los cuales se regularon
significativamente solo por la dieta KA y de manera diferencial entre regiones renales. Ya que
ambos canales se localizan en mas de un segmento tubular y/o tipo celular en las regiones
renales de estudio, no fue posible establecer una correlacién directa. Por lo tanto, a través de
ensayos de inmunofluorescencia se obtuvieron resultados mas especificos. La marca
inmunofluorescente de HCN2 en las células de CNT y las células principales de CCD y OMCD,
se incrementd por la dieta KA, lo cual sugiere la participacién del canal en la entrada de Na™ a
dichas células, favoreciendo asi el gradiente electroquimico para la secrecion de K* en la
nefrona distal. Sin embargo, ya que el aumento de HCN2 es predominantemente intracelular,
éste podria corresponder al canal localizado en las mitocondrias, donde su funcidén parece

asociarse a la sintesis de ATP. Esta Ultima se requiere para sustentar la actividad elevada de la
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Na*/K* ATPasa y una mayor secrecién de K* en condiciones de KA. Respecto al canal HCN4,
se observd un aumento de la intensidad inmunofluorescente en la membrana apical de las
células a-intercaladas del OMCD por la dieta KD. Esto es congruente con la participacion del
canal HCN4 en la entrada apical de Na®, posiblemente acoplada a una mayor reabsorciéon de
bicarbonato (HCOs3") en las células a-intercaladas, la cual podria contribuir a la alcalosis

metabolica que se desarrolla en condiciones de hipocalemia.

En la segunda seccion de la tesis se presenta la inmunodeteccion del canal HCN4 en muestras
enriquecidas en mitocondrias de células HEK293 transfectadas, lo cual es consistente con la
gran cantidad de proteinas interactoras de origen mitocondrial previamente identificadas por
espectrometria de masas. Ademas, se explora la expresion de las cuatro isoformas HCN en
fracciones enriquecidas en mitocondrias de tejido cardiaco de rata. Se inmunodetecto a todos
los canales HCN excepto a HCN1. El canal HCN3 se observd tanto en su forma completa
como truncada en el amino terminal. Los canales HCN2 y HCN4 se inmunodetectaron a
menor peso molecular del esperado, correspondientes a formas truncadas en el carboxilo
terminal. Otra banda de HCN2 se observé a mayor peso molecular aparente con respecto al
canal glicosilado reportado en cerebro, lo cual sugiere que en las mitocondrias sufre
modificaciones postraduccionales distintas o adicionales. Finalmente, se estudio el efecto de
un inhibidor especifico de los canales HCN (ZD7288) sobre el potencial de membrana y
respiracion mitocondrial en cardiomiocitos (células H9c2). Respecto al primer parametro, el
bloqueo de los canales con ZD7288 provoco la hiperpolarizacién del potencial de membrana
mitocondrial tras 30 y 60 min de incubacion, lo cual sugiere que el canal permite la entrada
de cationes, particularmente de K* en condiciones basales, debido a que el gradiente
electroquimico es muy favorable. Respecto al segundo parametro, la incubacion de los
cardiomiocitos con ZD7288 redujo significativamente el indice de control respiratorio y el
consumo de oxigeno asociado a la fosforilacion oxidativa. Lo anterior apunta a que la
inhibicion de los canales HCN disminuye la sintesis de ATP, sin embargo, se desconoce el

mecanismo molecular concreto y se requieren experimentos adicionales para confirmarlo.



INTRODUCCION

1. Homeostasis de potasio

El potasio (K*) es el catién intracelular mas abundante; alrededor del 98% del K* total corporal
se encuentra dentro de las células (100-150 mM), donde participa en diversos procesos,
incluyendo la regulacion del volumen y pH celular, la sintesis de ADN vy proteinas, el
crecimiento celular y la actividad enzimatica mitocondrial. Solo cerca del 2% restante de K* se
distribuye en el fluido extracelular, por lo tanto, los mecanismos para mantener la
concentracién plasmatica de K* dentro de un intervalo normal tan estrecho (3.5-5.0 mM), son
indispensables. Ademas, el gradiente de K* que se establece a través de la membrana
plasmatica, determina en gran medida el potencial de la membrana en reposo, que a su vez
influye en la actividad de tejidos excitables como el sistema nervioso, corazéon y musculo
esquelético (Malnic et al. 2013; Satlin, 2009). De hecho, las manifestaciones clinicas de una
alteracion en la concentracion plasmatica de K* son predominantemente cardiacas (e.g.
arritmias) y neuromusculares (e.g. debilidad muscular, fasciculaciones en extremidades,

paralisis) (Gennari, 1998; Palmer, 2010).

El consumo de K" en la dieta se asocia con una respuesta integrada que involucra diversos
organos, incluyendo el intestino, higado, musculo y riidn. El contenido de K* en la dieta es
muy variable (50-100 mmol/dia); una sola comida representaria un peligro si el K*
permaneciera en el fluido extracelular. En consecuencia, la entrada de K* a las células se activa
de manera inmediata, mayoritariamente en los reservorios corporales del catién: musculo
(~80%), higado, hueso y eritrocitos. De esta manera, se evita el incremento de los niveles
plasmaticos de K* y se mantiene el balance interno de K*, es decir, su distribucion adecuada
entre los compartimentos extra- e intracelular (Malnic et al. 2013, Sahni et al. 2013; Satlin,

2009).

La insulina es el regulador fundamental del balance interno de K*, pues su liberacion
postprandial favorece la entrada del K™ a las células, especialmente en higado y musculo
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esquelético. Esta respuesta es independiente de los efectos de la insulina sobre el
metabolismo de la glucosa. La secrecién de catecolaminas contribuye a la captacion celular
de K* al actuar sobre los receptores B, adrenérgicos (Palmer & Clegg 2019). Los efectos de la
insulina y adrenalina son aditivos, lo cual sugiere que se asocian a vias de sefalizacidn
independientes (Satlin, 2009). La aldosterona también estimula la entrada de K*, sin embargo,
su accion puede tomar mas tiempo, en comparacion con la inducida por insulina y
catecolaminas (Koeppen & Stanton, 2013). La bomba de sodio (Na*) o Na*/K* ATPasa, es el

blanco molecular mas importante de las hormonas que inducen la entrada celular de K*.

A largo plazo, el balance externo de K* se logra igualando la entrada de K* al organismo (a
través de la dieta) con su salida por via renal y gastrointestinal. Alrededor del 90% del K*
ingerido se absorbe en el intestino delgado, entra a la circulacion y se conduce a los
reservorios corporales de K*, de donde se redistribuye progresivamente a la circulacion hasta
lograr su excrecion por via renal; parte del K* ingerido (~10%) pasa al colon y se excreta a
través de las heces. Por lo tanto, el rindn determina sustancialmente el balance externo del K*
(Mount & Zandi-Nejad, 2007; Palmer & Clegg, 2016b). Ante una reduccién notable de la
funcién renal (e.g. enfermedad renal crénica o de etapa final), se intensifica la contribucion de
los mecanismos adaptativos extrarenales, entre ellos, el aumento de la secreciéon de K* a

través del epitelio del colon (Clase et al. 2020).

Existe evidencia de un ‘sensor de K*' a nivel gastrointestinal o de la circulacion esplacnica,
cuya identidad aun se desconoce, que al detectar un aumento en la absorcion del cation,
induce una respuesta kaliurética, incluso antes de la alteracién de los niveles de K* en el
plasma. Este sensor también es capaz de detectar un consumo reducido de K* antes de que
se registren cambios en el K* extracelular, lo que permite disminuir tanto la captura celular de
K* como su excrecion renal. Un control de este tipo (i.e. retroalimentacion positiva),
contribuye de manera anticipada y rapida a mantener la homeostasis de K* (Youn &

McDonough, 2009; Youn, 2013).

Ante un aumento de la concentracion plasmatica de K*, se activa el mecanismo de
retroalimentacion tradicionalmente conocido, el cual estimula la secrecion de aldosterona de
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la zona glomerulosa de la corteza adrenal (Spat, 2004), hormona que al actuar sobre los
receptores a mineralocorticoides en la nefrona distal, favorece la excreciéon urinaria de K*
(Mount & Yu, 2007). Si los niveles plasmaticos de K* disminuyen, se retroalimenta
negativamente al sistema para que no haya secrecion de aldosterona. Como se vera mas
adelante, a través de sus acciones a largo plazo en el rifién, la aldosterona tiene un papel

central en el balance externo de K*.

1.1. Na*/K* ATPasa

La Na'/K* ATPasa es el mecanismo mas relevante de transporte de K* en contra de su
gradiente de concentracién, es decir, del espacio extracelular al intracelular. Esta bomba
pertenece a la familia de ATPasas tipo P, la cual se caracteriza por la formacién de un
intermediario fosfoenzima covalente como parte de su mecanismo catalitico. Por cada ATP
hidrolizado, la Na*/K* ATPasa intercambia tres iones Na® intracelulares por dos iones K*
extracelulares, de tal manera que, es la responsable de mantener una concentracién

intracelular baja de Na* y alta de K* (Obradovic et al. 2018).

La Na*/K* ATPasa consta de dos subunidades principales: o y B, presentes en igual
proporcion molar (1:1). La subunidad a (~110 kDa) es el componente catalitico y provee los
sitios de union para el Na*, K* y ATP; contiene 10 dominios transmembrana (M1-M10) y se
han identificado 4 isoformas, siendo dominante la isoforma a1 en todas las células, mientras
que o y a3 estan presentes en pequefia proporcidn y su expresion en tejidos varia entre
especies. La subunidad B es pequefia y esta glicosilada (~35-55 kDa), se requiere para el
plegamiento apropiado de la bomba y su insercion a la membrana, y también afecta la union
ionica intrinseca y propiedades de transporte de la Na*/K* ATPasa. Se han identificado 3
isoformas B; la expresion de la isoforma B1 es ubicua, mientras que la isoforma 2 predomina
en musculo esquelético y corazédn. Finalmente, las proteinas FXYD (también referidas como
subunidades vy, de las que se conocen 7 hasta el momento) tienen una expresion diferencial
en células y tejidos. Estas proteinas contribuyen a darle estabilidad a la bomba y modifican su
afinidad por Na*, K* y ATP (Obradovic et al. 2018). La heterogeneidad de la composicién de
las subunidades a y B en diferentes tejidos diversifica las propiedades de la Na*/K* ATPasa
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(e.g. afinidad por Na* y K*) y determina diferentes respuestas a hormonas y otras moléculas

(Sweeney & Klip, 1998).

Los determinantes mas directos de la actividad de la Na*/K* ATPasa son las concentraciones
de los sustratos. La bomba es activada por Na* y ATP en el citoplasma, y por K* en el espacio
extracelular. Una alteracién pequefa en la concentracion citosolica de Na*, secundaria a la
activacion de transportadores dependientes de Na* o canales de Na*, puede tener un efecto
notable en la actividad de la bomba. De hecho, algunas hormonas alteran la actividad de la

Na*/K* ATPasa al afectar su afinidad aparente por el Na* (Therien & Blostein, 2000).

La regulacién hormonal de la Na*/K* ATPasa puede ser tanto a corto como a largo plazo. La
regulacion a corto plazo (minutos a horas) involucra cambios en el comportamiento cinético
de la enzima, su fosforilacion y/o trafico a la membrana plasmatica. Las vias intracelulares de
sefalizacion inducidas hormonalmente son diversas (PKA, PKC, Akt, PKG, ERK1/2, PI3K),
complejas y dependen del tejido y tipo celular particular. Se cree que la fosforilacion directa
de la bomba podria modificar su actividad catalitica o causar cambios conformacionales que
alteren su afinidad por alguno de sus sustratos. Los mecanismos regulatorios a largo plazo
(dias) afectan la transcripcion de los genes que codifican para las subunidades de la Na*/K*
ATPasa (Mount & Zandi-Nejad, 2007; Obradovic et al. 2018, Sweeney & Klip, 1998; Therien &
Blostein, 2000).

Las hormonas mas estudiadas que regulan a la Na*/K* ATPasa son la insulina y las
catecolaminas adrenérgicas. Sin embargo, otras hormonas también tienen un papel
regulatorio, incluyendo la dopamina, las hormonas tiroideas y esteroideas (Ewart & Klip, 1995;
Therien & Blostein, 2000). Los reguladores criticos del balance interno de K* son la insulina y

las catecolaminas, y en menor grado la aldosterona (Palmer & Clegg, 2016b).

La entrada celular de K* que induce la insulina es mediada mayormente por la estimulacién
de la Na'/K* ATPasa. No obstante, la insulina también promueve el transporte de
aminoacidos acoplado a la entrada de Na*, el intercambio Na*/H" y el cotransporte de Na*,

K*, 2CI". Estos procesos aumentan la concentracion intracelular de Na®, lo que a su vez
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favorece la actividad de la Na*/K* ATPasa (Mount & Zandi-Nejad, 2007; Sahni et al. 2013). El
mecanismo regulatorio principal de la Na*/K* ATPasa en el musculo esquelético, en respuesta
a la insulina, es la translocacién de las subunidades de la bomba desde sitios de
almacenamiento intracelular hacia la membrana plasmatica (Sweeney & Klip, 1998). En el
contexto de la deficiencia de insulina (i.e. diabetes), hay una reduccién en la captura de K* por

musculo e higado (Satlin, 2009).

Durante el gjercicio, la estimulaciéon continua de las fibras musculares conduce a la liberacion
excesiva de K. En estas condiciones, la activaciéon rapida de la Na*/K* ATPasa en las células
musculares, mediada por las catecolaminas (adrenalina en particular), es importante para
retrasar el inicio de la fatiga muscular y reducir los niveles potencialmente téxicos de K* en el
plasma (Therien & Blostein, 2000). Al unirse a los receptores B, adrenérgicos, la adrenalina
estimula a la adenilato ciclasa, conduciendo a la generacién de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) y la subsecuente activaciéon de proteinas cinasas, cuya sefalizacion favorece la
actividad de la bomba de Na*. Como resultado, la entrada de K* se intensifica en el musculo
esquelético y cardiaco, efecto inhibido por B-bloqueadores no selectivos como el propanolol

(Satlin, 2009).

Respecto a la aldosterona, se cree que puede afectar indirectamente la actividad de la Na*/K*
ATPasa en musculo u otros tejidos extrarenales, a través de efectos no gendmicos que
estimulan la entrada celular de Na*, como el intercambio Na*/H" y el cotransporte de Na“*, K*,

2CI" (Unwin et al. 2011).

Ademas de la participacion fundamental de la Na*/K* ATPasa en el balance interno de K-,

ésta juega un papel importantisimo en la fisiologia renal como se vera mas adelante.

1.2. Canales de potasio

Los canales de K* forman poros acuosos que conducen selectivamente K* (10°-10° iones/s) a
través de la membrana. Ya que es un transporte pasivo, el movimiento de K* ocurre a favor de

su gradiente de concentracion, es decir, desde el espacio intracelular hacia el extracelular. Los
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canales de K* constituyen el grupo mas numeroso, heterogéneo y ubicuo de proteinas
integrales de membrana. Estan formados por subunidades a, las cuales pueden asociarse con
subunidades B o auxiliares. En el poro se localiza la secuencia de selectividad a K*, el motivo
G(Y/F)G, presente en todos los canales de K* (Shieh et al. 2000; Shieh & Goplakrishnan, 2008).
Al igual que otros canales idnicos, se clasifican en funcion del estimulo que regula su
apertura/cierre (gating): tension o estiramiento (mecanosensibles), cambios en el potencial de
membrana (activados por voltaje), calcio (Ca®*) u otra molécula (activados por ligando)
(Alberts et al. 2008). Se han identificado mas de 70 genes distintos que codifican subunidades
de canales de K" en el genoma humano. Los canales de K* se agrupan en familias y
subfamilias con base en sus propiedades funcionales y estructurales. Segun la secuencia de
aminoacidos de la subunidad a, y en consecuencia, el nUmero de segmentos transmembrana
(TM) y dominios de poro (P), existen tres familias: 2-TM 1P, 4-TM 2P y 6-TM 1P, con 2, 4y 6

segmentos TM, respectivamente (Alexander et al. 2013; Shieh et al. 2000).

La familia 2-TM 1P corresponde a los canales de K* rectificadores entrantes (Ki, inward
rectifying); consta de siete subfamilias codificadas por 14 genes (KCNJ) en humanos. Estos
canales se organizan en cuatro subgrupos dependiendo de sus caracteristicas funcionales:
canales rectificadores entrantes a) fuertes (Ki2.x), b) activados por proteinas G (Ki3.x), ¢)
sensibles a ATP (K;:6.x o Kate, que se combinan con los receptores a sulfonilurea SUR1-3) y d)
de transporte de K" (Ki1.1, Kidx, Ki5.1 y K;i7.1). Las subunidades o se ensamblan en
tetrameros, y pueden formar canales heterotetraméricos entre miembros de la subfamilia (e.g.
Kir3.2 y Kir3.3) (Alexander et al. 2019; Deka et al. 2020). El grado de rectificacion interna varia
entre subfamilias K, y depende de la afinidad de unién del canal por magnesio (Mg?*)

intracelular o poliaminas (O'Grady, 2020).

La familia 4-TM 2P de canales de K* media numerosas corrientes de fondo o ‘fuga’ en las
células. Cada subunidad o contiene dos dominios de poro (P), de ahi que se conozca como
Kop. Estos canales son diméricos pues se forman por dos subunidades o, en consecuencia,
cada canal presenta cuatro dominios P, los cuales integran una sola via conductiva. Algunas

de las subunidades Ko pueden formar heterodimeros entre subfamilias (e.g. Kzp3.1 con

15



K2r9.1). Los miembros de esta familia se abren en el rango de voltajes fisiolégicos y son
regulados por diversos neurotransmisores y mediadores bioquimicos. (Alexander et al. 2013,
2019). Se conocen 15 genes (KCNK) que codifican para los canales Kp, los cuales se dividen
en 6 grupos: TWIK, TREK, TASK, TALK, THIK y TRESK con base en similitudes en su secuencia y
caracteristicas funcionales, especialmente su sensibilidad a ciertos estimulos (e.g. pH, tensién

de membrana, concentracion de oxigeno, temperatura) (Deka et al. 2020, O'Grady et al. 2020).

La familia 6-TM 1P de canales de K" comprende diversas subfamilias, entre las que se
encuentran los canales de K* activados por voltaje (K,), los canales de K* activados por Ca**
Slo (Kca) y los canales de K* activados por Ca®** y Na*. Como su nombre lo indica, estos
canales tienen seis segmentos TM (S1-S6), excepto por dos miembros con siete; el dominio
del poro se encuentra entre S5 y S6. Al igual que la familia 2-TM 1P, las subunidades a se
agrupan en tetrameros y pueden formar heterotetrameros dentro de la misma subfamilia (e.g.

Kv1.1 con K,1.2) (Alexander et al. 2013, 2019).

La Union Internacional de Farmacologia Basica y Clinica (IUPHAR, International Union of basic
and clinical Pharmacology) distingue cuatro grupos principales de canales de K*: a) canales de
K* activados por Ca®* y Na*, b) canales Ki, ) canales Ko, y d) canales K, (Alexander et al.
2019). El primer y ultimo grupo tienen aspectos en comun ya que pertenecen a la familia 6-

TM 1P, sin embargo, también los diferencian particularidades estructurales y funcionales.

Los canales de K* activados por Ca®* y Na* se pueden organizar en 3 subgrupos. El primer
subgrupo consta de los canales Kca1.1 (también llamado BK, maxi-K o Slo1) y Kca5.1 (SLO3,
especifico de espermatozoide); son los Unicos canales de este grupo (y de la familia 6TM 1P
en general), que tienen siete segmentos TM en cada subunidad o en vez de seis, esto se debe
a un dominio adicional (SO) ubicado antes de S1; en consecuencia, presentan un amino (N-)
terminal extracelular en vez de citoplasmico, como todos los demas. Ambos canales tienen
una conductancia grande, son sensibles al voltaje y en su carboxilo (C-) terminal largo se
localizan dos dominios de union a iones (Ca** en particular), denominados RCK, que regulan
el gating. En otro subgrupo se encuentran los canales de conductancia pequefia (SK: Kca2.1,
Kca2.2 y Kca2.3) e intermedia (IK: Kca3.1). Se asemejan a los canales K, (6TM 1P) en su
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topologia, sin embargo, son insensibles a los cambios de voltaje y su activacion ocurre a
través de la unién de Ca** a calmodulina, la cual estd asociada al canal en la regién C-
terminal. El dUltimo subgrupo comprende a los canales activados por Na* y cloruro (CI)
llamados Kna1.1y Knal.2, pero originalmente denominados Kca4.1y Kea4.2, respectivamente, al
asumir que eran sensibles a Ca®* dado su parecido estructural con Kc,1.1. Sin embargo,
después se demostré que su activacion se induce por Na* y CI™ intracelular, y no por Ca**.
Estos canales se asemejan a los del primer subgrupo en que tienen conductancias unitarias
grandes y presentan dominios RCK en el C-terminal citoplasmico, los cuales controlan el

gating (Kackzmarek et al. 2017).

Por su parte, las subfamilias K, conforman el grupo mas grande de canales de K* pues son
codificados por alrededor de 40 genes. Hay 12 subfamilias K, (K,1-12), incluyendo los canales
KCNQ (K.7) y EAG (ether-a-go-go, K,10-12, que contiene a los canales hERG). Constituyen una
familia muy diversa respecto a sus propiedades biofisicas y mecanismos de regulacion (e.g.
subunidades auxiliares, proteinas interactoras, modificaciones postraduccionales, splicing
alternativo), que ademas se amplia por la formacién de heterotetrameros. Tanto el N- como
el C-terminal de la subunidad o se encuentran intracelularmente. Su caracteristica mas
representativa es que se activan por la despolarizacién del potencial de membrana, debido a
la presencia de varios aminoacidos cargados positivamente (lisina o arginina) que se
distribuyen regularmente en el segmento S4, conocido como sensor de voltaje (Alexander et

al. 2019; Deka et al. 2020; O'Grady, 2020).

Los canales de K* tienen numerosos y diversos papeles fisioldgicos, dado el gran ndmero
genes distintos que los codifican y su amplia distribucion en el organismo. Es fundamental su
contribucion al establecimiento del potencial de reposo, asi como de la frecuencia y forma del
potencial de accién, con lo cual influyen de manera importante en la excitabilidad. También
destaca su participacion en la sefializacion celular para regular procesos como la liberacién de
neurotransmisores y hormonas, la contraccién muscular, el transporte epitelial y el volumen

celular, entre otros (Deka et al. 2020; Shieh et al. 2000).
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En el mudsculo esquelético hay varios tipos de canales de K*, incluyendo canales Ki y K,, a
través de los cuales sale K*. La insulina y catecolaminas, ademas de estimular la entrada de K*
a través la Na*/K* ATPasa, inhiben la salida de K* a través de los canales K. De hecho,
mutaciones de los canales K;2.1 y Ki2.6 se asocian con la paralisis periddica hipocalémica de

tipo no familiar (Cheng et al. 2013).

En los tejidos epiteliales, incluido el rifidén, se expresa una gran variedad de canales de K7,
tanto en la membrana apical como basolateral, donde participan en la regulaciéon del
volumen celular y la generacién de un potencial de membrana negativo. Por lo tanto, los
canales de K* determinan el movimiento de solutos cargados a través de la membrana, y en
consecuencia, afectan el transporte transepitelial y paracelular ionico en diversos tipos
celulares y condiciones fisioldgicas. Algunos de ellos, también son importantes para el
reciclamiento del K* en las membranas epiteliales o para la secrecion de K* (Cotton, 2000;

Giebisch & Wang, 2000; O'Grady, 2020).

1.3. Cotransportadores NKCC y KCC

Los cotransportadores de Na*, K*, 2CI" (NKCC) y de K*, CI" (KCC) median un transporte activo
secundario electroneutro. Son miembros de la familia SLC12 de transportadores de solutos; se
conocen dos isoformas de NKCC (genes SLC12A1, SLC12A2) y cuatro isoformas de KCC
(genes SLC12A4 a SLC12A7). Estan involucrados en la regulacion del volumen celular y la
homeostasis ionica. La direccion del movimiento de K* mediado por estas proteinas es

inversa, NKCC facilita la entrada, mientras que KCC permite la salida.

NKCC1 se localiza en diversos tejidos tanto epiteliales como no epiteliales, mientras que
NKCC2 se expresa preferentemente en el rifidén. La estimulacion de NKCC1 por insulina o
aldosterona se ha propuesto como mecanismo secundario por el que dichas hormonas
inducen la actividad de la Na*/K* ATPasa, a través del aumento de la concentracion del Na*
intracelular (Unwin et al. 2011). Por ejemplo, la insulina estimula la entrada de K en
adipocitos, y ésta se inhibe por bumetanida y eliminacion del CI” del fluido extracelular, lo cual

indica que NKCC1 esta involucrado (Sahni et al. 2013). También se ha documentado la
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estimulacion de NKCC1 en el musculo esquelético por la accién de catecolaminas sobre

receptores B-adrenérgicos (Mount & Zandi-Nejad, 2007).

La activaciéon de los KCCs cuando las células se expanden ayuda a eliminar iones y regresar la
célula a su volumen original, proceso conocido como disminucion regulatoria de volumen.
KCC1 se distribuye ubicuamente al igual que NKCC1, mientras que los otros miembros tienen
una expresion relativamente restringida. Respecto al balance interno de K*, aunque los KCCs
funcionan tipicamente como vias de salida de K*, la isoforma predominante en sistema
nervioso central (KCC2) puede mediar el influjo del cation cuando el K* extracelular
incrementa (Hebert et al. 2004). En el caso particular de la acidosis metabdlica, los KCCs
detectados en musculo esquelético (KCC1, KCC3 y KCC4), podrian contribuir al aumento del
K* extracelular (hipercalemia) a través de su acoplamiento al intercambio de CI" y bicarbonato
(HCO3). Ante la caida de HCOs™ en el plasma (acidemia) se estimula su salida a través del
intercambiador CI'/HCOs"; el aumento resultante del ClI™ intracelular, favoreceria la actividad

de los KCCs (Aronson & Giebisch, 2011).

1.4. Alteraciones de la homeostasis de K*

Las alteraciones del K™ en el plasma son muy comunes en la practica clinica. El origen de una
concentraciéon plasmatica de K* mayor a 5 mM (hipercalemia) o menor a 3.5 mM
(hipocalemia) es diverso, pero de manera general se debe a factores que afectan el balance
de K¥, ya sea interno (e.g. farmacos, deficiencia de insulina) o externo (e.g. ingesta
inadecuada, trastorno de la excrecién via gastrointestinal o renal). En la siguiente tabla se
resumen las principales causas de hiper- e hipocalemia (Gennari, 1998, 2002; Mount & Zandi-

Nejad, 2007; Palmer, 2004, 2010; Palmer & Clegg, 2019; Unwin et al. 2011).

Como se menciond previamente, el organismo cuenta con mecanismos homeostaticos para
responder a una entrada elevada de K, por lo tanto, la mayoria de los casos de hipercalemia
se deben a una funcidon disminuida de la excrecidon renal de K*, la cual conduce a la

acumulacion de K* en el espacio extracelular (Palmer, 2010; Palmer & Clegg, 2016b).
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Tabla 1. Principales causas de hipercalemia e hipocalemia

Hipercalemia
K* en plasma > 5 mM

Ingesta excesiva de K* (remedios herbales, sustitutos
de sal, suplementos de K*) adicional a otras causas

Alteracion del balance interno de K*. Factores que
limitan la entrada celular de K* o favorecen su salida
en exceso (aumento en el espacio extracelular):

Farmacos: B-bloqueadores (propanolol),
agonistas a-adrenérgicos (fenilefrina),
digoxina (inhibidor de la Na*/K* ATPasa)

Dafio tisular/lisis celular (rabdomidlisis,
traumatismos, quemaduras, sindrome de lisis
tumoral)

Hiperosmolaridad (hiperglicemia, manitol)
Acidosis metabolica (mineral)
Diabetes mellitus (deficiencia de insulina)

Hipotiroidismo

Disminucion de la excrecion renal de K*:

ECA: Enzima convertidora de angiotensina, ENaC: canal epitelial de Na*

Farmacos: bloqueadores de ENaC (amilorida,
triamtereno, trimetoprima), inhibidores del
receptor a mineralocorticoides
(espironolactona, eplerenona), inhibidores de
liberacion de renina (anti-inflamatorios no
esteroideos, tacrolimus, ciclosporina),
inhibidores de la sintesis de aldosterona
(heparina, ketoconazol), inhibidores de ECA,
bloqueadores del receptor a angiotensina I

Deficiencia de aldosterona (Enfermedad de
Addison, Hipoaldosteronismo)

Funcién renal reducida (Enfermedad renal
crénica, dafio renal agudo)

Tubulopatias (Pseudohipoaldosteronismo tipo

Ly 1l)

Hipocalemia
K* en plasma < 3.5 mM

Ingesta insuficiente de K*

Alteracion del balance interno de K*. Factores que
promueven una entrada celular excesiva de K*
(disminucidn en el espacio extracelular):

Farmacos: insulina, agonistas B2-adrenérgicos
(salbutamol, terbutalina), antagonistas -
adrenérgicos, teofilina, cafeina

Alcalosis (efecto minimo)

Hipertiroidismo

Pérdidas gastrointestinales en exceso. Vémito,
diarrea, abuso de laxantes

Aumento de la excrecion renal de K*:

Farmacos: diuréticos de asa y tiazidicos,
agonistas del receptor de mineralocorticoides

Hipomagnesemia

Exceso de aldosterona (Sindrome de Conn,
Hiperplasia adrenal, Hiperaldosteronismo
secundario)

Tubulopatias (Sindromes de Bartter, Gitelman
y Liddle, Acidosis tubular renal distal)

Paralisis periodica hipocalémica
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Una reduccion de la excrecion renal de K* se puede deber a una menor llegada de Na* a la
nefrona distal, la deficiencia de mineralocorticoides o una funcion alterada del conducto
colector cortical (Palmer, 2004; 2010). La insuficiencia renal es responsable por mas del 80%
de los episodios clinicos de hipercalemia, aunque casi siempre se acompafia de otra causa,
como el uso de algun farmaco que limita la entrada celular de K* o su excrecion renal
(Gennari, 2002). Debido a la importancia de la aldosterona para maximizar la secrecion de K*
en la nefrona distal, los farmacos y condiciones (e.g. edad avanzada, desordenes congénitos,
nefropatia diabética) que inhiben o reducen la funciéon del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS), son también causas frecuentes del desarrollo de hipercalemia (Palmer,
2004; 2010). Pacientes con hipotiroidismo, diabetes, falla cardiaca, deficiencia crénica de K* o
edad avanzada, tienen una menor abundancia de Na*/K* ATPasa en el musculo esquelético,
por lo tanto, son mas susceptibles a los farmacos que promueven hipercalemia, como los B-
bloqueadores y la digoxina, e incluso a la hipercalemia inducida por ejercicio (Cheng et al.

2013).

Respecto a la hipocalemia, la causa mas comun es el uso de diuréticos de asa y tiazidicos
(Gennari, 1998, 2002). Asimismo, puede presentarse en pacientes con vémito, diarrea y abuso
de laxantes, al exacerbar la pérdida gastrointestinal de K*. En estos escenarios, la disminucién
del volumen extracelular (hipovolemia) contribuye al desarrollo de hipocalemia, porque se
estimula la secrecién de aldosterona, la cual promueve la excrecion renal de K*. Asi pues,
estados patoldgicos asociados con hiperaldosteronismo primario o secundario también
causan pérdida excesiva de K* por via renal (Unwin et al. 2011; Mount & Zandi-Nejad, 2007).
Por su parte, el balance interno de K" puede alterarse por la administracion de insulina o
farmacos con actividad B.-simpaticomimética (e.g. broncodilatadores, descongestionantes,
tocoliticos), que al promover la entrada de K* a las células, contribuyen al desarrollo de
hipocalemia. La cafeina y teofilina pueden provocar hipocalemia transitoria pues, al estimular
la liberacion de aminas simpaticas e inhibir a la fosfodiesterasa (enzima que degrada AMPc),

favorecen la actividad de la Na*/K* ATPasa (Gennari, 1998).
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Las alteraciones fisiopatoldgicas del balance acido-base y osmolaridad plasmatica, asi como la
lisis celular, también afectan la distribucion del K™ entre los compartimientos liquidos intra- y

extracelular (Satlin, 2009).

Un estado de acidosis o alcalosis induce el movimiento de protones (H*) para reestablecer el
pH extracelular, y dicha entrada/salida de H* suele acompafarse del movimiento de K* en el
sentido inverso. Por ejemplo, la acidemia provoca la entrada celular de H*, y esto se relaciona
con la salida de K* para mantener la electroneutralidad, particularmente si el anion asociado
al acido no puede atravesar la membrana junto al H*, como el cloruro (CI"). Es por ello que la
acidosis mineral (NH4Cl, HCl) promueve hipercalemia, mientras que la acidosis organica (acido
lactico, B-hidroxibutirico) no se manifiesta en un movimiento significativo de K* (Palmer, 2010;
Satlin, 2009). Es importante aclarar que no se trata de un intercambio directo de H* por K*,
mas bien, resulta del acoplamiento entre los transportadores que regulan el pH. En el
musculo esquelético, la actividad del intercambiador Na*/H* (NHE) y del cotransportador
electrogénico de Na* y bicarbonato (NBCe) se reduce por la acidosis metabdlica mineral
(hiperclorémica), por lo que hay una menor entrada de Na*, que a su vez disminuye la
actividad de la Na*/K* ATPasa. Esto representa una pérdida neta de K* intracelular, pues se
contrarresta en menor medida la salida pasiva de K* a través de canales de K* (Aronson &

Giebisch, 2011; Palmer & Clegg, 2019).

El aumento de la osmolaridad plasmatica (e.g. hiperglicemia en diabéticos, administracion de
manitol) induce la salida de agua del compartimento intracelular, reduciendo el volumen
celular y concentrando al K*, lo que aumenta el gradiente quimico para su salida a través de

canales de K* (Palmer, 2010; Satlin, 2009).

La paralisis periddica hipocalémica (PPHipo) es una enfermedad heterogénea caracterizada
por la paralisis muscular episddica e hipocalemia durante el periodo de los ataques.
Frecuentemente, el ataque paralitico es precipitado por factores que estimulan a la Na*/K*
ATPasa, como ejercicio extenuante y comidas ricas en carbohidratos. La PPHipo puede ser
familiar y no familiar. La forma familiar es heredada con un patrén dominante autosémico, y
es causada predominantemente por mutaciones en genes que codifican para el canal de Na*

especifico de musculo esquelético Na,1.4 o el canal de Ca®* tipo L Ca,1.1. Mientras que la
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PPHipo no familiar puede ocurrir en presencia de hipertiroidismo (paralisis periddica
tirotdxica) o en ausencia de hipertiroidismo (paralisis periddica espontanea) (Cheng et al.

2013).

1.5. Importancia del K* en la dieta

Las dietas ricas en K* se consideran saludables; una dieta mediterranea tipica puede proveer
mas de 155 mmol/dia (6 g/dia) de K*, mientras que la dieta DASH (Dietary Approaches to Stop
Hypertension, rica en frutas y verduras, productos lacteos bajos en grasa y reducida en grasas
totales y saturadas) aporta alrededor de 120 mmol/dia (4.7 g/dia) (Appel et al. 1997; Clase et
al. 2020). De hecho, guias nacionales e internacionales sugieren un mayor consumo de K*
como parte de las recomendaciones para la prevencion y tratamiento de la hipertension;
aquéllas propuestas por la Asociacion Cardiaca Americana (AHA), la Sociedad Americana de
Hipertension (ASH) y la Sociedad Europea de Hipertensién (ESH) coinciden con la dieta DASH
en que la ingesta de K* sea alrededor de 120 mmol/dia en adultos con una funcion renal
normal. Por su parte, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Sociedad Internacional
de Hipertension recomiendan una dieta rica en frutas y verduras, la reduccién del consumo
de Na® y el incremento del consumo de K* para reducir la incidencia de hipertensién
(Houston, 2011). En su guia especifica para la ingesta de K*, la OMS (World Health
Organization WHO, 2012) recomendd un consumo de al menos 90 mmol/dia (~3.5 g/dia) de

K* en adultos sin compromiso de la excrecion renal de K*.

Las fuentes principales de K* son frutas y verduras, asi como carne, pollo y pescado (Clase et
al. 2020). Algunos ejemplos de alimentos con un contenido muy alto de K* (>500 mg [12.5
mmol]/100 g) son los frutos secos (datil, ciruela pasa), nueces y aguacate; entre aquéllos con
un contenido alto de K* (>250 mg/100 g) estan el platano, meldn, kiwi, naranja, mango,

espinaca, jitomate, brécoli, zanahoria y papa (Gennari, 1998).

El contenido de K* en la dieta influye de manera inversa en la presion arterial segun diversos
estudios en modelos animales y humanos (Penton et al. 2015). La evidencia epidemiolégica

apoya que una dieta elevada en K* induce la reduccion de la presidén sanguinea, y ésta se
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asocia con una menor incidencia de accidente cerebrovascular, enfermedad coronaria
cardiaca, infarto al miocardio y otros eventos cardiovasculares adversos (Castro & Raij, 2013;
Haddy et al. 2006; Houston, 2011; Palmer & Clegg, 2016a). Los mecanismos moleculares aun
no se han elucidado a detalle, sin embargo, hay evidencia experimental que apoya que el K*
induce una respuesta natriurética asi como vasodilatacion endotelial, mientras que la
deficiencia de K* se asocia a la retencion renal de Na* y vasoconstriccion (Castro & Raij, 2013;
Haddy et al. 2006; Penton et al. 2015). Asimismo, se ha documentado que el incremento de K*
extracelular disminuye la rigidez de las células endoteliales, incrementa la actividad de la
sintetasa de oOxido nitrico endotelial (eNOS) y la liberacion de éxido nitrico (NO), agente
vasodilatador. Al parecer, la suplementacion de K* también tiene la capacidad de inhibir la
elevada actividad simpatica nerviosa asociada a la hipertension sensible a sal (Castro & Raij,

2013; Ando et al. 2010).

Considerando que la alimentacion ‘paleolitica’ que predomind por millones de afios era rica
en K* y pobre en Na*, se cree que el disefio del rifdn evoluciond para eliminar el exceso de K*
y retener Na*. Por lo tanto, es probable que dicho contexto genético ya no se ajuste al patron
alimentario actual (i.e. la dieta occidental es alta en Na* y baja en K*), basado en productos
procesados y consumo escaso de frutas y verduras. Lo anterior podria contribuir a que este
tipo de dieta se considere un factor de riesgo en el desarrollo de hipertension vy
enfermedades cardiovasculares, y en los efectos benéficos de una dieta rica en K* (He &

MacGregor, 2001).

Una dieta alta en K* también reduce el riesgo de accidente cerebrovascular de manera
independiente a la disminucion de la presidn arterial. Al respecto, se cree que un consumo
elevado de K" inhibe la formacion y progresion de la lesion ateroesclerética, a través de la
reduccién de procesos como la proliferacion y migracion de las células del musculo liso
vascular, la formacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la agregacion de plaquetas
(Palmer & Clegg 2016a; Houston, 2011). El consumo alto de sal induce hipertension y dafio
cardiovascular, mientras que la suplementacion de K* en la dieta contrarresta estos efectos

dafinos. Se ha propuesto que la capacidad antioxidante del K, al reducir la generacién de
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ROS, ayuda a proteger de la disfuncion cardiaca y resistencia a insulina inducidas por el

exceso de sal (Ando et al. 2010; Castro & Raij, 2013).

Al contrario de un consumo alto de K* en la dieta, una ingesta deficiente del cation se ha
asociado con hipertension, asi como con eventos renales (e.g. dafio tubulointersticial, defecto
en la concentracién urinaria) y cardiovasculares adversos, debido en parte, al manejo

interrelacionado del Na* y K* en el riién (Mount & Zandi-Nejad, 2007).

Entonces, existe la posibilidad de que una ingesta alta de K* estimule la produccién de
mediadores bioquimicos con efectos benéficos directos a diversos niveles fisiologicos.
Adicionalmente, una dieta rica en K* podria inhibir la produccién de factores que, a pesar de
ser Utiles en un contexto de conservacion de K, tengan efectos negativos a largo plazo para
el sistema cardiovascular. En este sentido, las ROS serian buenos candidatos (Youn, 2013),
pues se sabe que la dieta baja en K* induce la actividad de la NADPH oxidasa, la cual esta
implicada en la produccion de aniones superoxido para sefializar una menor secrecion renal

de K* (Babilonia et al. 2007; Wei et al. 2007, ver mas adelante).

2. Fisiologia renal

Los rifiones son organos que se encuentran en la cavidad retroperitoneal, uno a cada lado de
la columna vertebral. En el humano, el peso de ambos rifiones representa menos del 0.5% del
peso total corporal y, sin embargo, reciben un flujo sanguineo cercano al 25% del gasto

cardiaco en reposo, ~1.25 L/min (Koeppen & Stanton, 2013).

Los rifiones tienen diversas funciones, siendo la mas importante asegurar la homeostasis
hidroelectrolitica y acido-base de nuestro organismo, es decir, la constancia del volumen y la
composicion quimica del fluido extracelular. Ademas, la sangre que pasa a través de los

rifiones se "limpia” de los productos de desecho, los cuales se eliminan a través de la orina.

El rifidn consta de dos regiones macroscdpicamente distinguibles: la corteza, que es la mas
externa, y la médula. En el riidn humano, la médula se organiza en varias piramides renales, a
diferencia del rindn de rata, que solo consta de una. La médula se subdivide en externa e
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interna, y a su vez, la médula externa (OM, Outer Medulla) presenta una franja o banda
externa (OS, Outer stripe) y una banda interna (IS, Inner stripe). La parte mas profunda de la
médula interna (IM, Inner Medulla) se denomina papila (Fig. 1). La orina que emerge de la
papila se conduce a los calices menores, los cuales convergen en los calices mayores, que a su
vez alimentan a la pelvis renal, y ésta a los uréteres, que conectan con la vejiga urinaria

(Michael & Sircar, 2011).

La nefrona es la unidad funcional del riidn. Se estima que cada rifién humano tiene alrededor
de un milldon de nefronas. La nefrona consta de una porcion corpuscular y una tubular. El
corpusculo renal comprende el glomérulo (red compacta de capilares en forma de ovillo,
donde la sangre entra por la arteriola aferente y sale por la arteriola eferente) y la capsula de
Bowman (estructura que rodea al glomérulo, la cual presenta dos capas celulares, una capa
visceral alrededor de los capilares glomerulares y una capa parietal externa, entre las cuales
queda un espacio que es continuo con la luz tubular). La tasa de excrecidon renal de cada uno
de los solutos/electrolitos esta determinada por el balance de tres procesos fundamentales:

filtracion, reabsorcidn y secrecion (Fox, 2014; Koeppen & Stanton, 2013).

La filtracion ocurre a nivel glomerular a traves de los componentes de la barrera de filtracion:
endotelio capilar fenestrado, membrana basal glomerular y diafragma de hendidura en los
podocitos (capa visceral de la capsula de Bowman). El ultrafiltrado producido se recibe en el
espacio de Bowman y de ahi pasa a la luz de los tubulos de la nefrona. Cada segmento
tubular esta formado por células epiteliales de diferentes caracteristicas ultraestructurales,
bioquimicas y biofisicas, en las que ocurren los procesos de reabsorcion y secrecion, cuya
regulacion por hormonas y factores locales, determina la tasa de excrecion urinaria de cada
uno de los solutos filtrados. La red de vasos sanguineos que rodean a los tubulos (capilares
peritubulares) facilitan los procesos de intercambio de sustancias (Koeppen & Stanton, 2013;

Madsen et al. 2007).

La porcidon tubular de la nefrona se divide en varios segmentos (Fig. 1, Kriz & Bankir, 1988):
tubulo contorneado proximal (PCT, Proximal convoluted tubule), tibulo recto proximal (PST,
Proximal straight tubule), ramas delgadas descendente y ascendente del asa de Henle, rama
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gruesa ascendente (TAL) del asa de Henle, tubulo contorneado distal (DCT, Distal convoluted
tubule), tubulo conector (CNT, Connecting tubule) y conducto colector (CD, Collecting duct).
Este ultimo se identifica por la region renal en la que se encuentra: cortical (CCD), de la
médula externa (OMCD) y de la médula interna (IMCD). Cada segmento de la nefrona
presenta diferentes tipos celulares, con una composiciéon especifica de proteinas de
transporte en sus membranas y por lo tanto, con una contribucién particular en la
modificacién del ultrafiltrado. Cabe aclarar que el CD es comun para varias nefronas, lo cual
aplica también para el CNT de las nefronas profundas, pues generalmente se juntan varios
CNT para formar una arcada antes de drenar al CCD; solo las nefronas superficiales suelen
tener un CNT individual. Los CCDs descienden dentro de los rayos medulares de la corteza, y
luego en la médula externa, los OMCDs atraviesan sin ramificaciones. Al entrar en la médula

interna, los IMCDs se fusionan sucesivamente (Kriz & Kaissling, 2013).

Las nefronas se clasifican de acuerdo a la posicién de su glomérulo en la corteza y la longitud
de sus asas de Henle. Las nefronas corticales o superficiales, cuyas asas son cortas, tienen
glomérulos ubicados en la region mas externa de la corteza, mientras que las nefronas
yuxtamedulares, de asas largas que se extienden profundamente en la médula interna, tienen
glomérulos en la parte de la corteza adyacente la médula (Fig. 1). Es importante mencionar
que al final de TAL se localiza la macula densa, conjunto de células especializadas que sensan
el flujo tubular y que estan en contacto con la arteriola aferente de su glomérulo
correspondiente; esto forma parte del aparato yuxtaglomerular (Fox, 2014; Koeppen &

Stanton, 2013).

Las células epiteliales del rindbn estan polarizadas, es decir, presentan dos dominios
morfoldgica y bioquimicamente distintos; éstas expresan diferentes conjuntos de proteinas de
transporte en su membrana apical (orientada hacia el lumen del tubulo), respecto a su
membrana basolateral (en contacto con el intersticio) (Matlin & Caplan, 2013). El transporte
epitelial de solutos puede ocurrir por via transcelular o paracelular. En la primera via, el soluto
necesita ‘atravesar’ ambas membranas celulares (apical y basolateral). La direccion del

movimiento del soluto (y por ende, la secuencia de las membranas que atraviesa) determina
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si el proceso es de reabsorcidon (de la luz tubular hacia el intersticio) o de secrecién (del
intersticio hacia el lumen). La via paracelular implica el movimiento (reabsorcién, por lo
regular) de la sustancia a través de uniones estrechas y espacios intercelulares laterales que se

forman entre células epiteliales adyacentes de algunos segmentos tubulares (Kriz & Kaissling,

2013).

1 Corpusculorenal (capsulade Bowmany
glomérulo)
2 Tubulo contorneado proximal (PCT)
3 Tubulo contorneado recto (PST)
4 Rama delgadadescendente del asa de Henle
) Rama delgadaascendente del asa de Henle
16 Banda ) 6 Rama gruesa ascendente (TAL) del asade Henle
o externa (OS)
= - M~ " T —=~~-_ 7 Méculadensa
§ 6 _ Banda 8 Tubulo contorneado distal (DCT)
= = -4 interna (IS) )
g @ 9 Tubulo conector (CNT)
e i W T e = 9* CNT de nefronayuxtamedular que forma una
S arcada
G 10 Conductocolector cortical (CCD)
—12
Médula . 11 Conductocolector de lamédula externa (OMCD)
nterna 12 Conductocolector de lamédulainterna(IMCD)

Figura 1. Esquema de la nefrona (modificado de Kriz & Bankir, 1988). Se representa una nefrona
cortical (derecha) y una nefrona yuxtamedular (izquierda). Las regiones renales: corteza, médula
externa y médula interna se delimitan con lineas punteadas, al igual que un rayo medular dentro de la
corteza. La médula externa se subdivide en banda externa (OS) y banda interna (IS). Los nimeros

corresponden a los diferentes segmentos de la nefrona, cuyo nombre y nomenclatura se indican a la
derecha del esquema.
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Como se detallard mas adelante, los canales HCN permiten el paso de cationes, por lo tanto, a
continuacion se expondran con mayor énfasis los mecanismos relacionados con el manejo
renal de Na*, K" y amonio (NH4"). Sin embargo, el transporte de éstos influye en el transporte
de otros electrolitos como ClI" y HCOs’, por lo que es inevitable hacer referencia a ellos de

manera secundaria.

2.1. Transporte renal de sodio y potasio

La actividad y expresion de la Na*/K* ATPasa se ha detectado en la membrana basolateral de
la células del epitelio renal, aunque en diferente proporcion dependiendo del segmento,
siendo mas abundante en TAL, DCT, CNT y CCD (Baskin & Stahl, 1982; Katz et al. 1979; Takada
et al. 1992). Esta bomba es indispensable para mantener el gradiente de Na* y K%, lo que
permite la reabsorcién transcelular neta de Na* hacia el intersticio (de donde pasa a los
capilares peritubulares), asi como el trasporte activo secundario (cotransportadores e

intercambiadores) en los diferentes segmentos de la nefrona.

Asimismo, existen canales de K* en la membrana basolateral a lo largo de la nefrona; éstos
contribuyen a generar y mantener el potencial negativo de la membrana basolateral, asi como
reciclar el K™ para mantener la actividad de la Na*/K* ATPasa, entre otras funciones. Se han
reportado canales de K* pertenecientes a diversas familias (Hamilton & Devor, 2012); los mas

estudiados en la nefrona distal son los canales K.

La reabsorcion transcelular de agua es un aspecto importante de la fisiologia renal y depende
del gradiente osmotico y la expresidn de proteinas integrales denominadas acuaporinas
(AQP), tanto en la membrana apical como basolateral. A excepcion de TAL y DCT, segmentos
tubulares que no expresan dichas proteinas y en consecuencia son impermeables al agua,
existe una distribucion diferencial de las isoformas de AQP en la nefrona. AQP1 y AQP2 son
las mas estudiadas; AQP1 aporta permeabilidad acuosa constitutiva al tubulo proximal y
ramas delgadas descendentes del asa de Henle, mientras que AQP2 se localiza en la nefrona

distal, especificamente en las células del CNT y principales a lo largo del CD, donde su trafico
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vesicular hacia la membrana apical es regulado por la hormona vasopresina (Nielsen et al.

2002).

2.1.1. Tabulo proximal

En el tdbulo proximal se reabsorbe el mayor porcentaje de los solutos filtrados; 60-70% de

Na*, K* y CI, y alrededor del 80% de HCOs. En esta region, dichos iones se reabsorben

principalmente por via paracelular. Sin embargo, en el caso del Na®, su reabsorcion

transcelular es muy importante, pues se aprovecha el gradiente favorable para este cation

(energizado por la Na*/K* ATPasa basolateral) para el cotransporte de moléculas organicas

(e.g. aminoacidos, glucosa). Asimismo, en este segmento destaca la participacion del

intercambiador Na*/H" tipo 3 (NHE3) en la membrana apical y del cotransportador Na*,

HCOs" electrogénico tipo 1 (NBCel) en la membrana basolateral. Estos transportadores no

solo contribuyen a la homeostasis de Na®, sino también al balance acido-base, al actuar en

conjunto con las anhidrasas carbonicas luminal (CA IV) e intracelular (CA Il) (Curthoys & Moe,

2014).
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Figura 2. Esquema de la célula del tubulo proximal y sus principales mecanismos de transporte
(modificado de Féraille & Doucet, 2001). AQP1: acuaporina 1, NHE3: Intercambiador Na*/H* tipo 3,
NBC1: Cotransportador Na*, HCOs tipo 1, CA: Anhidrasa carbdnica.
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2.1.2. Rama gruesa ascendente del asa de Henle

En la rama gruesa ascendente (TAL) del asa de Henle se reabsorbe ~30% del NaCl filtrado,
tanto por via transcelular como paracelular. Su permeabilidad al agua es casi nula por lo que
es un segmento fundamental en el mecanismo de concentracién urinaria. Los elementos de
transporte apicales mas importantes son: el cotransportador NKCC2, sensible a los diuréticos
de 'asa’ (e.g. furosemida, bumetamida) y el canal de K* ROMK (Renal Outer Medullary K",
isoformas 2 y 3, Ki-1.1b/c) (Mount & Yu, 2007, Reeves & Andreoli, 2008). El papel central del
canal ROMK en TAL es el reciclamiento apical de K*, proceso que tiene varias funciones:
hiperpolarizar el potencial de la membrana para favorecer la difusion basolateral de CI,
proveer de K* a NKCC2 para mantener la reabsorcién transcelular de Na* y CI', asi como
generar un potencial transepitelial lumen-positivo que permita la reabsorcién paracelular de
Na*, Ca** y Mg?" (Hebert et al. 2005). La reabsorcion de K* en TAL (~25% del K* filtrado)
también puede ocurrir transcelular o paracelularmente; en el primer caso, el K* entra a través
de NKCC2 en la membrana apical y sale por canales de K* o cotransporte con CI" o HCOs™ en

la membrana basolateral (Giebisch, 1998).

En TAL se reabsorbe ~15% del HCOs™ filtrado. Se ha descrito la expresién de NHE3 en la
membrana apical, intercambiador que participa en la secrecion de H' (acoplada a la
reabsorcion de HCOs'). Existen varios mecanismos para la salida de HCOs™ en la membrana
basolateral, incluyendo el intercambio de ClI/HCOs;; mientras que la salida de CI" ocurre
principalmente a través del canal de CI" renal CIC-K2 y su subunidad Bartina (Barttin). Cabe
mencionar que TAL también tiene una contribucion importante en la reabsorcion de cationes

divalentes (Ca®* y Mg?*) por la via paracelular (Mount, 2014).

La reabsorcién de Na* en TAL, en ausencia del transporte de agua, incrementa la osmolaridad
del intersticio medular, que es indispensable para inducir la reabsorcién de agua a nivel del

CD, y en consecuencia la concentracion urinaria (Mount & Yu, 2007).
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2.1.3. Tibulo contorneado distal

En el tdbulo contorneado distal (DCT) se reabsorbe del 5-10% de Na® y tiene una
contribucidn significativa a la reabsorcion transcelular de Ca®* y Mg?* (Subramanya & Ellison,
2014). En humanos y roedores, este segmento se subdivide en dos: temprano (DCT1) y tardio
(DCT2). En el rifién, el cotransportador Na*-Cl" (NCC) es exclusivo de DCT, siendo mayor su

expresion en DCT1 respecto a DCT2 (Loffing et al. 2003).

En la membrana basolateral de las células de DCT es importante la presencia de los canales
de K* Kir4.1/5.1, que al parecer actian como sensores del K™ extracelular, pues su actividad
determina el potencial de la membrana basolateral, el cual afecta la actividad del canal de CI°
CIC-K2 y por lo tanto, la concentracion intracelular de CI°, que a su vez influye en la cascada
de sefializacion WNK-SPAK/OSRT1 involucrada en el nivel de fosforilacion y actividad de NCC
(Hoorn et al. 2020).

Lumen - = Intersticio

Célula de TAL
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Figura 3. (A) Esquema de la célula de TAL y sus principales mecanismos de transporte. (B) Esquema de
la célula de DCT1 y sus principales mecanismos de transporte. CIC-K2: canal de CI" renal, Kir: canal de K*
rectificador entrante, NCC: Cotransportador Na*-Cl, NHE3: Intercambiador Na*/H* tipo 3, NKCC2:
Cotransportador Na*, K*, 2ClI" tipo 2, ROMK: canal de K* K;;1.1.
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2.1.4. Nefrona distal sensible a aldosterona

La nefrona distal sensible a aldosterona (ASDN, Aldosterone Sensitive Distal Nephron)
comprende DCT2, CNT y CD. Como su nombre lo sugiere, es donde ocurre la regulacién fina
de la excrecion de electrolitos (en particular de Na* y K*) mediada por aldosterona. La enzima
11BHSD2 (11p-hydroxysteroid dehydrogenase type 2) confiere la sensibilidad de la ASDN a la
aldosterona, pues al actuar sobre los glucocorticoides, evita que éstos ocupen
inespecificamente el receptor de mineralocorticoides (Loffing et al. 2001, Meneton et al.
2004). A la ASDN solo llega ~10% del Na™ filtrado, y la mayoria se reabsorbe debido a su
importancia para mantener el volumen del fluido extracelular y por lo tanto, la presion
arterial. Ademas, la ASDN es el sitio principal de secrecion de K* (CNT/CCD), aunque también
puede darse la reabsorcion de K* (en OMCD principalmente) segun sea la demanda

fisiolégica (Mount & Yu, 2007, Wang & Giebsich 2009).

En la ASDN coexisten las células mas abundantes especificas de cada segmento (de DCT2, de
CNT o las "principales’ de CD) y las células menos numerosas, denominadas intercaladas. Estas
ultimas se subdividen al menos en tres: tipo A o a-intercaladas, tipo B o B-intercaladas y tipo
no A-no B, de acuerdo a la distribucion subcelular de la H* ATPasa vacuolar (V-ATPasa) y de
los intercambiadores de CI'/HCOs". Las células a-intercaladas se caracterizan por la expresion
apical de la V-ATPasa y la expresion basolateral del intercambiador CI'/HCOs™ AE1 (Anion
exchanger type 1), al contrario de las células B-intercaladas, que expresan a la V-ATPasa en la
membrana basolateral y al intercambiador CI'/HCOs™ pendrina en la membrana apical,
mientras que las células no A-no B, expresan apicalmente tanto a V-ATPasa como a pendrina

(Kriz & Kaissling, 2013).

DCT2 se diferencia de DCT1 en que contiene células intercaladas ademas de las células
propias del segmento, y en que expresa simultaneamente a NCC y al canal epitelial de Na*
(ENaC). Este ultimo es sensible a amilorida y se localiza a lo largo de la ASDN, aunque su
funcién es particularmente critica y significativa en CNT (Loffing & Korbmacher, 2009; Rubera

et al. 2003).
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Tanto el transporte mediado por ENaC (apical) como por la Na*/K*ATPasa (basolateral) en las
células principales es electrogénico, por lo que genera una diferencia de potencial
transepitelial (lumen-negativo) y un gradiente electroquimico que favorecen la secrecion de
K*. En condiciones basales, el canal ROMK (isoformas 1 y 2, Kirl.1a/b), cuyas propiedades
biofisicas (caracterizadas por la técnica electrofisiolégica de 'patch-clamp') corresponden al
canal de K* de baja conductancia SK (Small-conductance K), permite la secrecion de K* en las
células principales debido a su alta probabilidad de apertura (Hebert et al. 2005; Wang &
Giebisch, 2009). En condiciones de un flujo luminal distal elevado, el canal BK (Big-
conductance K o maxi-K, sensible a Ca’* y voltaje), localizado tanto en células principales
como intercaladas, también participa en la secrecién de K* (Palmer & Frindt, 2007a; Pluznick

& Sansom, 2006; Woda et al. 2001).

La aldosterona estimula la reabsorcion de Na* y la secrecion de K*, al favorecer la expresion
en membrana plasmatica de ENaC, ROMK y la Na*/K* ATPasa (Thomas et al. 2008, Verrey et
al. 2003; Welling, 2013). A continuacién, se resumen algunos de los mecanismos involucrados.
La aldosterona induce tempranamente a la cinasa regulada por suero y glucocorticoides
isoforma 1 (SGK1, Serum- and glucocorticoid-regulated kinase 7). SGK1 fosforila a la ubiquitina
ligasa Nedd4-2 (Neural precursor cell-expressed and developmentally downregulated),
inhibiendo la interaccion de ésta con ENaC y, por ende, la sefalizacion de degradacion del
canal, lo cual conduce a su mayor residencia en membrana y actividad (Staub & Loffing,
2013). La fosforilacion de ROMK1 (Ser 44) por SGK1 promueve su trafico hacia la membrana
plasmatica (Yoo et al. 2003); asimismo, se ha demostrado que SGK1 inhibe a la cinasa WNK4
al fosforilarla (Ring et al. 2007), limitando asi la accion inhibitoria de WNK4 (independiente de
su actividad cinasa) sobre ROMK (Kahle et al. 2003). Ademas de los efectos mediados por
SGK1, la aldosterona también induce la transcripcién de diversos genes, entre ellos, la

subunidad o de ENaC y las subunidades a y B de la Na*/K* ATPasa (Verrey et al. 2003).

Los estimulos principales para la secrecion de aldosterona son hipercalemia e hipovolemia
(contraccion del volumen intravascular). Por lo regular, la secrecién de K* esta acoplada a la

reabsorcion de Na®; sin embargo, en el caso de hipovolemia, la aldosterona induce la
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retencion de Na*® sin promover la excrecion de K*. A esta respuesta renal contradictoria,
dependiendo del origen del estimulo, se le denomina “paradoja de la aldosterona”, y
molecularmente se relaciona con la actividad de las cinasas WNK (With no K, sin lisina) y su

sefializacién asociada, cuyos principales blancos son NCC, ENaC y ROMK (Arroyo et al. 2011).
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Figura 4. (A) Esquema de la célula de DCT2 y sus principales mecanismos de transporte. (B) Esquema de
la célula de CNT o principal de CD y de la célula a-intercalada (DCT2/CNT/CD), indicando sus principales
mecanismos de transporte. AE1: Intercambiador aniénico tipo 1, AQP: Acuaporina, BK: Canal de K*
regulado por Ca?*, CIC-K2: canal de CI" renal, ENaC: Canal epitelial de Na*, KCC4: Cotransportador K*-CI°
tipo 4, Kir: Canal de K* rectificador entrante, NCC: Cotransportador Na*-Cl, NKCC1: Cotransportador
Na*, K*, 2CI tipo 1, NCX: Intercambiador Na*/Ca%*, ROMK: canal de K* Kirl.1 (isoformas 1y 2), TRPV5:
Canal epitelial de Ca?*.

La reabsorcidn transcelular de Ca®" ocurre en DCT2 y CNT, por lo que estos segmentos
expresan varias proteinas relacionadas con el transporte de dicho cation: canal TRPV5
(Transient receptor potential vanilloid 5, previamente denominado canal epitelial de Ca®"),
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calbindina Das« (proteina de unién a Ca** citosolico), intercambiador Na*/Ca®* (NCX1) y Ca**

ATPasa de membrana plasmatica (PMCAb1) (Loffing & Kaissling, 2003; Boros et al. 2009).

Como se ha mencionado, los principales mecanismos apicales de transporte en las células de
CNT y principales (CD) relacionados con Na* y K*, son ENaC y ROMK, respectivamente. Por su
parte, las células a-intercaladas, también conocidas como secretoras de acido, se caracterizan
por la presencia de dos bombas en su membrana apical: V-ATPasa y H*/K* ATPasa. Esta

altima permite la reabsorcién de K* ademas de la secrecién de H* (Rao et al. 2019).

En las células B-intercaladas, o secretoras de base, la actividad conjunta de la pendrina y del
intercambiador de HCO;/Cl" dependiente de Na® (NDBCE) en la membrana luminal, permite

la reabsorcion electroneutra de Na* en el CCD (Leviel et al. 2010).

2.2. Balance acido-base y transporte renal de amonio

La concentracion sistémica de HCOs3™ es un componente critico de la homeostasis acido-base,
y los riflones se encargan no solo de la reabsorcion del HCOs™ filtrado, sino también de la
produccion de novo de HCOs a través de la excrecion de acido y NH4". Esto ultimo es
indispensable para restituir el HCO3™ que se utilizd para amortiguar la carga acida endogena
generada durante el metabolismo de las proteinas provenientes de la dieta (Hamm &

Nakhoul, 2007).

Como se menciond en las secciones previas, la mayoria del HCOs™ filtrado se reabsorbe:
tubulo proximal (~80%), TAL (~15%) y nefrona distal (~5%). En el tdbulo proximal, los iones
H* que se secretan a la luz tubular, en gran parte a través de NHE3, se combinan con el HCOs"
filtrado para formar H.COs, el cual genera H.0 y CO: bajo la accion de la anhidrasa carbdnica
(CA) IV; el CO; difunde al interior de la célula, donde se reconstituye el H,COs;, y la CA I
cataliza su disociacion en HCOs3™ y H*; finalmente, el HCOs sale por via basolateral a través de
NBCe1. En TAL, el mecanismo también involucra a NHE3 en la membrana apical, mientras que
la salida basolateral de HCOs™ ocurre principalmente por un intercambiador aniénico. En la

nefrona distal, se reabsorbe el porcentaje restante del HCOs™ filtrado; el proceso tiene lugar en
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las células a-intercaladas, donde la secrecién apical de H* esta mediada por dos bombas (V-
ATPasa y H*/K" ATPasa), y el transporte basolateral de HCOs;™ por AE1. Ademas, en las células
a-intercaladas se produce HCO3™ nuevo a partir del CO; y H,O provenientes del intersticio y la
accion intracelular de la CA 1I; en este caso, el HCO3;™ también sale por via basolateral, mientras
que los iones H* generados en el proceso se secretan por las bombas antes mencionadas

para su excrecion en forma de acidez titulable o NH4* (Weiner & Verlander, 2020).

El sistema amortiguador constituido por el amoniaco (NHs) y el NH4* tiene una participacion
esencial en la fisiologia renal acido-base. La excrecion de NH4* y de ‘acidez titulable’ son los
dos componentes de la excrecion neta de acido. La excrecién de acidez titulable (fosfatos
principalmente) tiene una contribucién de 1/3 a 1/2 en condiciones basales y una capacidad
de aumento minima ante una demanda fisiologica o patoldgica, mientras que la excrecion de
NH4" suele ser mayoritaria en condiciones basales y puede aumentar considerablemente ante

una sobrecarga acida sistémica (i.e. acidosis metabdlica) (Hamm et al. 2015).

El NH4* proveniente del plasma vy filtrado por los glomérulos es minimo. En su mayoria se
produce a nivel renal a través del proceso de amoniagénesis, el cual ocurre principalmente en
el tubulo proximal a partir de la glutamina. Este aminoacido puede acceder tanto por via
apical (B°AT1, transportador de aminoacidos neutros tipo B, dependiente de Na*), como
basolateral (SN1 o SNATS3, transportador de glutamina dependiente de Na*). Posteriormente,
la glutamina se transporta a la mitocondria, donde es sustrato de la glutaminasa dependiente
de fosfato (PDG), que genera glutamato y libera NH4". La desaminacion del glutamato por la
GDH (glutamato deshidrogenasa) produce a-cetoglutarato y libera otro NH4*. Se ha
propuesto que el NH4* sale de la mitocondria a traves de AQP8. A partir del a-cetoglutarato
se obtiene malato, el cual se transporta al citoplasma. El metabolismo del malato conduce a
fosfoenolpiruvato y CO, una de las enzimas clave de este proceso es PEPCK
(fosfoenolpiruvato carboxicinasa). El fosfoenolpiruvato se puede convertir en piruvato, que en
la mitocondria se oxida a acetil-CoA, el cual entra al ciclo de Krebs, donde se genera HCOs".

Alternativamente, el piruvato puede entrar a la via de la gluconeogénesis renal para producir
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glucosa y HCOs". Por lo tanto, la amoniagénesis también contribuye a la generacién de HCOs

'nuevo’ (Weiner & Verlander, 2017).

Para seguir el transporte de NH,* a lo largo de la nefrona, es importante mencionar que éste
comparte vias de transporte con el K* debido a la similitud en sus propiedades fisicoquimicas
(e.g. radio i6nico, radio hidrodindmico). Se ha planteado que puede sustituir al K* en diversas
proteinas de transporte, como NKCC, canales de K* y la Na*/K* ATPasa, entre otras. También
se ha demostrado que el NH4" puede sustituir al hidrogenién en los intercambiadores NHE,

aunque el mecanismo no es claro (Weiner & Hamm, 2007).

El NH4" que se produce en el tubulo proximal se secreta al fluido tubular a través de NHE3
(Fig. 5). En el pasado se propuso que el transporte de NH4" implicaba su disociacion en NHsz y
H*, seguido de la difusién de NHs a través de las membranas plasmaticas. Sin embargo,
considerando que el pKa del sistema NH3/NH4" es de ~9.15, se puede asumir que al pH de los
fluidos biologicos de 7.4 o menos, predomina la forma protonada (Weiner & Verlander, 2011).
En TAL, el NHs* luminal se reabsorbe hacia el intersticio medular; en la membrana apical
puede ocupar el sitio del K* en NKCC2 (Kinne et al. 1986) y en la membrana basolateral, salir a
través el intercambiador NHE4 (Bourgeois et al. 2010). Finalmente, en la nefrona distal, el
NHs/NH4* pasa del intersticio hacia la luz tubular. Las glicoproteinas Rhesus (Rh), que se
expresan en todos los tipos celulares a lo largo de la nefrona distal, median el transporte de
NHs. La glicoproteina Rh ¢ (Rhcg) tienen un papel clave tanto en la membrana basolateral
como apical, mientras que la glicoproteina Rh b (Rhbg) solo se expresa basolateralmente, y
algunos estudios en sistemas heterélogos apoyan que transporta NHs* ademas de NH3
(Weiner & Verlander, 2014). Tras el transporte apical de NHs a través de Rhcg, la formacion
inmediata de NH4" ocurre debido a la secrecion luminal simultanea de H* por la V-ATPasa en
las células a-intercaladas (Fig. 5). La excrecion urinaria de NH4" es el principal componente de
la excrecion neta de acido y produccion de bicarbonato nuevo, en comparacion con la ‘acidez
titulable’ mediada principalmente por el sistema amortiguador de fosfatos (Hamm et al.

2015).
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Figura 5. (A) Diagrama que resume el recorrido renal del NHs* a lo largo de la nefrona (modificado
Hickish & Farmery, 2012) con inserto* de la célula proximal (sitio principal de amoniagénesis) para
observar las proteinas de membrana basolateral y apical relacionadas con el proceso. (B) Esquema que
muestra los mecanismos de transporte de NH3/NHs* en la nefrona distal (*tomado de Weiner &
Verlander, 2017). AE1: Intercambiador anidnico tipo 1, B°AT1: Transportador de aminoacidos neutros
tipo B, CA II: Anhidrasa carbdnica tipo Il, GIn: Glutamina, NBCel: Cotransportador Na*-HCOs
electrogénico tipo 1, NHE3: Intercambiador Na*/H* tipo 3, PDG: Glutaminasa dependiente de fosfato,
Rhbg/Rhcg: glicoproteinas Rh b/c, SNAT3: Transportador de glutamina.
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2.3. Papel del rifién en la homeostasis de potasio

La funcion homeostatica del rindn es de vital importancia ante las variaciones cotidianas en la
composicion de la dieta, ya que contribuye a mantener los niveles plasmaticos de los

diferentes electrolitos, incluido el K*, en rangos fisiologicos estrechos.

Los estudios que utilizan la administracién crénica (1 a 2 semanas) de dietas de K* extremas
(exceso o deficiencia), en su mayoria se han llevado a cabo en modelos animales (roedores
principalmente) y han permitido, en combinacion con diversas metodologias (bioquimicas,
inmunoldgicas, genéticas, electrofisioldgicas, micropuncion y microperfusion renal, entre
otras), comprender mejor la naturaleza molecular y funcional de los mecanismos renales que

contribuyen a mantener la homeostasis de K.

2.3.1. Respuestas renales ante una dieta con potasio alto (KA)

Ante una dieta con K* alto (KA), el riiidn tiene la capacidad de incrementar sustancialmente la
secrecion de K* en la nefrona distal y por lo tanto, su excrecién urinaria (Malnic et al. 2013).
Esta respuesta kaliurética se asocia a la inhibicién del transporte de Na* en varios segmentos
de la nefrona, de tal manera que aumenta notablemente tanto el flujo como el contenido
tubular de Na* que llega a la ASDN, lo cual estimula las vias de secrecién de K* (Giebisch
1998). Recientemente, se reportd que la expresiéon proteica de NHE3, NKCC2 y NCC
disminuye ante una dieta KA (Yang et al. 2017), lo cual explicaria que en el tubulo proximal,
TAL y DCT1 se reabsorba menos Na*; en el tdbulo proximal en particular, esto debe

relacionarse con la menor reabsorcion de fluido registrada (Brandis et al. 1972).

Asimismo, la dieta KA provoca la disminucién de los niveles de NCC fosforilado (Vallon et al.
2009, Yang et al. 2018), incluso si el tratamiento es agudo (Rengarajan et al. 2014; Sorensen et
al. 2013) o se combina con deficiencia de Na* (van der Lubbe et al. 2013). La dieta KA también
induce la reduccion de NKCC2 fosforilado (Yang et al. 2018). Existe evidencia de que la
fosforilaciéon de dichos transportadores por las cinasas SPAK (Ste-20-related proline alanine-

rich protein kinase) y OSR1 (Oxidative stress-responsive kinase 1), a su vez activadas por las
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cinasas WNK, favorece su actividad en membrana plasmatica (McCormick et al. 2020). De tal
manera que, niveles bajos de NKCC2 y NCC fosforilados, serian indicadores de menor

actividad y reabsorcion electroneutra de Na* en TALy DCT.

En la ASDN, el K" elevado estimula la secrecién de aldosterona, y niveles altos de esta
hormona activan la sefializaciéon molecular que promueve la expresién apical de ENaC y
ROMK (Seccion 1.1.4). Consistente con la accién de la aldosterona, hay evidencia de que la
dieta KA provoca una mayor expresion apical y conductancia de ENaC (Frindt & Palmer,
2004a; Frindt & Palmer, 2010; Yang et al. 2017), asi como una mayor actividad renal de la
Na*/K* ATPasa tanto total (Silva et al. 1973) como en CNT, CCD y OMCD (Doucet & Katz,
1980; LeHir et al. 1982). Lo anterior favorece el gradiente electroquimico para la secrecion de
K* a través de los canales apicales de K*. Se ha documentado que la dieta KA se asocia con
mayor actividad del canal ROMK en CNT y CCD (Frindt et al. 2009), y el aumento de su
inmunofluorescencia apical en DCT2, CNT y CCD (Wade et al. 2011). También el canal BK se
regula a la alta por la dieta KA y es responsable por la secrecion de K* dependiente de flujo
(Bailey et al. 2006; Hotzclaw et al. 2010; Najjar et al. 2005), mientras que el canal Kv1.3
aumenta su expresion en la membrana apical de las células a-intercaladas para contribuir a la

secrecion de K* (Carrisoza et al. 2010).

Por otro lado, la actividad de la H*/K* ATPasa, principal mecanismo de reabsorcion de K* en

la nefrona distal, esta disminuida (Eiam-Ong et al. 1993, Garg & Narang, 1989).

Respecto al balance acido-base, se ha observado que una dieta KA provoca una reduccion del
pH y NH4" urinario, asi como de la excrecion neta de acido (Tannen, 1977; Tannen et al. 1973).
Se ha planteado que la alteracion del metabolismo renal de NHs/NH4* provocada por la
hipercalemia, subyace al desarrollo de acidosis metabolica (Karet, 2009; Harris et al. 2018).
Entre los mecanismos posiblemente involucrados se encuentran: a) la disminucion de la
amoniagénesis (Nagami et al. 1990), debido a que las enzimas involucradas reducen su
actividad ante el aumento del pH intracelular (Karet, 2009) y/o su expresion proteica (Harris et
al. 2018), b) la reduccion de la secreciéon de H* por una actividad baja de la H*/K*ATPasa
(Eiam-Ong et al. 1993, Garg & Narang, 1989) y una menor expresion apical de la V-ATPasa

41



(Harris et al. 2018), ¢) la disminucién de la abundancia de Rhcg en OMCD. Asimismo, es
necesario considerar que la elevaciéon de la concentraciéon luminal de K* compromete la
reabsorcion de NH4* en TAL, dado que ambos cationes compiten por el mismo sitio de union
en NKCC2 (Good, 1988). La disminucién de la concentraciéon de NHs/NH4* en el intersticio
medular, en consecuencia, afecta el gradiente para su secrecion en el CD (Dubose & Good,

1992).

2.3.2. Respuestas renales ante una dieta deficiente de potasio (KD)

Ante una ingesta deficiente de K*, el rifidn activa mecanismos que disminuyen notablemente
la excrecion de K* a solo 1-3% del K* filtrado (Linas et al. 1979). Ya que la ASDN es el sitio
principal donde se regula la secrecion de K*, el objetivo es disminuir los factores que
estimulan la reabsorcién electrogénica de Na*® a través de ENaC. Para lograrlo, la dieta
deficiente de K* (KD), al contrario de la dieta KA, provoca que una menor cantidad de Na*
llegue a la ASDN, y por lo tanto, se intensifica la reabsorcion de Na® en los segmentos

tubulares previos.

En el tubulo proximal aumenta la expresion y actividad de NHE3 por la dieta KD (Elkjaer et al.
2002; Soleimani et al. 1990). En DCT, KD provoca el aumento de la fosforilacion de NCC
(Frindt & Palmer, 2010, Vallon et al. 2009, Wade et al. 2015, Wang et al. 2018), incluso en un
contexto de exceso de Na* en la dieta (Terker et al. 2015); esto implica una mayor actividad

del cotransportador y en consecuencia, un aumento de la reabsorcion de NaCl en DCT.

Ademas, los niveles plasmaticos de aldosterona caen drasticamente por la dieta KD (Linas et
al. 1979, Wald et al. 1998), lo cual indica que los mecanismos inducidos por esta hormona
para estimular la actividad de ENaC y ROMK, estan inhibidos. En particular, si el nivel de SGK1
es bajo, Nedd4-2 puede ubiquitinar a ENaC para conducir a su degradacion, y WNK4 puede
ejercer su accién inhibitoria sobre ROMK. Esto es consistente con la menor expresion apical
de ENaC (Elkjaer et al. 2002). La actividad de ROMK no solo esta restringida por una menor
entrada de Na* a través de ENaC, sino también por la disminucion de su expresion apical al

promoverse su endocitosis (Chu et al. 2003). La fosforilacion del canal ROMK (Tyr337) por la
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proteina tirosina cinasa (PTK) c-Src induce su internalizacion (Lin et al. 2002). Los aniones
superéxido, cuya produccion aumenta por la deficiencia de K*, estimulan la expresion de c-
Src (Babilonia et al. 2005; Wang et al. 2010). Se ha propuesto que la activacion del receptor de
Ang Il tipo 1 (AT1R) y de la NADPH oxidasa en el rifidén esta relacionada con la generacién de

aniones superéxido (Babilonia et al. 2007, Wei et al. 2007).

La deficiencia dietaria de K*, ademas de activar los mecanismos descritos para evitar la
secrecion renal de K*, estimula la reabsorcion neta de K* por las células a-intercaladas en el
CD, al aumentar la expresion y actividad de la H*/K* ATPasa, especialmente la isoforma

colonica (Nakamura et al. 1998a, 1998b; Gumz et al. 2010).

Una dieta KD se asocia al desarrollo de alcalosis metabdlica, la cual se refleja en el aumento
de la concentracién plasmatica de HCOs™ (Jones et al. 1982). Esta alteracion en el equilibrio
acido-base es resultado del aumento de varios procesos interrelacionados: amoniagénesis y
transporte renal de NHs3/NH4*, reabsorcion de bicarbonato, secrecion de H* y excrecion

urinaria de NH4™".

Se ha demostrado que una dieta KD induce una disminucién del pH intracelular (Adam et al.
1986), que se ha implicado en la sefalizacion para inducir la amoniagénesis. Ademas, hay
estudios tanto en humanos como en animales de experimentacion que asocian una ingesta
deficiente de K* con el aumento de la amoniagénesis (Tannen 1970; Tannen, 1977; Abu
Hossain et al. 2011). En particular, se ha demostrado que la dieta KD aumenta la expresion del
transportador de glutamina SN1, de las enzimas mitocondriales amoniagénicas PDG y GDH,
asi como de la enzima citosélica PEPCK (Abu Hossain et al. 2011). Al haber una mayor
produccion de NH4* a nivel proximal, aumenta su concentracion en el fluido luminal, lo que
favorece su reabsorcion en TAL y acumulacién en el intersticio medular. Lo anterior se traduce
en un mayor transporte de NHs/NH4" en la region distal. Al respecto, se ha reportado que una
dieta KD induce una mayor expresion de Rhcg en las células principales e intercaladas del

OMCD (Han et al. 2011; Lee et al. 2013), y de Rhbg en las células intercaladas del CCD y
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OMCD, ademas de que la delecidon de Rhbg especificamente en las células intercaladas, inhibe

el aumento de la excrecion urinaria de NH4* inducida por una dieta KD (Bishop et al. 2013).

El aumento de la reabsorciéon de HCOs™ se ha confirmado tanto a nivel proximal como distal
mediante estudios de micropuncion y microperfusidon (Capasso et al. 1987; Nakamura et al.
1998a, 1998b; Rector et al. 1964). Una mayor expresion y actividad tanto de NBCe1 (Amlal et
al. 2000a; Soleimani et al. 1990) como de NHE3 (Elkjaer et al. 2002; Soleimani et al. 1990) en la
corteza renal ante la dieta KD, es consistente con un aumento de la reabsorcion proximal de

HCOs’, tanto filtrado como ‘nuevo’ (producido durante la amoniagénesis).

También contribuye al mantenimiento de la alcalosis metabdlica, la intensa secrecion de H*
por el aumento de la actividad y expresion apical de la V-ATPasa (Bailey et al. 1998, Silver et
al. 2000), y de la actividad de la H*/K* ATPasa (Nakamura et al. 1998a, 1998b), pues favorece
una mayor excrecion urinaria de NH4* (Abu Hossain et al. 2011, Han et al. 2011), el principal
componente de la excrecion neta de acido, que a su vez se asocia a la produccién de HCO3"

nuevo y su reabsorcion en la nefrona distal.

La dieta KD afecta profundamente el balance de agua, pues se ha observado: polidipsia,
poliuria, disminucion de la osmolaridad urinaria y defecto en la habilidad concentradora
urinaria (Amlal et al. 2000b, Berl et al. 1977). Estas alteraciones se han relacionado con una
menor expresién proteica de AQP2 (Amlal et al. 2000b, Marples et al. 1996), asi como con la
inhibicion de la reabsorcién de NaCl en TAL (Gutsche et al. 1984, Unwin et al. 1994), asociada
a la regulacion a la baja de NKCC2 (Amlal et al. 1998; Elkjaer et al. 2002; Mennitt et al. 2000), y

que se traduce en una menor hipertonicidad del intersticio medular.
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Tabla 2. Mecanismos renales principales para mantener la homeostasis de potasio

Proceso Mecanismo Regulacion porla = Regulacion por la
molecular dieta KA dieta KD

Reapsorcién de Na* en tibulo NHE3 | "

proximal

Reabsorcion de Na* en TAL NKCC2 ) l

Reabsorcion de Na* en DCT NCC fosforilado 3 )
ENaC

Secrecion de K* (ASDN) ES MK 1 ¥

Reabsorcion de K*
H+/K+ ATPasa ) )

(células a-intercaladas, ASDN)

Balance acido-base Acidosis metabolica = Alcalosis metabdlica

Secrecion de NH4* NHE3

Amoniagénesis: ! 0

Entrada de glutamina SN1
Enzimas clave PDG, GDH, PEPCK

Transporte de NH; Rhbg, Rheg ! 1

Secrecion de H* H* ATPasa

Reabsorcion de HCOs NBCe1 ” "
AE1 :

Accion de aldosterona SGK1 4 !

AE1: Intercambiador anidnico tipo 1, BK: Canal de K* regulado por Ca%, ENaC: Canal epitelial de
Na*, GDH: glutamato deshidrogenasa, NBCel: Cotransportador Na*-HCOs electrogénico tipo 1,
NCC: Cotransportador Na*-Cl, NHE3: Intercambiador Na*/H* tipo 3, NKCC2: Cotransportador
Na*, K*, 2CI tipo 2; PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxicinasa, ROMK: canal de K* Kirl.1., PDG:
Glutaminasa dependiente de fosfato, Rhbg/Rhcg: glicoproteinas Rh b/c, SGK1: cinasa regulada
por suero y glucocorticoides, SN1: Transportador de glutamina.

3. Canales idnicos

Los canales idnicos son proteinas integrales de membrana, ya sea plasmatica o subcelular
(e.g. mitocondria, aparato de Golgi), que presentan una estructura denominada ‘poro’, el cual
permite el paso de iones. A diferencia de otros mecanismos de transporte ionico, los canales

median un transporte pasivo (a favor del gradiente de concentracion), por lo que no
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requieren energia, a diferencia de las proteinas que median un transporte activo (ATPasas), y
tienen una velocidad de conduccion mucho mayor que las proteinas transportadoras (e.g.
cotransportadores, intercambiadores). Dos propiedades que distinguen a los canales i6nicos
de simples poros acuosos son: la selectividad idnica y el control de su apertura/cierre (gating).
Por lo tanto, los canales idnicos se puedan clasificar de acuerdo con el tipo de ién que dejan
pasar (e.g. canales de K*, canales de Na“, canales de CI;, canales cationicos) y el mecanismo
que controla su apertura/cierre (Alberts et al. 2008). Este ultimo parametro determina la
clasificacion de los canales idnicos en tres grupos principales: activados por cambios en el
voltaje de la membrana (voltage-gated), activados por un estimulo mecanico (mechanically-
gated), activados por un ligando extracelular o intracelular (ligand-gated; e.g. activados por

neurotransmisor, activados por Ca*) (Alberts et al. 2008).

3.1. Canales HCN

Los canales activados por hiperpolarizacién y regulados por nucleétidos ciclicos (HCN,
hyperpolarization-gated cyclic nucleotide-regulated) pertenecen a la superfamilia de canales
idnicos activados por voltaje. Con base en la homologia de su secuencia formadora de poro,
los canales HCN estan mas cercanamente relacionados a las familias de canales: CNG (Cyclic
nucleotide-gated) y K,10-12 (homologos de los canales EAG, ether-a-go-go) (Jackson et al.
2007, Yu & Catterall, 2004).

3.1.1. Estructura, propiedades biofisicas y regulacién

La topologia de los canales HCN es similar a la de los canales K,, es decir, constan de 4
subunidades (tetrameros) que se organizan alrededor de un poro central. Cada subunidad
tiene 6 segmentos transmembrana (S1-S6), un sensor de voltaje cargado positivamente en S4,
un bucle entre S5y S6 donde se localiza la region del poro (incluido el filtro de selectividad),
N- y C-terminal citoplasmicos y un dominio de union a nucledtidos ciclicos (CNBD, Cyclic
nucleotide binding domain) que se conecta a S6 a través de un péptido (80 aminoacidos)
denominado ‘C-linker’ (Postea & Biel, 2011; Fig. 6). La regién entre S1 y el CNBD esta muy

conservada en la familia de canales HCN, mientras que la variacién entre isoformas ocurre
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mayoritariamente en el N- y C-terminal, tanto en longitud como en composicién de

aminoacidos (Jackson et al. 2007).

La apertura de los canales HCN se induce por voltajes negativos (hiperpolarizantes), mientras
que la union de AMPc al CNBD solo acelera la cinética de apertura y favorece el
desplazamiento del voltaje medio de activacion (Vi) hacia valores mas positivos. La
permeabilidad de los canales HCN es mayor a K* que a Na* (Pna:Pk ~1:4); sin embargo, en
condiciones fisiolégicas, debido al gradiente de concentracién que se establece para estos
iones a través de la membrana plasmatica, los canales HCN permiten principalmente la
entrada de Na* a la célula (Biel et al. 2009; Wahl-Schott & Biel, 2009). Cabe mencionar que
también se ha reportado cierta permeabilidad de los canales HCN a Ca®* en tejido nervioso y

cardiaco (Yu et al. 2004, 2007; Michels et al. 2008).

Poro

Extracelular

Intracelular

C-linker

CNBD
cAMP

Fig. 6. Estructura de los canales HCN (modificada de Postea & Biel, 2011).

En el mamifero, la familia de canales HCN consta de cuatro miembros homodlogos o
isoformas: HCN1 a HCN4. Un canal funcional puede estar formado por la misma isoforma
(homotetramero) o por dos isoformas distintas (heterotetramero). La existencia de
heterotetrameros amplia la diversidad funcional de los canales HCN (Much et al. 2003). La
interaccion con subunidades auxiliares, como KCNE2 (MiRP1, MinK-related peptide 1), también

puede modificar sus propiedades biofisicas basales (Brandt et al. 2009).
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Ademas del AMPc, se han documentado diversas formas de regulacién de los canales HCN,

+

entre ellas: iones (H*, K*, CI), derivados lipidicos (PIP,), proteinas interactoras (TRIP8b,
filamina A, caveolina 3), fosforilacion (cinasas Src, p38-MAPK, PKC, CAMKII). La mayoria de
estos mecanismos se han descrito en sistemas heterdlogos, o bien, en tejido cardiaco o
neuronal (He et al. 2014, Postea & Biel, 2011). Es posible que algunas de estas formas de
regulacion también ocurran en tejidos no excitables que expresan a los canales HCN, sin

embargo, hay poco avance al respecto.

Los canales HCN son responsables de la corriente cationica denominada /s por ‘funny’ (rara),
también referida como /I, debido a su activacion por hiperpolarizacion, o Iq por ‘queer’
(extrafia). Tras la clonacion de los genes de la familia HCN, se mostré que su expresion en
sistemas heter6logos produce corrientes con las caracteristicas distintivas de la corriente
nativa . Ademas, la corriente /s es sensible a cesio (Cs*) extracelular pero insensible a
concentraciones milimolares de bario (Ba®*) y tetraetilamonio (TEA), los cuales bloquean

canales de K* (Biel et al. 2009).

La expresiéon de los canales HCN se ha descrito principalmente en tejidos excitables como el
corazon y cerebro (Ludwig et al. 1998, 1999; Moosmang et al. 1999, Herrmann et al. 2011,
Monteggia et al. 2000, Notomi et al. 2004, Santoro et al. 1998, 2000; Shi et al. 1999), pero
también se ha encontrado en otros 6rganos, entre ellos se encuentran: pancreas, rifidn, vejiga,
testiculos y ovarios (Bolivar et al. 2008; Carrisoza et al. 2011; El-Kholy et al. 2007; He et al.
2012; Lopez-Gonzalez et al. 2016; Seifert et al. 1999; Yeh et al. 2008). En tejidos excitables, la
funcion "marcapaso” de los canales HCN es muy relevante y ha sido ampliamente estudiada;
sin embargo, su distribucion en tejidos no excitables apunta a otros papeles fisiolégicos, aun

poco explorados.

3.1.2. Canales HCN en el corazén

Los canales HCN determinan una actividad eléctrica ritmica en el tejido cardiaco,
especialmente en las células marcapaso del nodo sinoauricular (SAN), asi como en ciertas

regiones del cerebro (Robinson & Siegelbaum, 2003). La corriente /;, al ser despolarizante y
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estimulada a voltajes negativos, permite que el potencial de membrana del SAN regrese al
umbral de activacién de los canales de Ca®*, y asi mantiene un disparo ritmico en el corazén.
Por lo tanto, la activacién lenta de la corriente /s es fundamental para la generacion y control
de la fase de despolarizacién diastélica del potencial de acciéon de las células marcapaso.
Ademas, la regulacion de /s por AMPc resulta de gran importancia fisioldgica, pues permite al
sistema nervioso autonomo ejercer control sobre la frecuencia cardiaca a través de la
liberacién de neurotransmisores que actuan sobre receptores acoplados a proteinas G. La
estimulacion B-adrenérgica de las células marcapaso, al conducir al aumento de la
concentracién intracelular de AMPc, regula positivamente la corriente /s e incrementa la
pendiente de la despolarizacion diastolica, lo cual disminuye la duracion de la diastole y
acelera la frecuencia cardiaca. Mientras que una estimulacion vagal, a través de la liberacién

de acetilcoling, induce los efectos contrarios (DiFrancesco, 2006).
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Figura 7. Papel de los canales HCN localizados en el nodo sinoauricular (SAN) en el potencial de accién
cardiaco (tomada de Craven & Zagotta, 2006).

Se han desarrollado diversos compuestos para bloquear a la corriente I;, entre los que se
encuentran: alinidina, ZD7288, zatebradina, cilobradina e ivabradina (Baruscotti et al. 2005). La
ivabradina es de particular importancia porque ha superado las fases del desarrollo de un
nuevo farmaco (pruebas preclinicas y fases clinicas I-lll), siendo aprobada por las Agencias
reguladoras de medicamentos de Europa (EMA, European Medicines Agency) en 2005 y de
E.U.A (FDA, Food and Drug Administration) en 2015. Inicialmente, la indicacion médica de la

ivabradina fue para angina de pecho estable, luego se amplio para angina de pecho inestable,
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y posteriormente, para insuficiencia cardiaca con fraccién de expulsion reducida, es decir,

disfunciodn del ventriculo izquierdo (Koruth et al. 2017).

Debido a que la expresion de los canales HCN es particularmente abundante en SAN, se
planteé que el bloqueo de la corriente I, que subyace a la despolarizaciéon diastdlica
espontanea, reduce de manera “pura” o especifica la frecuencia cardiaca (DiFrancesco &
Camm, 2004), a diferencia de otros farmacos (e.g. antagonistas de los receptores B-
adrenérgicos o B-bloqueadores, y algunos bloqueadores de canales de Ca®*) utilizados para
tratar enfermedades cardiovasculares, que a pesar de su capacidad reductora de la frecuencia
cardiaca, afectan negativamente otros parametros hemodindmicos y cardiacos (e.g.

contractilidad del miocardio, tono vascular, presién sanguinea) (DiFrancesco & Borer, 2007).

Una frecuencia cardiaca elevada no sélo es el detonante de la mayoria de los episodios
isquémicos, sino también un predictor independiente de mortalidad, tanto en la poblacion
general como en aquélla con un padecimiento cardiovascular. Estudios preclinicos muestran
que la inhibicion de /s en SAN con ivabradina disminuye la frecuencia cardiaca, tanto en
reposo como durante el ejercicio, preservando la contractilidad miocardica, la conduccion
auriculoventricular y la repolarizacion ventricular (Vilaine, 2006). Por esta razon, el potencial
terapéutico de la ivabradina se ha explorado en varias patologias cardiacas a través de
ensayos clinicos aleatorizados con un gran nimero de pacientes. Se ha confirmado la
capacidad anti-isquémica de la ivabradina en pacientes con angina de pecho estable (Borer et
al. 2003; Tardif, 2005). En el estudio BEAUTIFUL, realizado en pacientes con enfermedad
arterial coronaria (CAD, Coronary artery disease) y disfuncion del ventriculo izquierdo, se
evalué el efecto de la ivabradina sobre la hospitalizacion o mortalidad de origen
cardiovascular (resultados principales); y aunque no se registré una mejora considerando el
total de participantes, si la hubo en el subgrupo de pacientes con una frecuencia cardiaca
pre-tratamiento > 70 latidos/min (Fox et al. 2008). En el ensayo SHIFT se evaluaron los
mismos resultados principales, pero en pacientes con insuficiencia cardiaca, y se observd una
disminucién del 18% por la ivabradina respecto al placebo (Swedberg et al. 2010). Por otra

parte, en el ensayo SIGNIFY, en el cual se estudiaron pacientes con CAD estable, pero sin
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insuficiencia cardiaca y con 70 o mas latidos/min, no se encontré efecto sobre la mortalidad
por causa cardiovascular o infarto al miocardio no fatal, al sumar la ivabradina a la
farmacoterapia estandar, a pesar de registrarse una reduccion significativa de la frecuencia
cardiaca respecto al placebo (Fox et al. 2014). Al parecer, el beneficio de la ivabradina en el
manejo y resultado clinico positivo de algunas cardiopatias aun resulta inconsistente en
ciertos aspectos. Lo anterior no descarta que la ivabradina sea una alternativa terapéutica
relativamente segura, en especial en pacientes que no responden o toleran a los B-

bloqueadores u otros medicamentos para disminuir la frecuencia cardiaca.

4. Mitocondrias

Las mitocondrias son organelos celulares que se organizan en redes dindmicas e
interconectadas. Cada mitocondria tiene dos membranas funcionalmente distintas, la
membrana externa y la membrana interna, lo que da lugar a la formacién de dos
compartimentos acuosos: la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana. La composicién
de la membrana externa mitocondrial (OMM, Outer mitochondrial membrane) es parecida a la
de otras membranas celulares, presenta gran permeabilidad (solo limita la difusion de
moléculas mayores a ~5 kDa) y es donde se encuentra VDAC (Voltage-dependent anion
channel) o porina, que permite el intercambio de sustancias entre el espacio intermembrana y
el citosol (Murphy & Hartley, 2018). Por su parte, la membrana interna mitocondrial (IMM,
Inner mitocondrial membrane) delimita la matriz y se caracteriza por la presencia del
fosfolipido cardiolipina; la IMM se subdivide en dos: la membrana interna frontera (Inner
boundary membrane), paralela a la OMM, y las crestas (cristae) mitocondriales, que contienen
la maquinaria requerida para la fosforilacién oxidativa (OXPHOS) y cuya disposicion en forma
de pliegues permite amplificar su area superficial y capacidad funcional (Murphy & Hartley,

2018; Giacomello 2020).

Las mitocondrias contienen un genoma circular, el ADN mitocondrial (mtDNA), que codifica
solo 13 proteinas de un contenido mitocondrial aproximado de 1500 proteinas. Por lo tanto,

las mitocondrias dependen del nucleo para proveer la mayoria de sus proteinas (Nunnari &
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Suomalainen, 2012). Existen mecanismos de importacion de las proteinas mitocondriales
codificadas en el nucleo, entre los que destacan la translocasa de la membrana externa (TOM)

y la translocasa de la membrana interna (TIM) (Neupert & Herrmann, 2007).

4.1. Funciones mitocondriales

Las mitocondrias son organelos multifuncionales. Su funcién central se relaciona con el
metabolismo y bioenergética celular; son el sitio principal de produccion de ATP y
nicotinamida adenina dinucledtido reducido (NADH), y donde ocurre la B-oxidacion de los
acidos grasos y la biosintesis o regulacion de los niveles celulares de metabolitos,
aminoacidos y cofactores de diversas enzimas regulatorias. Asimismo, en las mitocondrias se
sintetizan el grupo hemo y los centros de hierro-azufre (Fe-S), componentes esenciales de la
hemoglobina (principal transportador de oxigeno) y de la maquinaria de OXPHOS y de

reparacion del ADN (Nunnari & Suomalainen, 2012).

Ademas de sus funciones bioenergéticas y biosintéticas, las mitocondrias se han reconocido
como plataformas de sefalizacion que pueden orquestar respuestas celulares complejas ante
estimulos tanto internos como externos. Por ejemplo, las mitocondrias participan en la
sefalizacion de la muerte celular programada (apoptosis), la produccion de especies reactivas

del oxigeno, la homeostasis de Ca’* y la respuesta inmune (Chandel, 2014)

La dinamica mitocondrial es un proceso clave en la regulacion de la funcién y calidad
mitocondrial (Sebastian et al. 2017). El cambio continuo de la morfologia mitocondrial, que
depende del balance de los eventos de fusién y fision, es importante para responder a las
demandas metabdlicas y asegurar la remocion de los organelos dafiados través de la

mitofagia (Wai & Langer, 2016).
4.1.1. Fosforilaciéon oxidativa

La funcién mas conocida de las mitocondrias es la produccién de ATP a través de OXPHOS.
En la matriz mitocondrial, los electrones provenientes de los carbohidratos, que se oxidan a

través del ciclo de Krebs o de los acidos tricarboxilicos (TCA), y de los acidos grasos (B-
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oxidacién), se acumulan en las coenzimas NADH y flavina adenina dinucleétido reducido
(FADH,), de donde pasan a la cadena de transporte de electrones (ETC, Electron Transport
Chain) localizada en la IMM. La ETC comprende cuatro complejos proteicos (I-1V), en los
cuales ocurren reacciones de Oxido-reduccion (redox) secuenciales que les permiten, a
excepcion del complejo Il, bombear iones H* de la matriz hacia el espacio intermembrana. En
el complejo | (NADH deshidrogenasa o NADH-ubiquinona oxidoreductasa), NADH se oxida a
NAD" y los electrones pasan a la coenzima Q (CoQ), un acarreador lipofilico de electrones que
existe en forma de ubiquinona y ubiquinol. Los electrones del ciclo de Krebs también pueden
pasar via succinato a la CoQ a través del complejo Il (succinato deshidrogenasa o succinato-
ubiquinona oxidoreductasa). De manera similar, la B-oxidacion conduce a la acumulacién de
electrones en flavoproteinas, las cuales pueden trasferir sus electrones a la CoQ a través de la
‘flavoproteina transportadora de electrones-ubiquinona oxidoreductasa’. Posteriormente, los
electrones pasan de la CoQ al citocromo ¢ (Cyt ¢) mediante el complejo Il (ubiquinol-
citocromo ¢ oxidoreductasa) y del citocromo ¢, los electrones finalmente se usan para reducir
el oxigeno en agua en el complejo IV (citocromo ¢ oxidasa, o citocromo bcs). El gradiente de
protones generado durante el transporte de electrones en los complejos |, lll y IV se libera por
el reingreso de los iones H* a través de la FoF1-ATP sintetasa (complejo V), la cual dirige la
fosforilacion de ADP. El ATP sintetizado en la mitocondria puede salir por el intercambio con
ADP citoplasmico, mediado por la translocasa de nucle6tidos de adenina (ANT) (Smith et al.

2012).

En la teoria quimiosmoética, Peter Mitchell (1961) propuso que el acoplamiento entre la
actividad de ETC y la fosforilacion estd mediado por el gradiente electroquimico de protones
o fuerza proton-motriz (Ap), que tiene un componente quimico, el gradiente de iones H*
(ApH) y un componente eléctrico, el potencial de membrana mitocondrial (A¥r); este ultimo
se debe al movimiento de cargas inherente al bombeo de protones. Es importante sefialar
que OXPHOS no esta totalmente acoplada, pues los iones H* pueden regresar a la matriz por
vias independientes de la ATP sintetasa, lo cual se conoce como ‘fuga de protones’

(Divakaruni & Brand, 2011).
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Cabe mencionar que el AW determina funciones esenciales de la mitocondria, como el
importe de proteinas mitocondriales (Neupert & Herrmann, 2007), el transporte de iones y
metabolitos hacia dentro y fuera del organelo, asi como la produccion de ROS (Brookes,

2005).

4.1.2. Produccién de especies reactivas del oxigeno

Las mitocondrias son una fuente importante de ROS. Hay numerosas reacciones enzimaticas
mitocondriales (localizadas en la OMM, IMM y matriz) que producen ROS (e.g. monoamina
oxidasa, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, a-cetoglutarato deshidrogenasa). Sin embargo, el
origen principal de ROS en la mitocondria es la fuga de electrones de la ETC, principalmente a
nivel de los complejos | y llI; dependiendo de la direccion del ‘escape’ de los electrones, se
puede generar ROS en la matriz o en el espacio intermembrana. La adicion de un electrén a la
molécula de oxigeno produce el radical anién superdxido Oy, el cual se puede convertir en
peréxido de hidrégeno (H.O;) por accion de las dismutasas de superdxido (Angelova &

Abramov, 2016).

En condiciones fisiologicas, se ha mostrado que ROS mitocondrial regula o ayuda a coordinar
una amplia variedad de procesos bioldgicos, entre ellos la adaptacion a la hipoxia,
proliferacién y diferenciacion celular, autofagia, respuesta inmune, sefializacion hormonal y
adaptacion metabdlica (Sena & Chandel 2012). Sin embargo, la acumulacion de ROS resulta

tdxica para los componentes celulares, incluyendo lipidos, acidos nucleicos y proteinas.

La importancia de los mecanismos que regulan la concentracién de ROS mitocondrial subyace
en que ésta determina su papel en la sefalizacion celular: niveles bajos de ROS (rango
picomolar a nanomolar) son necesarios para su funcibn homeostatica en los procesos
bioldgicos, niveles ligeramente elevados inician vias de adaptacién al estrés, y niveles mucho
mas elevados desencadenan la muerte celular o senescencia (Chandel, 2014). Existen diversos
estimulos que aumentan los niveles de ROS, como la hipoxia y el aumento de la
concentracidn citosolica de Ca®*. Por otro lado, la accidn de las enzimas antioxidantes (e.g.

peroxidasas de glutatién, peroxiredoxinas y catalasa) es un mecanismo importante para
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disminuir los niveles de ROS; la mitofagia también puede hacerlo de manera indirecta al
reducir la cantidad total de mitocondrias, en particular aquéllas dafiadas que producen mas
ROS (Sena & Chandel, 2012). Asimismo, las mitocondrias pueden mitigar el estrés oxidativo a
través de otras medidas de control de calidad relacionadas con el balance de la biogénesis
mitocondrial, vias de recambio/re-plegamiento de proteinas especificas de mitocondria y

eventos de fision/fusion (Whitaker et al, 2016).
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Figura 8. Esquema que resume la estructura y principales funciones mitocondriales (modificada de
Smith et al. 2012). La mayoria de las abreviaturas se han indicado en el texto, excepto AMPK: cinasa
activada por AMP y CaU: Uniportador de Ca%*.

La producciéon de ROS mitocondrial se regula por diversos factores, entre los principales se
encuentran: el estado redox de los diferentes complejos de la ETC, los componentes del Ap
(ApH y A¥m) y la concentracion local de oxigeno (Brookes, 2005; Murphy 2009). El AY, parece
correlacionar directamente con la produccion de ROS, pues su disminucién (i.e.
despolarizacion) reduce ROS. Se ha planteado que un desacoplamiento moderado, mediado

por la fuga de protones, es un blanco terapéutico potencial en contextos asociados a la
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produccion excesiva de ROS, como la obesidad, enfermedad cardiovascular y

neurodegenerativa, diabetes y envejecimiento (Cardenas, 2018).

4.2. Mitocondrias en el corazén

La actividad metabolica del corazén es muy alta, lo que determina que sea el érgano con
mayor nimero de mitocondrias, pues constituyen alrededor del 25-30% del volumen celular
del musculo cardiaco del mamifero. Para mantener la funcion contractil, se estima que el
corazén humano adulto produce diariamente un equivalente a ~35 kg de ATP, alrededor de
100 veces el peso del 6érgano y mas de 10,000 veces el contenido de ATP almacenado en el
corazon (~10 mM, suficiente solo para algunos latidos); esto implica que la célula miocardica
debe sintetizar ATP continuamente, en su mayoria a través de OXPHOS (~95%), siendo la B-
oxidacién de acidos grasos la fuente primaria (Brown et al. 2017; Ingwall, 2009; Taegtmeyer,

1994).

La disfuncion mitocondrial juega un papel clave en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares como la ateroesclerosis, isquemia, hipertrofia e insuficiencia cardiaca, entre
otras. Algunos aspectos asociados con la disfuncion mitocondrial incluyen la afectacion de la
cadena respiratoria y la sintesis de ATP, el aumento de la produccién de ROS, asi como la
alteracion de la morfologia mitocondrial y de los mecanismos de control de calidad, entre

ellos la mitofagia (Chistiakov et al. 2018).

4.2.1. Canales de potasio en mitocondrias de corazén

En la mitocondria, se han reportado canales de K" pertenecientes a diversas familias
(Szewczyk et al. 2018). En el tejido cardiaco en particular, el canal de K* mas estudiado es el
regulado por ATP (mitoKarp; Paucek et al. 1992), cuya subunidad principal corresponde al
canal Ki:1.1 (ROMK2) (Foster el al. 2012; Laskowski et al. 2019). Asimismo, se han identificado
canales de K* sensibles a Ca**, tanto de conductancia grande (mitoBKc,, Xu et al. 2002) como
pequefa (SKca, Stowe et al. 2013), activados por voltaje (K.7.4, Testai et al. 2016) y sensibles a
Na* (Kna1.2, Smith et al. 2018).
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La funcion de los canales de K* en la mitocondria no es del todo clara, sin embargo, se sabe
que la entrada de K" estd favorecida por el gradiente quimico, pues su concentracion
citosolica es muy alta, asi como por el potencial tan negativo de la membrana mitocondrial.
Ya que el flujo de K* hacia el interior de la mitocondria afecta el volumen mitocondrial al
inducir la entrada osmotica de agua a través de aquaporinas, es indispensable un mecanismo
que lo contrarreste; en este caso, la actividad del intercambiador K*/H* favorece la salida de
K* (Garlid & Paucek, 2003); este proceso se conoce como el ciclo del K* mitocondrial (Fig. 9).
Por lo tanto, el mantenimiento de la homeostasis del volumen y K* mitocondrial ocurre a
expensas de la fuerza protdn-motriz, y en consecuencia influye indirectamente sobre la

actividad de OXPHOS y la produccion de ROS (Checchetto et al. 2018).

OMM

Ciclo del K*
mitocondrial

\

T IMM

‘\ 4 2
e v v,
H,0

Cadena respiratoria

Canales de K*

Figura 9. Esquema del ciclo del K* mitocondrial (modificada de Leanza et al. 2015). OMM: membrana
externa mitocondrial, IMM: membrana interna mitocondrial.

A través de compuestos capaces de abrir (openers) al canal mitoKarp (e.g. diazoxido) se ha
mostrado que éste participa en la cardioproteccion en modelos experimentales de dafio
isquémico y reperfusion (Facundo et al. 2005, Garlid et al. 1997). La misma estrategia se ha
usado para el canal mitoBKc. (Xu et al. 2002). Existe cierta controversia respecto al mecanismo,
entre las hipotesis que se han planteado para explicar el fendbmeno cardioprotector de la
activacion farmacologica de canales de K* mitocondriales se encuentran: a) que provoca una
disminucion del A%, lo cual atenda la entrada de Ca** (Holmuhamedov et al. 1999), b) que
regula el volumen y pH mitocondrial, y en consecuencia, la funcion de la cadena respiratoria,
) que afecta los niveles de ROS, cuya sefalizacion parece contribuir al preacondicionamiento
isquémico (Garlid et al. 2003; O'Rourke, 2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La expresion de los canales HCN no se limita a los tejidos excitables, pues se ha reportado en
diversos 6rganos, incluido el rifidn. Particularmente, en nuestro laboratorio se describio la
localizacion de las isoformas HCN1 y HCN3 en el tubulo proximal, asi como de HCN2 en el
tubulo conector y conducto colector. Ademas, se demostré que estos canales participan en
los mecanismos renales involucrados en el mantenimiento de la homeostasis de Na* y acido-
base. La presente tesis se enfoca en localizar al canal HCN2 y HCN4 en la corteza y médula
renal de la rata, asi como, a través de la manipulacion del contenido de K* en la dieta (alto o
deficiente), investigar si estas isoformas tienen alguna contribucién en los mecanismos
renales de eliminacidon o conservacion de K*. De manera simultanea, considerando que la
homeostasis de K* esta interrelacionada con el balance acido-base y de Na“, la regulacion de
la abundancia y/o distribucion de los canales cationicos HCN2 y HCN4, inducida por las dietas
de K*, también nos orientara sobre su posible participacién en el transporte renal de Na* y/o

NH4*, dependiendo del segmento de la nefrona donde se observe el cambio.

Por otro lado, debido a que el canal HCN3 se expresa de manera abundante en las
mitocondrias de rifon, se planted la posibilidad de que la presencia de los canales HCN en
dichos organelos sea algo comun en otros tejidos, al menos para algunas isoformas. En
particular, se decididé estudiar al tejido cardiaco, debido a que la ivabradina, el Unico
bloqueador de los canales HCN utilizado en la clinica para el tratamiento de padecimientos
cardiovasculares, parece tener efectos benéficos que van mas alla de la presencia de estos
canales en el nodo sinoauricular (SAN), su participacion en la actividad marcapaso y la
regulacion de la frecuencia cardiaca. Por lo tanto, la segunda seccion de la tesis se enfoca en
explorar la expresion proteica de las cuatro isoformas de los canales HCN (1-4) en las
mitocondrias de corazén de rata (ventriculos). Asimismo, en cardiomiocitos (células H9c2),
evaluar el efecto de la adicion de ZD7288 (bloqueador especifico de los canales HCN) sobre el
potencial de membrana mitocondrial, el indice de control respiratorio y el consumo de

oxigeno asociado a la fosforilacion oxidativa.
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OBJETIVOS

Localizar a los canales HCN2 y HCN4 en la corteza y médula externa renal de rata.

Evaluar el efecto de dietas con un contenido alto o deficiente de K* sobre la abundancia
proteica y distribucion de los canales HCN2 y HCN4 en la corteza y médula externa del rifdn

de rata.

Investigar si las cuatro isoformas de los canales HCN (HCN1, HCN2, HCN3 y HCN4) se

expresan en mitocondrias de corazén de rata.

Evaluar si el bloqueo de los canales HCN con ZD7288 en cardiomiocitos afecta el potencial de
membrana mitocondrial, el indice de control respiratorio y el consumo de oxigeno asociado a

la fosforilacién oxidativa.
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HIPOTESIS

Los canales HCN2 y HCN4 se expresaran en diferentes tipos celulares de corteza y médula

externa del rindn de rata.

Las dietas con K* alto o deficiente afectaran la abundancia proteica de los canales HCN2 y
HCN4 en muestras enriquecidas en mitocondrias de corteza y médula externa. La expresion
de HCN2 y HCN4 cambiard en aquéllos segmentos de la nefrona donde el transporte
cationico (Na* o NH4") mediado por estos canales sea compatible con los mecanismos
adaptativos renales para eliminar o conservar K*, o bien, con las alteraciones asociadas a

hipercalemia o hipocalemia.

Los canales HCN2, HCN3 y HCN4 se expresaran en mitocondrias de corazén, pero no HCN1.

La inhibicién de los canales HCN con ZD7288 en cardiomiocitos, al disminuir la entrada basal
de K* a las mitocondrias, provocara la hiperpolarizacién del potencial de membrana

mitocondrial.

Si la actividad de los canales HCN mitocondriales influye en la funcién de la cadena de
transporte de electrones y/o la sintesis de ATP, su bloqueo con ZD7288 en cardiomiocitos

reducira el indice de control respiratorio y/o el consumo de oxigeno asociado a OXPHOS.
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METODOS

1. Animales y lineas celulares

1.1. Experimentos con dietas de K* en ratas

Se utilizaron ratas Wistar macho (200-300 g), las cuales se mantuvieron bajo un ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 h, con acceso libre a alimento y agua. Las ratas del grupo control
recibieron una dieta estandar, mientras que a los grupos experimentales: K* deficiente (KD) y
K™ alto (KA) se les dio una dieta con 0 o 10% de K" (Harlan-Teklad Laboratories),
respectivamente. Los experimentos con animales se realizaron bajo la aprobacién del Comité

de Investigacion y Etica Animal de la Facultad de Medicina (UNAM).

1.2. Células HEK293 y H9c2

Las células HEK293 (Human embryonic kidney 293) y H9c2 (cardiomiocitos) se dejaron crecer a
80% de confluencia en una atmosfera con 5% CO, y 37 °C. Como medio de cultivo se utilizd
DMEM alto en glucosa suplementado con NaHCOs (3.7 o 1.5 g/L para HEK293 o H9c2,
respectivamente), 100 U/mL penicilina, 10 mg/mL estreptomicina y 10% suero bovino fetal

(SBF).
2. Western blot

2.1. Preparacién de muestras

Tras extraer los rifones de cada animal, la corteza y médula externa renal se disectaron y
congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido. Posteriormente, se pesaron y
homogenizaron mecanicamente en la solucion de lisis: 10 mM Tris-HCl pH 7.6, 250 mM
sacarosa, 1 mM EDTA, 1 mM PSMF y un coctel de inhibidores de proteasas (Complete, Roche).
Los homogenados se centrifugaron a 1000 x g por 10 min para remover las células que no se

lograron romper. El sobrenadante se centrifugd a 17,000 x g por 20 min y se recuper¢ el
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pellet, el cual se resuspendié en la solucién de lisis. En estas muestras se determiné la
concentracién de proteina con el método de Lowry modificado (DC protein assay, Bio-Rad
Laboratories). Originalmente, se utilizd este procedimiento con la idea de enriquecer las
membranas plasmaticas de tejido renal (Marples et al. 1995; Goel et al. 2007), sin embargo,
considerando que la composicion de la solucion de lisis y la velocidad de centrifugacién son
muy parecidas a las utilizadas para enriquecer mitocondrias, se cree que las muestras estan
predominantemente enriquecidas en dichos organelos. Ademas, un estudio proteémico de
esta fraccion (17,000 x g) mostré que su composicion proteica es muy heterogénea y la

presencia de proteinas de membrana plasmatica es menor al 50% (Sachs et al. 2008).

2.2. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) y transferencia.

Las muestras (20 pg proteina) se combinaron con solucién Laemmli (Bio-Rad) al cual se le
adicion6 previamente B-mercaptoetanol (5-8%). La desnaturalizacidén se realizé a 70 °C
durante 10 min. Para la separacion de las proteinas se utilizd una electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE, Sodium Dodecil Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) en
geles de 8 o 10% acrilamida; se usd un voltaje constante inicial de 80 V y cuando las muestras
alcanzaron el gel separador, se aumento a 120 V hasta observar la separacion adecuada de
las proteinas del marcador de peso molecular. Posteriormente, se realizé una electro-
transferencia semi-seca a voltaje constante (10 V) utilizando la solucién amortiguadora de
Towbin (25 mM Trizma base, 192 mM glicina, 20% metanol) durante 1h. De esta manera, se
favorecio el paso de las proteinas del gel hacia la membrana de PVDF (Bio-Rad), soporte

sélido que se usd para la inmunodeteccion.

2.3. Inmunodeteccion

La membrana (blot) se bloqued con leche al 5% disuelta en solucién amortiguadora TBS (Tris-
buffered saline) con 1% de Tween 20 (TBS-T) durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, la membrana se incubd con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 2)
por ~18 h a 4°C. Al término de la incubacion, se lavd la membrana tres veces (10 min cada

una) con TBS-T. Luego, la membrana se incubd con el anticuerpo secundario acoplado a la
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peroxidasa de rabano (HRP, Horseradish Peroxidase) durante 1 h a temperatura ambiente, y se
realizaron tres lavados con TBS-T. Finalmente, como sistema de deteccidn se utilizd un kit de
quimioluminiscencia intensificada (Millipore). Tras la incubacién de la membrana con los
reactivos del kit, ésta se colocd entre dos acetatos dentro de un cassette de placas
autoradiograficas y se procedié al revelado de la sefial quimioluminiscente dentro de un
cuarto oscuro. El tiempo de exposicion se ajusto a la intensidad de la sefal generada por la
reaccion inmune. Tras la exposicion, la placa se sumergi¢ secuencialmente en revelador y
fijador, con lavado en agua después de cada uno. Para la densitometria de las bandas de

interés se utilizé el programa EDAS Kodak.

Tabla 3. Datos de los anticuerpos utilizados en esta tesis

Proteina Hospedero N° catalogo/Epitope Marca Ensayo
Canales HCN
HCN1 Cobayo APG-203 Alomone WB
N-term aa 6-24 rHCN1

HCN2 Conejo APC-030 Alomone WBI/IF
N-term aa 147-161 hHCN2

HCN3 Conejo APC-057 Alomone WB
C-term aa 727-744 rtHCN3

HCN3 Conejo LS-C154764 LSBio WB

N-term
HCN4 Conejo APC-052 Alomone WBI/IF

N-term aa 119-155 hHCN4
Marcadores nefrona

AQP2 Cabra sc-9882
Calb Cabra sc-7691 Santa Cruz IF
THP Cabra sc-19554 Biotechnology
V-ATPasa Cabra sc-21206
Otros marcadores
o-tubulina Ratén 9026 Sigma-Aldrich WB
VDAC Conejo ab34726 Abcam

aa: aminoéacidos, AQP2: aquaporina 2, C-term: carboxilo terminal, Calb: calbindina Dask, h: humano, IF:
inmunofluorescencia, N-term: amino terminal, r: rata, THP: Tamm Horsfall protein, V-ATPasa: H* ATPasa
vacuolar, WB: Western blot.
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3. Inmunofluorescencia indirecta

3.1. Perfusion cardiaca y cortes histologicos

Las ratas se anestesiaron por inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico, se
perfundieron a través del ventriculo izquierdo con PBS (Phosphate-buffered saline, pH 7.4) y
fijador (3% paraformaldehido en PBS). Los riflones se extrajeron, se cortaron y fijaron por 12 h
mas a 4 °C. Los tejidos se crioprotegieron con 30% sacarosa en PBS antes de congelarse
embebidos en medio OCT (Tissue-Tek). Los cortes histolégicos (10 um de grosor) se

realizaron mediante criostato (Leica CM1100).

3.2. Inmunodeteccion

Tras dejar descongelar los cortes, éstos se hidrataron con TBS durante 10 min. Las muestras
se sometieron a desenmascaramiento de antigeno con una solucién de Tris-EDTA pH 9.0
durante 30 min a 80 °C. Posterior al enfriamiento de los cortes, se lavaron 3 veces con TBS, 5
min cada una. Luego, se permeabilizaron con TBS adicionado con 3% Tritén X-100 (TX)
durante 15 min. Los sitios inespecificos se bloquearon durante 1 h con una solucién
compuesta de: 10% suero bovino fetal, 1% albumina sérica bovina, TBS con 1% TX (TBS-TX).
Posteriormente, se realizd la inmunodeteccion de la proteina de interés (canal HCN2) al
incubar las laminillas con el anticuerpo diluido en la solucién de bloqueo durante 12-24 h a 4
°C. La incubacion con el anticuerpo 2° acoplado al fluoroforo fue de 1 h a temperatura
ambiente. Después de cada paso de incubacion, se realizaron tres lavados con TBS-TX, de 8
min cada uno. Se repitido el procedimiento para la inmunodeteccion del marcador de la
nefrona correspondiente en la misma laminilla, con la Unica diferencia que la incubacion del
anticuerpo primario fue de 1h a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios se
diluyeron de 1:75 — 1:100 en TBS-TX, tanto el anti-HCN2 (Alomone) como los marcadores de
la nefrona (Santa Cruz Biotechnology). Los anticuerpos secundarios acoplados a los
fluoréforos Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Thermo Scientific) o DyLight 594 (Abcam) se

utilizaron en una dilucion 1:500.
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En el caso especifico de las inmunofluorescencias de HCN4, se utilizé el método TSA
(Tyramide signal amplification) con Alexa Fluor 488 como reactivo fluorescente (1720922,
Molecular Probes). Las diluciones de los anticuerpos primario y secundario fueron: anti-HCN4
1:500 (Alomone) y anti-conejo de cabra conjugado con HRP 1:200 (kit TSA), cada uno
aplicado por 1 h a temperatura ambiente. Al término del etiquetado inmunofluorescente de
HCN4 y previo al etiquetado de los marcadores de la nefrona, las muestras se sometieron a

una elucion de anticuerpos (Pirici et al. 2009) para evitar cualquier reactividad cruzada.

Se consideraron los siguientes controles negativos: omisién de la incubacion de los tejidos
con el anticuerpo primario, incubacién con el anticuerpo primario pre-adsorbido con su
péptido control, sustitucion el anticuerpo primario por la inmunoglobulina especifica de

isotipo (IgG de conejo).
3.3. Microscopia confocal

Para realizar las observaciones de microscopia, a los cortes sometidos a inmunofluorescencia
se les coloco una solucion de montaje (Vectashield, Vector Laboratories) y un cubreobjetos.
Para la adquisicion de las imagenes se utilizé6 un microscopio confocal Leica (TCS-SP5), y el
programa LAS AF (Leica Application Suite Advance Fluorescence) Lite para su visualizacién y

analisis.

4. Enriguecimiento de mitocondrias

4.1. Células HEK293

Las células HEK293 se crecieron en cajas Petri de 10 cm y se transfectaron usando PEI
(Polyethylenimine). La mezcla de transfeccion se preparé en medio bajo en suero (Optimem,
Gibco) con 3 pg de cada plasmido (pcDNA3-mHCN1 o pcDNA3-hHCN4) y 1 mg/mL del
agente de transfeccién; se incub6 de 20-25 min a temperatura ambiente y se adiciond a los

cultivos.
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Después de 48 h de la transfeccion, se procedid al enriquecimiento de las mitocondrias
siguiendo un método previamente descrito (Lampl et al. 2015). Las células se lavaron dos
veces con PBS frio, se colectaron con 2 mL de PBS (caja Petri de 10 cm) y se centrifugaron a
700 x g durante 10 min a 4°C. El pellet se resuspendié y homogenizé en la solucién
amortiguadora de aislamiento de mitocondrias (200 mM sacarosa, 10 mM Tris/MOPS pH 7.4,
1 mM EGTA) utilizando un homogenizador de vidrio con pistilo de Teflon, este ultimo se
conectd a un taladro y se dieron 3 pasos a velocidad media. El homogenado se hizo pasar a
través de dos jeringas (18G x 1 1/2 pulgadas y 27G x 1/2 pulgada). Luego, se centrifugd a 600
x g, 10 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se centrifugd a 10,000 x g,
10 min a 4 °C. Finalmente, el pellet mitocondrial se lavo 2 veces con solucion amortiguadora
de aislamiento de mitocondrias, se centrifugd a 10,000 x g por 10 min a 4 °C y se resuspendio
en solucion amortiguadora RIPA (25 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40,
0.5% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS).

4.2. Corazon de rata

Las mitocondrias se aislaron por centrifugacion diferencial como se describe previamente
(Calderone et al. 2010). Brevemente, las ratas se anestesiaron con pentobarbital soédico via
intraperitoneal (50 mg/kg). Se abrid la cavidad toracica y se extrajo el corazén, el cual se
coloco en PBS frio para lavar el exceso de sangre. Los ventriculos se cortaron en pedacitos
muy pequefios con tijeras quirdrgicas y se homogenizaron mecanicamente (3 ciclos de 25
segundos cada uno) en solucion amortiguadora de aislamiento (20 mL/corazén): 5 mM Tris-
HCl pH 7.4, 250 mM sacarosa y 1 mM EGTA. El homogenado se centrifugd a 1075 x g por 3
min a 4 °C, y el sobrenadante obtenido se centrifugd a 12,000 x g por 10 min a 4 °C. El botdn
(pellet) generado (fraccion mitocondrial) se lavd 2 veces con solucion amortiguadora de
aislamiento (sin EGTA) y el botdn final se resuspendié en 400 ulL de solucién de lisis con

inhibidores de proteasas (Complete, Roche).
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5. Ensayos de funcién mitocondrial en cardiomiocitos

5.1. Potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial (A¥m) se estimé en células H2c9 cultivadas en placa
de 96 pozos utilizando el compuesto fluorométrico JC-1. El medio de cultivo se reemplazé
por DMEM sin SBF, al cual se le adiciond JC-1 (1 ug/mL). La placa se incub6 por 20 min a 37
°C y 5% CO,. Posteriormente, las células se lavaron con PBS (3X). La fluorescencia a 525 y 590
nm, ambas obtenidas por excitacion a 488 nm, se midieron en un equipo multifuncién con
lector de placas y captura de imagenes celulares (Cytation 5, BioTek Instruments) a diferentes
tiempos (10, 30 y 60 min) tras la adicion de PBS (control), ZD7288 (inhibidor de canales HCN)
o CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone, desacoplante mitocondrial).
Simultaneamente, se obtuvieron imagenes representativas con los filtros GFP y RFP. La
proporcion de JC-1 acoplado (hiperpolarizado) respecto al no acoplado (despolarizado) se
calculé como el cociente de la fluorescencia roja (590 nm) y verde (525 nm), y los datos se

normalizaron respecto a las células control.

5.2. Respirometria celular

El consumo de oxigeno de las células H9c2 se determind utilizando el equipo de
Respirometria O2k (Oroboros Instruments). Las mediciones se realizaron en 2 mL de medio de
cultivo. Cada experimento se inicidé con la adicién de las células. Los parametros respiratorios
se definieron como: 1) Respiracion de rutina. Consumo de oxigeno de las células incubadas
con ZD7288 (50 uM) o agua (vehiculo). 2) Fuga de la respiracion. Consumo de oxigeno de las
células en presencia de 7.5 uM de oligomicina. 3) indice de control respiratorio. Se define
como el cociente de la respiracion de rutina y de fuga. 4) Respiracion atribuible a la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Se obtuvo restando la respiracién de fuga a la de rutina. 5.

Porcentaje de la respiracion atribuible a OXPHOS. Se estimé como: (OXPHOS/Rutina) x 100.
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Todos los parametros se corrigieron restando el consumo de oxigeno no mitocondrial, el cual
se obtuvo por la adicién de 2 uM rotenona y 10 uM antimicina A, y normalizando con el

numero de células, que se obtuvo mediante la tincién con azul de tripano (Strober, 2015).

6. Analisis estadistico

Los datos se presentan como promedios + error estdndar. La comparacion de dos grupos se
realiz6 con la prueba t de Student. Para comparar los grupos del ensayo de JC-1
(determinacion de AW¥.) se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) de un factor. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas a p < 0.05.
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RESULTADOS

SECCION I. Canales HCN2 y HCN4 en el rifién de rata

1. Localizacién en la corteza y médula externa renal

Para estudiar la distribucion de los canales HCN2 y HCN4 a lo largo de la nefrona, se
utilizaron marcadores especificos para diferentes segmentos y/o tipos celulares, segun

muestra la Tabla 4.

Tabla 4. Marcadores de la nefrona utilizados

Segmento/Tipo celular Marcador

TAL THP

Células DCT2y CNT Calb

Células CNT y principales (CCD/OMCD) AQP2
Células a-intercaladas (DCT2/CNT/CCD/OMCD) V-ATPasa

AQP2: aquaporina 2, Calb: calbindina D2sx, CCD: conducto colector de la corteza, CNT: tGbulo conector, DCT2:
tUbulo contorneado distal tardio, THP: Tamm Horsfall protein, OMCD: conducto colector de la médula externa,
V-ATPasa: H* ATPasa vacuolar.

1.1. Canal HCN2

El canal HCN2 se describio previamente en CNT y CD, tanto en las células principales como a-
intercaladas, principalmente en la membrana basolateral (Carrisoza-Gaytan et al. 2011). En la
Fig. 10 se confirma que HCN2 se inmunodetecta en CNT y CCD (Fig. 10A-B, D), identificado
con calbindina Dag« (Calb, Fig. 10B) y AQP2 (Fig. 10D), respectivamente; la distribucion del
canal parece predominantemente intracelular. Ademas del CNT, HCN2 podria ubicarse en
DCT2, pues este subsegmento de DCT también expresa Calb y muestra un patron alterno
debido a la aparicion de las células a-intercaladas (Loffing et al. 2003). Cabe mencionar que
se distingue una mayor intensidad inmunofluorescente intracelular de HCN2 en DCT2/CNT
(Fig. 10A) respecto a CCD (Fig. 10D) en condiciones basales. Un resultado nuevo e importante
es la identificacion del canal HCN2 en glomérulos y vasos renales (Fig. 10C). En la imagen
donde se traslapa la inmunofluorescencia y el contraste de interferencia diferencial (DIC,

Differential interference contrast), se puede observar que la inmunofluorescencia asociada a
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HCN2 no esta en la capa mas externa (células endoteliales) del vaso renal, sino en una capa
celular interna, posiblemente correspondiente a células del musculo liso. También se observo
marca del canal en algun tipo celular del intersticio de la corteza renal (Fig. 10D, asteriscos),

aunque se tendria que confirmar con el uso de marcadores de este compartimento.

DCT2/CNT = DCT2/CNT

'
DCT2/CNT DCT2/CNT

Fig. 10. Localizacidon del canal HCN2 en corteza (Cx) y médula externa (OM) renal. En Cx se observa
inmunofluorescencia del canal HCN2 (verde) en el tubulo contorneado distal tardio (DCT2) y el
conducto conector (CNT), etiquetados con calbindina D,s« (rojo, B), asi como en el conducto colector
cortical (CCD), marcado con acuaporina 2 (rojo, D). Ademads, HCN2 se localiza en glomérulos (g, A-C),
grandes vasos (v, C) y células intersticiales (asteriscos), estas Ultimas mas evidentes al empalmar la
imagen de contraste de interferencia diferencial (D y F). En el control negativo no se observa
inmunoreactividad (inserto, A y E). En la OM, la inmunofluorescencia de HCN2 parece casi
imperceptible en el conducto colector de la médula externa (OMCD), etiquetado con V-ATPasa, (E, F),
pero es intensa en el compartimento intersticial medular (asteriscos, F). Escala: 50 um (A-C, E), 25 um
(D, F).
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En la médula externa, el canal HCN2 se encontré6 muy escaso en los conductos colectores
(OMCD), marcados con V-ATPasa (Fig. 10E); al realizar la magnificacién de una zona de la Fig.
1E, se observa su abundancia pobre en OMCD, casi imperceptible e intracelular (Fig. 10F). Un
resultado inesperado fue que la inmunofluorescencia mas notable de HCN2 aparece en
células que no pertenecen a OMCD ni a TAL, debido a que la sefial intensa es externa tanto a
los tubulos positivos a V-ATPasa (OMCD) como a las células de TAL, identificadas por su perfil
morfoldgico en la imagen de DIC (Fig. 10F, derecha). La observacion cuidadosa sugiere que la
identidad de las células donde resalta HCN2 corresponde al compartimento intersticial de la
médula renal (Fig. 10F, asteriscos), y al igual que en la corteza, se tendria que confirmar el tipo

celular en particular.

1.2. Canal HCN4

Al realizar observaciones amplias (de baja magnificacion) en la corteza renal, se aprecian dos
patrones predominantes de la marca inmunofluorescente del canal HCN4: uno con
distribucion intracelular difusa, pero con gran intensidad luminal (Fig. 11A), y otro con
alternancia celular en algunos tubulos (Fig. 11B). En las imagenes posteriores se profundizara

en su localizacion especifica.

En la Fig. 11C, al sobreponer la imagen de DIC y considerando criterios morfologicos, se
concluy6 que el canal HCN4 no se expresa en glomérulos ni vasos sanguineos, como en el
caso de HCN2, pero si en el tubulo contorneado proximal (PCT), segmento de la nefrona que
ocupa el mayor porcentaje de la corteza renal. El lumen del tubulo proximal se caracteriza por
una gran oclusion debido a la membrana de borde de cepillo (BBM, brush border membrane).
La seflal mas intensa del canal HCN4 se observa precisamente en la BBM, y en regiones

intracelulares en menor proporcion.

En la Fig. 11D se muestra una imagen de baja magnificacién para lograr abarcar la corteza
renal externa y un rayo medular, el cual pertenece a la region cortical a pesar de su nombre;
se puede visualizar que la marca del canal HCN4 destaca en el rayo medular en comparacion

con la parte mas externa de la corteza; la localizacion, abundancia y morfologia de los tubulos
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donde se observa la sefial inmunofluorescente de HCN4 corresponden al tubulo proximal

recto (PST).

Cx externa

Rayo medular

.

V-ATPase

Fig. 11. Inmunolocalizacién del canal HCN4 en la corteza (Cx) renal. En todos los paneles, la
inmunoflurescencia de HCN4 se observa en verde. A. HCN4 se localiza en segmentos tubulares
proximales de Cx; la marca inmunofluorescente desaparece en el control negativo (inserto). B. HCN4 se
inmunodetecta en segmentos tubulares distales de Cx. C. HCN4 es evidente en la membrana de borde
de cepillo (BBM) del tubulo contorneado proximal (PCT), sin embargo, estd ausente en glomérulos (g) y
vasos renales (v). D. Micrografia de baja magnificacion para mostrar simultdneamente la Cx externa y
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un rayo medular; la inmunofluorescencia de HCN4 es madas abundante en el rayo medular,
especificamente en el tubulo recto proximal (PST), donde resalta en BBM. Doble marcaje de HCN4 y
acuaporina 2 (AQP2, rojo) en la Cx externa (E) y rayo medular (F) para confirmar la expresion de HCN4
en el conducto conector (CNT) y el conducto colector cortical (CCD), respectivamente, en células
negativas a AQP2. G. Doble marcaje de HCN4 y H*-ATPasa vacuolar (V-ATPasa, rojo) para demostrar su
colocalizacion (amarillo en la imagen empalmada) en la membrana apical de las células a-intercaladas.
Escala: 250 um (D), 100 um (A, B), 50 um (C, G), 25 um (E, F).

En la corteza renal, el canal HCN4 también se inmunodetectd en tubulos de la nefrona distal
positivos para AQP2, tanto CNT como CCD (Fig. 11E, F), pero no en las mismas células que
expresan dicha acuaporina (células principales). Por lo anterior, se infiere que el canal se
encuentra en las células intercaladas. Para confirmar la presencia de HCN4 especificamente en

las células a-intercaladas, se realizd el comarcaje con V-ATPasa, observandose la

colocalizacion de ambas proteinas en la membrana apical de dichas células (Fig. 11G).

En la Fig. 12A-B se observa la sefial inmunofluorescente del canal HCN4 en PST de las
nefronas yuxtaglomerulares, segmento que aun se encuentra presente en la banda externa
(OS) de la médula externa. A diferencia de la corteza, la distribucion de HCN4 tiende a ser
mas intensa en toda la célula (compartimentos intracelulares), excepto por su ausencia en el
nucleo y que destaca en la BBM como en la corteza. En la banda interna (IS) de la médula
externa predomina en TAL y OMCD (Fig. 12A, C-D). HCN4 en OMCD (tubulos positivos a
AQP2 en Fig. 12B, D, E) mantiene su expresion en células distintas a las principales. Al realizar
el comarcaje con V-ATPasa, se confirmé la presencia de HCN4 en las células a-intercaladas
(Fig. 12F), como ocurrié en la corteza renal; sin embargo, su tendencia apical en las células -
intercaladas de OMCD, en comparacion con CNT y CCD, no es tan marcada ni exclusiva, pues
también se aprecia en regiones intracelulares, e incluso con tendencia basolateral en algunas

células.

Finalmente, ya que HCN4 se observo en tubulos distintos a OMCD en la banda interna (IS) de
la médula externa (Fig. 12A, C-D), se utiliz6 como marcador a la uromodulina, glicoproteina
también conocida como THP (Tamm Horsfall Protein), para confirmar la presencia del canal

HCN4 en TAL (Fig. 12G, H). En este segmento, la distribucion de HCN4 predomina hacia la
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membrana apical, donde colocaliza parcialmente con THP, pero ademéas se observa

intracelularmente.

Fig. 12. Inmunolocalizacién del canal HCN4 en la médula renal. A. La inmunofluorescencia de HCN4
(verde) se observa en diferentes segmentos tubulares de la médula externa (OM). No hay marca en el
control negativo (inserto). B. En el tdbulo recto proximal (PST), presente en la banda externa (OS) de la
médula externa, se aprecia de manera intensa la inmunofluorescencia de HCN4. C. Se observa la
presencia intracelular y apical de HCN4 en tubulos distintos al conducto colector de la médula externa
(OMCD), estos ultimos reconocidos por el patréon alternante de HCN4. D. Una imagen empalmada con
el contraste de interferencia diferencial (DIC) permite reconocer que HCN4 se localiza en rama gruesa
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ascendente (TAL) del asa de Henle, ademas de OMCD. Doble inmunofluorescencia del canal HCN4
(verde) con diferentes marcadores de la nefrona (rojo): AQP2 para las células principales del OMCD (B,
D, E), V-ATPasa para las células a-intercaladas del OMCD (F) y la proteina Tamm Horsfall (THP) para TAL
(G, H). HCN4 no se identifica en las células principales (positivas a AQP2), pero si en las células
complementarias, es decir, intercaladas (B, D, E). HCN4 y V-ATPasa colocalizan apicalmente en las
células a-intercaladas (amarillo/naranja en imagen empalmada, F). Finalmente, la presencia de HCN4
en TAL se confirma por su colocalizacién con THP (G, H). Escala: 100 um (A), 50 um (B-D, G), 25 pum (E),
10 pum (F, H).

2. Regulacién por dietas de potasio

2.1. Inmunoblots del canal HCN2
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Fig. 13. Regulacién de la abundancia proteica del canal HCN2 en rifién de rata por dietas con K* alto (KA)
y deficiente (KD). Inmunoblots del canal HCN2 en muestras enriquecidas en mitocondrias de corteza
(Cx, cortex) y médula externa (OM, outer medulla); C: dieta control. Las gréficas representan el analisis
densitométrico de la banda del canal HCN2 (~100 kDa) respecto al control de carga (B-actina). A. La
dieta KA provoca efectos significativos contrarios en Cx (disminucién) y OM (aumento); en esta Ultima,
se induce la glicosilacion del canal HCN2 (banda a ~120 kDa, flecha). B. Se observa una tendencia de
regulacion a la alta de HCN2 por la dieta KD en ambas regiones. Las graficas de barras representan la
media + el error estandar (n = 4), *p < 0.05.
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La banda del canal HCN2 se observa cercana a su peso molecular teérico de 95 kDa, lo cual
sugiere que en el rindbn de rata predomina en su forma completa sin modificaciones
postraduccionales, a diferencia del cerebro, donde el canal se detecta a mayor peso

(alrededor de 125 kDa) debido a su glicosilacion (Zha et al. 2008).

La dieta KA provocoé cambios significativos del canal HCN2, disminucién en la corteza y
aumento en la médula externa; en esta Ultima también se observé la aparicion de una banda
a mayor peso, la forma glicosilada del canal (Fig. 13A). La dieta KD no afectd
significativamente la abundancia del canal HCN2, sin embargo, se observa una tendencia de

aumento respecto al grupo control, tanto en corteza como en médula externa (Fig. 13B)

2.2. Inmunoblots del canal HCN4

El peso molecular tedrico del canal HCN4 es de 129 kDa de acuerdo a su secuencia de
aminoacidos, sin embargo, su peso molecular aparente suele ser mayor (140-160 kDa) debido
a su glicosilacién (Harzheim et al. 2008, Mdiller et al. 2003). Ya que el anticuerpo utilizado esta
dirigido hacia los aminoacidos 119-155 del HCN4 de humano (N-terminal) y detecta bandas
de menor peso (aproximadamente a 95 y 70 kDa), tanto en corteza como en médula renal
(Fig. 14), se hipotetiza que el canal esta truncado en el C-terminal. La banda correspondiente
al canal completo glicosilado, solo se logré observar en la médula externa de manera muy
débil tras exponer las placas fotograficas por un periodo prolongado; esta sobreexposicién
provocé la saturacién de las bandas mas abundantes (Fig. 1 Suplementaria). En la corteza no
se logré observar la banda del canal completo. Por lo tanto, se dio prioridad a la deteccion de
las bandas a 95 y 70 kDa, la cual fue reproducible en las condiciones experimentales en

ambas regiones renales.

El analisis densitométrico de las bandas de 95 y 70 kDa de HCN4 muestra una regulacion
diferencial compleja de dichos fragmentos dependiendo de la dieta de K* y region renal, lo
cual apoya el origen enddgeno de éstos y descarta que son resultado de un artefacto, si se

considera que todas las muestras se procesaron en igualdad de condiciones.
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La dieta KA provocd una disminucion significativa del fragmento de 95 kDa en la corteza,
pero no se observd un cambio claro de la banda de 70 kDa. En la médula externa, la dieta KA
indujo una regulacion inversa de la banda de 95 kDa (incremento) respecto a la banda de 70
kDa (reduccién) (Fig. 14A). La abundancia proteica del canal HCN4 no cambio
significativamente por la dieta KD, aunque se observa una tendencia de disminucion de la
banda de 95 kDa, tanto en corteza como en médula externa (Fig. 14B). Es importante notar

que la banda de ~70 kDa es mas abundante en la médula externa respecto a la corteza en

condiciones control.
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Fig. 14. Regulacién de la abundancia proteica del canal HCN4 en rifidn de rata por dietas con K* alto (KA)
y deficiente (KD). Inmunoblots del canal HCN4 en muestras enriquecidas en mitocondrias de corteza
renal (Cx) y médula externa (OM); C: dieta control. Las graficas representan el andlisis densitométrico
de las bandas correspondientes a fragmentos del canal HCN4 (~ 95 y ~70 kDa) respecto a la banda de
B-actina (control de carga). A. La dieta KA provoca efectos significativos contrarios en Cx (disminucion)
y OM (aumento) para la banda de 95 kDa. En OM en particular, la banda de 95 kDa aumenta pero la
banda de 70 kDa disminuye. B. Se observa una tendencia de regulacién a la baja de la banda de 95 kDa
por la dieta KD en ambas regiones. Las graficas de barras representan la media * el error estandar (n =

4), *p < 0.05.
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Con el objetivo de favorecer la visualizacién de la banda de alto peso molecular (canal
completo glicosilado) y asi sustentar la especificidad del anticuerpo, se logro su deteccién en
la médula externa a ~140 kDa (Fig. 2A Suplementaria) tras modificar las condiciones del
experimento de Western blot, en particular de transferencia proteica (e.g. composicién de la
solucion de transferencia, sistema de transferencia, voltaje, tiempo). Se cree que dicha banda
corresponde al canal completo glicosilado porque se ha detectado en ese rango de peso
(140-160 kDa), ya sea de manera enddgena en diferentes tejidos (Fik-Kolodziej & Pourcho,
2007; Miller et al. 2003; Zhang et al. 2009), o posterior a su transfeccién en células HEK293 (Li
et al. 2008, Ye et al. 2008) y CHO (Brandt et al. 2009). El que la banda no se observe en
corteza, no descarta por completo su presencia en esta regidn; quiza su abundancia es mucho
menor respecto a la médula renal. En el control negativo (pre-adsorcion previa del anticuerpo
con su péptido control) se aprecia la desaparicion de todas las bandas, incluidas aquéllas de
bajo peso, lo que sugiere que son legitimas y no una inespecificidad del anticuerpo primario.
Adicionalmente, para corroborar que la expresion del canal en tejido renal no es un artefacto,
en la figura 2B Suplementaria se muestra que se logré amplificar una parte del canal (1300
pb) por RT-PCR tanto en corteza como médula renal de rata, siendo su abundancia mucho

menor que en corazoén.

Debido al intervalo de peso en que aparecen los fragmentos en los inmunoblots, se podria
sospechar que las bandas corresponden a alguna de las otras isoformas de los HCN (HCN1-
3); sin embargo, esto se descartd tras el alineamiento de las secuencias de todos los HCN
(rata) con la secuencia de aminoacidos que reconoce el anticuerpo utilizado (residuos 119-
155, hHCN4). De este analisis se concluy6 que el epitope al cual esta dirigido el anticuerpo

solo esta presente en la isoforma HCN4.

2.3. Inmunofluorescencias de los canales HCN2 y HCN4

Debido a que los canales HCN2 y HCN4 se distribuyen en mas de un segmento en la nefrona
tanto en la corteza como en la médula renal, los cambios observados en los inmunoblots son
dificiles de interpretar. Por lo tanto, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para buscar
algun efecto particular inducido por las dietas de K*, lo suficientemente fuerte para ser
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evidente. Desafortunadamente, se cree que los cambios que ocurren de manera moderada o
sutil no se logran distinguir, debido en parte, a las limitaciones asociadas a la técnica (e.g.
autofluorescencia elevada del tejido renal, baja abundancia de las proteinas de interés). Es asi
que en la siguiente seccion, se muestran solo los cambios notables en la intensidad de la

inmunofluorescencia y/o distribucién de los canales HCN2 y HCN4.

2.3.1. Regulacién del canal HCN2 por la dieta KA

En la corteza renal se observd que la dieta KA provoca un incremento de la inmunoreactividad
del canal HCN2 en DCT2/CNT, segmentos marcados con Calb (Fig. 15A, B), asi como en CCD,
etiquetado con V-ATPasa (Fig. 15C, D) y AQP2 (Fig. 15E, F). El aumento de la
inmunofluorescencia parece ocurrir particularmente en las células principales y no en las a-
intercaladas (Fig. 15D). En OMCD también se registra mayor intensidad de la
inmunofluorescencia de HCN2, pues pasa de ser practicamente imperceptible en condiciones
control, a observarse en los tubulos AQP2-positivos en la dieta KA (Fig. 15G, H). De manera
interesante, esta dieta induce la expresidén basolateral de AQP2, particularmente evidente en
CCD, lo cual contrasta con su localizacién exclusivamente apical en condiciones control (Fig.

15C, D).
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Fig. 15. Regulacién del canal HCN2 por la dieta KA. Imagenes representativas de la inmunofluorescencia
doble de HCN2 (verde) y marcador de la nefrona (rojo): Calb (calbindina Das«) (Ay B), V-ATPasa (Cy D),
AQP2 (E - H). En condiciones control (izquierda), HCN2 se expresa predominantemente en regiones
intracelulares en DCT2/CNT y CCD, mientras que en OMCD la marca del canal es casi imperceptible. La
dieta KA (derecha) incrementa la intensidad de la inmunofluorescencia de HCN2 en los segmentos
distales mencionados, mayormente en las células principales. La dieta KA también favorece la
expresion basolateral de AQP2, principalmente en CCD (F) y en menor proporcién en OMCD (H). La
escala representa 25 um.
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2.3.2. Regulacién del canal HCN2 por la dieta KD

En la Fig. 16 se observa que la dieta KD se asocia con un aumento de la inmunofluorescencia
del canal HCN2 en el intersticio medular, ademas de un cambio en la morfologia de las
células intersticiales, cuya identidad especifica se desconoce. La presencia del canal HCN2 en
OMCD (etiquetado con AQP2) es muy pobre, tanto en condiciones control como de dieta KD,
en comparacion con la inmunoreactividad notable que se observa en las células intersticiales.
También se aprecia que la intensidad de la inmunofluorescencia de AQP2 disminuye por la

dieta KD, y su localizacion se vuelve menos apical y mas intracelular.

A Dieta Control

B Dieta KD

Fig. 16. Regulacién del canal HCN2 por la dieta KD. Imagenes representativas de microscopia confocal
gue muestran la inmunofluorescencia de HCN2 (verde) y AQP2 (rojo) en la médula externa, y su
regulacion por la dieta KD (abajo) respecto a la dieta control (arriba). Se observa un cambio en la
morfologia y abundancia del canal HCN2 en las células intersticiales de la médula externa, identificadas
mediante el empalme con la imagen de DIC correspondiente (panel derecho).

2.3.3. Regulacién del canal HCN4 por la dieta KD

En la corteza renal (Fig. 17A, B), las células a-intercaladas de CNT (menor expresion de AQP2
en comparacién con CCD) mostraron una inmunofluorescencia intensa en las membranas

apicales, tanto en condiciones control como de dieta KD. Cabe mencionar que en los cortes
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de ratas sometidas a dieta KD vs control, se observa que AQP2 casi desaparece en CNT y
disminuye en CCD. Mientras que en la médula externa (Fig. 17C, D), se observa que la dieta
KD induce un aumento notable en la intensidad de la inmunofluorescencia apical de HCN4 en
las células a-intercaladas del OMCD (tubulos AQP2-positivos). Al igual que en CCD, en OMCD
parece que la proporcion de células principales (AQP2-positivas) se reduce respecto a las
células a-intercaladas (AQP2-negativas, HCN4-positivas) por la deficiencia de K*. Para
visualizar mejor el efecto de la dieta KD sobre HCN4 en las células a-intercaladas, en la Fig. 18
se muestran magnificaciones representativas (Fig. 18C, D, G, H) de observaciones de corteza y
médula externa (Fig. 18A, B, E, F). Se aprecia una mayor intensidad de la inmunofluorescencia

de HCN4 en la membrana apical, la cual tiende a proyectarse hacia el lumen.

Control Dieta KD

Fig. 17. Regulacién del canal HCN4 por la dieta KD. Imagenes representativas de microscopia confocal
de cortes histoldgicos obtenidos de ratas alimentadas con dieta control (izquierda) o KD (derecha),
tanto de corteza (Cx, paneles superiores) como de médula externa (OM, paneles inferiores). HCN4 se
etiquetd en verde y AQP2 en rojo. Se observa una regulacion a la alta de la inmunofluorescencia de
HCN4 en OMCD. Escala: 100 pm.
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Corteza Médula externa

Control Control

Fig. 18. Regulaciéon del canal HCN4 en las células a-intercaladas por la dieta KD. Imdagenes
representativas de microscopia confocal donde se observa HCN4 en corteza (panel izquierdo) y médula
externa (panel derecho), tanto en muestras control como KD. Las imagenes inferiores (C, D, G, H)
representan magnificaciones realizadas dentro de las imdgenes superiores (A, B, E, F). Se observa un
aumento de la intensidad inmunofluorescente de HCN4 en la region apical de OMCD por la dieta KD.
Escala: 100 pm (A, B, E, F), 25 um (C, D, G, H).

Seccion Il. Canales HCN en mitocondrias de corazén

1. Expresion del canal HCN4 en células HEK293

Con el objetivo de profundizar en la comprension de la regulacion molecular del canal HCN4,
y debido a la dificultad técnica para inmunoprecipitar al canal directamente del tejido nativo
de rata, se decidio expresarlo en células HEK293 y a través de un enfoque protedmico,
identificar las proteinas de interaccion del canal, al menos en este sistema heterélogo. Para
lograrlo, el canal se inmunoprecipitd de las células HEK293 transfectadas previamente; el
inmunoprecipitado se sometié a una electroforesis desnaturalizante de una dimension, y la
zona del gel donde se observaron las bandas (tincion de Comassie), se envid a un Servicio
externo para su procesamiento y analisis por espectrometria de masas. La mayoria de las
proteinas interactoras del canal HCN4 identificadas por espectrometria de masas pertenecen

a la mitocondria (Padilla-Flores et al. 2020), lo cual sugiere fuertemente una localizaciéon del
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canal HCN4 en dicho organelo. Esto se confirmo a través de la inmunodeteccion de HCN4 en
una fraccion mitocondrial de células HEK293, previamente transfectadas con el canal, como se

describira a continuacion.

1.1. Inmunodeteccién del canal HCN4 en mitocondrias

En la Fig. 19 se observa el inmunoblot de los canales HCN4 y HCN1 en muestras obtenidas de
células HEK293 tras un protocolo de enriquecimiento mitocondrial. Como se esperaba, HCN4
se inmunodetectd de manera intensa en la fraccion enriquecida en mitocondrias (M) y muy
poco en el sobrenadante (S), que sirvié de control. Este resultado contrasta con HCN1, cuya
banda no aparece en M, solo en S, lo que descarta su localizacion en mitocondria, al menos
en este modelo heterdlogo. VDAC se usé como marcador mitocondrial y a-tubulina como
marcador citoplasmico; esta ultima no desaparece por completo en M pero se observa su

reduccion notable.

HCN4 HCN1
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Fig. 19. Inmunoblot del canal HCN4 en mitocondrias de células HEK293. La banda de HCN4 se observa
cercana a 150 kDa, correspondiente al canal completo glicosilado, mucho mas abundante en la
fraccion enriquecida en mitocondrias (M) respecto al sobrenadante (S). Mientras que HCN1 solo
aparece en S. VDAC vy a-tubulina se usaron como marcadores de mitocondria y citoplasma,
respectivamente.

2. Canales HCN en mitocondrias de corazén

Considerando la localizacion del canal HCN3 en mitocondrias de células HEK293 y tejido renal
(Ledn-Aparicio et al. 2019), y los resultados antes mencionados en células HEK293 que

apoyan la presencia del canal HCN4 en mitocondria, se procedié a determinar si algun
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miembro de la familia HCN se localizaba en las mitocondrias de tejido cardiaco, donde la

expresion y relevancia funcional de estos canales ha sido mayormente estudiada.

2.1. Inmunodeteccién en tejido cardiaco de rata

Se sabe que todas las isoformas de los canales HCN se expresan a nivel de transcrito y/o
proteina en el corazén (Herrmann et al. 2011, Ludwig et al. 1998, 1999, Santoro et al. 1998),
por lo tanto, se evalud la presencia de cada una por Western blot en muestras enriquecidas

en mitocondrias de corazén de rata (Fig. 20).
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Fig. 20. Inmunoblot de canales HCN en mitocondrias de corazén de rata. HCN3 se detecté en la fraccion
enriguecida en mitocondrias (M) tanto como proteina N-truncada (~70 kDa) con un anticuerpo
dirigido hacia un epitope del C-terminal (anti-C-HCN3), como a su tamafio completo (~86 kDa) con un
anticuerpo que reconoce un epitope del N-terminal (anti-N-HCN3). En M también se
inmunodetectaron bandas para HCN2 (~140 y ~70 kDa, probablemente correspondientes al canal
completo con modificaciones postraduccionalmente y a la proteina truncada en el C-terminal,
respectivamente) y para HCN4 (~70 kDa, canal C-truncado) usando anticuerpos dirigidos contra un
epitope del N-terminal de cada canal; en contraste, no se observaron bandas para el canal HCN1. Las
isoformas HCN2, HCN3 y HCN4 fueron mds abundantes en M que en el sobrenadante (S). Para evaluar
el enriquecimiento mitocondrial, a-tubulina (~55 kDa) y VDAC (~31 kDa) se usaron como controles
negativo y positivo, respectivamente.
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Ademas del canal HCN3 (~86 y ~70 kDa), previamente descrito en mitocondrias renales
(Ledn-Aparicio et al. 2019), HCN2 y HCN4 también se detectaron en las mitocondrias
cardiacas. Para el canal HCN2, se observaron bandas de mayor (~140 kDa) y menor (~70 kDa)
peso molecular aparente respecto a su peso molecular teérico (95 kDa); mientras que en el
sobrenadante (control) se observa una banda a ~125 kDa. Para HCN4, se detecté un
fragmento a ~70 kDa, peso al cual se observd en riidn (membranas plasmaticas), sin

embargo, no se detecto el fragmento de ~95 kDa.

2.2. Ensayos de funcién mitocondrial en cardiomiocitos

2.2.1. ZD7288 hiperpolariza el potencial de membrana mitocondrial

JC-1 es un compuesto catidnico lipofilico sensible a los cambios del potencial de membrana
mitocondrial (A¥m): forma agregados con fluorescencia roja cuando el A¥., es alto
(hiperpolarizado), y se desagrega en mondmeros con fluorescencia verde en mitocondrias
con un A¥n, bajo (despolarizado). Como se esperaba, en condiciones control las mitocondrias
de los cardiomiocitos (células H9c2) se observaron mayormente hiperpolarizadas. A los 30
min de incubacion con ZD7288, se registro un aumento significativo (~50%) de la
hiperpolarizacion respecto a las células control (Fig. 21A, B). En la grafica de barras se muestra
el efecto de la adicion de ZD7288 o CCCP al cultivo celular a los tres tiempos evaluados (10,
30y 60 min) respecto al control. A los 60 min se mantiene la respuesta al ZD7288 observada a
los 30 min, sin embargo, la respuesta inicial (10 min) fue una ligera pero significativa
despolarizacién (Fig. 21B). Cabe mencionar que el efecto despolarizante (fluorescencia verde)
mediado por los canales HCN en condiciones basales (Control, sin ZD7288) es moderado, en
comparacion con el fuerte efecto despolarizante causado por el agente desacoplante CCCP

(Fig. 21A, B).
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Fig. 21. Efecto del ZD7288 y CCCP sobre el potencial de membrana mitocondrial (A%Wm) en cardiomiocitos
(células H9c2). A. Imagenes representativas de las células tras 30 min de tratamiento que muestran la
fluorescencia roja (590 nm) y verde (525 nm) de JC-1, asi como el empalme. B. La fluorescencia de JC-1
se reporta como el cociente de la fluorescencia roja y la fluorescencia verde; los valores se
normalizaron respecto a las células control (sin inhibidor). ZD7288 o CCCP (50 uM). Los datos
corresponden a los promedios + error estandar, n = 10, *p < 0.001 vs control.
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2.2.2.ZD7288 disminuye el consumo de oxigeno mitocondrial

Para elucidar el papel de los canales HCN en la bioenergética mitocondrial cardiaca, se evalud
el efecto de la adicion de ZD7288 sobre OXPHOS en cardiomiocitos (células H9c2). La
respiracion /n vitro se regula por la demanda de ATP aerdbica pero también por eventos que
reducen el acoplamiento mitocondrial como la fuga de protones y la fuga de electrones
(produccion de ROS). En las graficas se muestra el comportamiento de los diferentes
parametros respiratorios evaluados. La respiracién basal disminuyo tras una incubacién de 30
min con ZD7288 (Fig. 22A). El consumo de oxigeno mitocondrial que no produce ATP se
determind a través de la induccion un estado de no fosforilacién (/eak, fuga) con oligomicina;
se observé solo una tendencia de reduccion a los 30 min pues la diferencia no fue
estadisticamente significativa (Fig. 22B). La respiracion atribuible a OXPHOS (P, Fig. 22C), el
indice de control respiratorio (ICR, Fig. 22D) y el % OXPHOS (Fig. 22E) disminuyeron por

efecto del ZD7288 a los 10 min, y el decremento fue adin mayor a los 30 min.
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Fig. 22. Efecto del ZD7288 (50 uM) en los pardmetros respiratorios de cardiomiocitos (células H2c9). A.
Respiracion basal celular, B. Respiracién de fuga, C. Respiracion asociada a la fosforilacidén oxidativa
(OXPHOS), D. Indice de control respiratorio (ICR), E. Porcentaje de respiraciéon basal atribuible a
OXPHOS. Los datos se presentan como promedios + error estandar, n = 3-4, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.001 vs control.
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DISCUSION

SECCION I. Canales HCN2 y HCN4 en el rifidn de rata

1. Localizacién en la corteza y médula externa renal

Tabla 5. Resumen de la distribucion de los canales HCN2 y HCN4 en la corteza y médula renal

Estructura Canal HCN2 Canal HCN4
Glomérulos v X
Grandes vasos v X
Intersticio v X
Tabulo proximal X v
TAL X v
CNT v v o-int
ccb v v o-int
OmMCD v v o-int

a-int: células a-intercaladas, CCD: conducto colector de la corteza, CNT: tubulo
conector, OMCD: conducto colector de la médula externa, TAL: rama gruesa del
asa de Henle

1.1. Canal HCN2

1.1.1. Canal HCN2 en la nefrona distal

En condiciones control, la intensidad de la inmunofluorescencia de HCN2 es mayor en
DCT2/CNT respecto a CCD, lo cual resulta interesante debido a la relevancia de estos
segmentos en el manejo renal de Na* y K* (Meneton et al. 2004). Dentro de la nefrona distal
sensible a aldosterona (ASDN), hay evidencia de que CNT tiene una contribucién importante
en la reabsorcion de Na*, incluida la sensible a amilorida (mediada por ENaC), asi como en la
secrecion de K* a través de ROMK (Frindt & Palmer, 2004b; Palmer & Frindt, 2007b). Por
ensayos de patch clamp en segmentos microdisectados de rifidn de rata, se registré una

mayor densidad apical y actividad del canal ROMK en CNT en comparacion con el CCD (Frindt
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& Palmer, 2004a). Asimismo, mediante modelos knockout de la subunidad o de ENaC,
especificamente en CD (Rubera et al. 2003) o en CNT/CD (Christensen et al. 2010), se
demostrd que solo en el primer caso se mantiene el balance de Na* y K*, incluso cuando los
ratones se someten a una ingesta baja en Na* o alta en K*, debido a que se conserva la
funcién de ENaC en CNT, mientras que en el segundo caso, se alteran los niveles plasmaticos

de Na* (disminuyen) y K* (aumentan), e incrementa la excrecion urinaria de Na™.

La marca inmunofluorescente del canal HCN2 en DCT2/CNT es predominantemente
intracelular, lo que sugiere su expresidon en algun organelo. Es posible que se encuentre en las
mitocondrias, dado el reciente hallazgo de que los canales HCN tienen una localizacién y
funcion mitocondrial, tanto en rifidn (Ledn-Aparicio et al. 2019) como en corazén (Padilla-
Flores et al. 2020). De hecho, las células de DCT y CNT presentan un contenido mitocondrial
mayor que las células principales del CCD (Kriz & Kaissling, 2013). La presencia del canal
HCN2 en mitocondria se podria explorar a través de un marcador especifico de dicho
organelo en ensayos de inmunofluorescencia. Sin embargo, seria necesario un triple
inmunomarcaje (canal, marcador de nefrona y marcador de mitocondria), y lo mas probable
es que la resolucion de la microscopia confocal no sea suficiente para demostrar la
colocalizacion del canal y el marcador mitocondrial. Por lo tanto, seria mas contundente hacer
un doble inmunomarcaje con particulas de oro para ubicar al canal especificamente en
DCT2/CNT, y demostrar su distribucion mitocondrial con base en la ultraestructura

caracteristica del organelo por microscopia electrénica.

La localizacién del canal HCN2 en la ASDN sugiere su participacion en el transporte de Na™.
Sin embargo, su expresion en membrana no es tan clara como su distribucion intracelular. Si
la hipdtesis de su presencia en mitocondria es correcta, el canal HCN2 podria ayudar
indirectamente a la reabsorcion de Na* a través de su papel mitocondrial relacionado con la
sintesis de ATP. Esto debido a que, tanto la reabsorcion de Na* como la secrecion de K* en las
células del CNT y principales del CD, dependen de la actividad de la Na*/K* ATPasa, la cual

mantiene los gradientes electroquimicos favorables para el transporte mediado por los
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canales ENaC y ROMK. Acorde con el mayor contenido mitocondrial en CNT respecto a CCD,

también se ha demostrado una mayor actividad de la bomba Na*/K* (Palmer & Frindt, 2007a).

1.1.2. Canal HCN2 en glomérulos y vasos renales

En los glomérulos, una posibilidad es que el canal HCN2 se encuentre en los capilares
glomerulares, dado que también se observa en los grandes vasos renales. Sin embargo,
harian falta experimentos de inmunofluorescencia con marcadores de los distintos tipos
celulares presentes en el glomérulo, en especial de podocitos, pues éstos recubren a los
capilares glomerulares, por lo que su patron de distribucion es muy parecido. En podocitos ya
se ha descrito el canal BK (Morton et al. 2004), asi como el canal catiénico no selectivo TRPC6
(Reiser et al. 2005). La presencia del canal HCN2, el cual permite la entrada de cationes
(corriente despolarizante), podria favorecer la activacién del canal BK, ya que éste es sensible
a voltaje, y a su vez, la corriente saliente de K* a través de BK u otro canal de K%,

retroalimentaria la activacion de HCN2 al inducir hiperpolarizacion.

No se han documentado canales de la familia HCN en células endoteliales o de musculo liso
vascular, pero si canales de la familia CNG (Cyclic nucleotide-gated) en diversos lechos
vasculares, tanto en células endoteliales como de musculo liso vascular (Cheng et al. 2003,
Yao et al. 1999). Los canales HCN y CNG estan relacionados cercanamente en su secuencia y
estructura, son cationicos no selectivos y se regulan o activan por nucledtidos ciclicos (Yu &
Catterall, 2004; Craven & Zagotta, 2006), por lo cual parece factible que un miembro de la

familia HCN se exprese en algun tipo celular de la vasculatura.

La presencia del canal HCN2 en células del musculo liso de los vasos renales resulta muy
interesante, pues apunta a que el canal podria estar asociado a la regulacion del tono vascular
renal. Aunque no en la vasculatura, se ha reportado la presencia de canales HCN en células
del musculo liso en la vejiga urinaria (musculo detrusor), y su inhibicion con ZD7288 aumenta

la contractilidad (Mader et al. 2018).
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1.1.3. Canal HCN2 en células intersticiales

El intersticio renal se define como el espacio intertubular, extraglomerular y extravascular del
rifidn; consta de diversos tipos celulares, entre los cuales predominan las células del sistema
inmune y los fibroblastos. Estos Gltimos comprenden una poblacién celular heterogénea que
se asocia a diversas funciones: produccion de matriz extracelular para dar soporte estructural
a la nefrona, mantenimiento de la integridad vascular (pericitos), sintesis de eritropoyetina y

renina, entre otras (Zeisberg & Kalluri, 2015).

La apariencia de las células donde se observa la sefial inmunofluorescente del canal HCN2
parece corresponder a la morfologia de los fibroblastos, los cuales forman una red con
procesos citoplasmicos que se extienden entorno a las células tubulares. Sin embargo, la
caracterizacion de las células del intersticio es compleja debido a la heterogeneidad de los
fibroblastos, y a que no existe un marcador exclusivo. La mayoria de los marcadores etiquetan
solo un subgrupo de fibroblastos y simultaneamente otro tipo celular, por ejemplo: endotelio
(vimentina), sistema inmune (CD73, receptor a PDGF) y musculo liso endotelial (a-SMA)
(Zeisberg & Kalluri, 2015). De cualquier manera, la presencia del canal HCN2 en el intersticio
renal abre una nueva linea de investigacion, en la cual se podrian plantear otros modelos y

técnicas experimentales para elucidar la funcion de dicho canal en este compartimento.

1.2. Canal HCN4

1.2.1. Canal HCN4 en tdbulo proximal

La localizacion apical del canal HCN4 en el del tubulo proximal (BBM) es similar a la descrita
previamente para los canales HCN1 y HCN3 (Lépez-Gonzalez et al. 2016), por lo que podrian
formar heteromultimeros. En este segmento de la nefrona, los canales HCN posiblemente
participan en la reabsorcién transcelular de Na® y/o el mantenimiento/estabilizacién del
potencial de membrana (i.e. evitar una hiperpolarizacion excesiva). Ademas, la entrada apical

de Na* podria favorecer la reabsorcion transcelular o paracelular de HCOs™ y CI". Por otro lado,
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la presencia notablemente intracelular de HCN4 en PST sugiere su localizacién mitocondrial,

aunque se tendria que demostrar de manera similar a lo planteado para HCN2.

1.2.2. Canal HCN4 en TAL

La presencia del canal HCN4 en la membrana apical de TAL probablemente se relaciona con
su participacion en la reabsorcion de Na* hacia el intersticio medular, de gran importancia
para favorecer el mecanismo de concentracion urinaria (Mount & Yu, 2007). HCN4 también
podria contribuir a la reabsorcion de NH4" en TAL, particularmente cuando la concentracion
luminal de dicho catién aumenta, es decir, en condiciones que estimulan la amoniagénesis,
como la acidosis metabdlica y la deficiencia de K* (Hamm et al. 2015; Tannen, 1977). Al igual
que en el tubulo proximal, el canal HCN4 podria ayudar a estabilizar el potencial de
membrana en TAL, por ejemplo, para contrarrestar la hiperpolarizacion mediada por la

actividad del canal ROMK.

1.2.3. Canal HCN4 en la nefrona distal

Lo interesante de HCN4 en la ASDN es su localizacién especifica en las células a-intercaladas,
con una distribucién preferentemente apical, a diferencia de HCN2, el cual predomina
intracelularmente tanto en células principales como a-intercaladas. HCN4 presenta mayor
abundancia en CNT respecto a CCD en condiciones control, similar a HCN2, lo cual seria
compatible con su participacion en la reabsorcion basal de Na*. Desde una perspectiva
anatomica, la superficie luminal de CNT es mas grande, con aproximadamente cinco CNTs
que alimentan a un CD, lo cual implica una mayor capacidad reabsortiva de Na*. Mientras que
el CD, en especial CCD y OMCD, tiene un papel complementario, pues junto con el CNT,
tienen la capacidad de aumentar la reabsorcion de Na* en respuesta a las demandas del

organismo (e.g. restriccion dietaria de Na*, hipovolemia, hipercalemia).

La localizacién apical del canal HCN4 en las células a-intercaladas, lo sitia como una via de
entrada de Na“; el transporte de NH4" a través de HCN4 seria poco probable debido a que el
gradiente de dicho cation en la ASDN va hacia el lumen (secrecion). Durante mucho tiempo

prevalecié la idea de que las células a-intercaladas se encargan exclusivamente de la
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regulacion acido-base, mientras que las células principales se relacionan con la homeostasis
de Na* y K*. Sin embargo, este paradigma ha cambiado en la Ultima década. Por ejemplo, se
demostré la importancia de las células B-intercaladas no solo en la secrecion de HCOs', sino
también en la reabsorcion de Na* a través de la accién acoplada de la pendrina y NDCBE
(Eladari et al. 2014), asi como en la liberacion de factores de sefalizacion (e.g. prostaglandina
E., ATP) que actuan sobre sus receptores en las células principales (Rao et al. 2019). Lo
anterior plantea la multifuncionalidad y complejidad de las células de la nefrona distal, cuya
comunicacién e interdependencia le permiten lograr la regulacion fina del balance

electrolitico y acido-base.

2. Regulacién por dietas de potasio

Ya que los canales HCN se expresan en mas de un segmento de la nefrona, tanto en corteza
como en médula externa, no es posible establecer una correlacién entre los resultados
obtenidos por Western blot y aquéllos de Inmunofluorescencia. No obstante, se pueden
plantear hipdtesis razonables respecto a las observaciones de los inmunoblots. Una
regulacion diferente entre regiones (corteza y médula externa), probablemente se debe a que
la respuesta corresponde al segmento de la nefrona predominante en cada region renal,
como se discutira a continuacion para cada uno de los canales con base en su posible papel

fisiologico.

Tabla 6. Resumen de los inmunoblots de HCN2 y HCN4 en corteza y médula externa

Canal Dieta KA Dieta KD
ana Cx oM Cx OM
HCN2 3 17 Glic (s T
HCN4 95 kDa I O b7 7
HCN4 70 kDa U
1t Aumento, | Disminucién, * Cambio significativo, --- sin cambio, Cx: corteza, Glic:

glicosilacién, OM: médula externa, T tendencia.
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2.1. Inmunoblots del canal HCN2

2.1.1. HCN2 en la dieta KA

La disminucion de la abundancia proteica de HCN2 en la corteza por la dieta KA podria
asociarse con la localizacion del canal en los glomérulos, pues éstos superan tanto en nimero
como en masa a los segmentos distales. Por lo tanto, es factible que el aumento de la
inmunofluorescencia de HCN2 en CCD, provocado por la misma dieta, no se refleje en el
inmunoblot de corteza al ser enmascarado por una disminucién del canal a nivel glomerular.
Para confirmarlo, se tendria que realizar un ensayo de Western blot con muestras

provenientes del aislamiento o enriquecimiento de glomérulos.

La mayor abundancia del canal HCN2 glicosilado que se observa en el inmunoblot de médula
externa (regidén carente de glomérulos), podria ser compatible con el aumento de la
inmunofluorescencia del canal en OMCD por la dieta KA. Se sabe que la N-glicosilacién de los
canales HCN (sitio localizado entre el bucle de S5 y el poro) promueve su trafico hacia la
membrana plasmatica, en particular de la isoforma HCN2 (Much et al. 2003; Hegle et al. 2010).
Sin embargo, se desconoce si esta modificacion postraduccional favorece la expresion del
canal en la membrana interna mitocondrial o tiene algun papel en su heteromerizacion con

otra isoforma HCN en la mitocondria.

2.1.2. HCN2 en la dieta KD

La abundancia proteica del canal HCN2 no muestra cambios significativos en los inmunoblots
de corteza y médula externa por la dieta KD, sin embargo, hay una tendencia de aumento en
ambos casos. En la corteza, este ligero cambio seria inverso al inducido por la dieta KA
(disminucidn), lo que parece logico si se asocia a la respuesta del canal en el mismo sitio
(glomérulos, que superan a los segmentos distales). Mientras que en la médula externa, la
tendencia de regulacion a la alta del canal podria relacionarse con su presencia en el
intersticio medular, donde se observa un aumento de la marca inmunofluorescente de HCN2

por la dieta KD, y dado que la deteccion del canal en OMCD es muy escasa.
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2.2. Inmunoblots del canal HCN4

En términos generales, es importante notar que en condiciones control, el fragmento de
HCN4 mas abundante en corteza es el de 95 kDa, y en médula externa, el de 70 kDa. La
dificultad para observar al canal completo glicosilado en la mayoria de las condiciones
probadas, y que la presencia de un coctel de inhibidores de proteasas en la solucion de lisis
no evitara su aparicion, sugieren que el canal es sustrato de una protedlisis endégena en el
tejido renal, seguramente por una razoén funcional. Como se menciond al inicio de la seccion,
es complicado establecer una interpretacion de los cambios debido a la diversidad de
segmentos tubulares que contribuyen, y en el caso particular de HCN4, tampoco se conoce el
mecanismo de produccion de los fragmentos del canal. Si bien, se cree que son resultado de
una proteolisis postraduccional, es incierto si son generados por la misma proteasa, al actuar
en dos sitios distintos del canal completo, o por proteasas independientes. Dado que hay
varias interrogantes por resolver, a continuacién solo traté de plantear algunas hipétesis que
podrian explicar la regulacion observada de los fragmentos de HCN4 en las muestras

enriquecidas en mitocondrias.

2.2.1. HCN4 en la dieta KA

En el inmunoblot de corteza se observd una regulacion a la baja de HCN4 (banda de ~95
kDa). Es posible que refleje una menor expresion del canal en el tubulo proximal. Lo anterior
es congruente con la disminucion de la reabsorcion de Na* a nivel proximal para favorecer su
reabsorcion distal a través de ENaC, y asi estimular la secrecion de K*. Existe evidencia de que
la abundancia proteica de NHE3, la via reabsortiva de Na® mas importante en el tubulo
proximal, disminuye por la dieta KA (Yang et al. 2017), lo que implicaria una menor actividad
de la Na*-K* ATPasa y, en consecuencia, menor requerimiento de ATP. Esto correlacionaria
con la disminucién de la abundancia del canal HCN4 en las mitocondrias, donde se cree que

estos canales favorecen la sintesis de ATP.

La regulacion a la alta de HCN4 (banda de ~95 kDa) que se observd en el inmunoblot de

médula externa, probablemente se asocia a TAL, dado que este segmento tiene una
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contribucién importante en masa y nimero en dicha region renal. De manera interesante, la
forma truncada de mayor peso (95 kDa) parece aumentar a expensas de la de menor peso (70
kDa), pues ésta Ultima disminuye simultaneamente. La dieta KA disminuye la reabsorcién de
Na* en TAL para que llegue mayor cantidad de Na* a la region distal, lo cual es congruente
con una menor expresion y fosforilacion de NKCC2 (Yang et al. 2017, 2018). Contrario a lo que
se esperaria considerando una menor reabsorcién de Na*, la actividad de la Na*-K* ATPasa en
este segmento aumenta por la dieta KA (Doucet & Katz, 1980), quiza en respuesta a la alta
concentracién de K* en el espacio extracelular (Therien & Blostein, 2000). Ante una mayor
entrada de K* y su consecuente aumento intracelular, es posible que la regulacion a la alta de
HCN4 en las mitocondrias de TAL favorezca tanto la internalizacion de K* a la matriz
mitocondrial para evitar su acumulacion citosolica, como la sintesis de ATP para sustentar la

actividad de la bomba.

2.2.2. HCN4 en la dieta KD

La dieta KD, al contrario de la dieta KA, promueve una mayor reabsorcion de Na* a nivel
proximal como mecanismo adaptativo para disminuir la llegada de Na™ a los segmentos de la
nefrona distal donde ocurre el intercambio Na*/K* (i.e. CNT y CD), y de esta manera reducir la
fuerza electromotriz para la secrecién de K*. En linea con esta idea, la abundancia proteica de
NHE3 se regula a la alta por la dieta KD (Elkjaer et al. 2002); este intercambiador, ademas de
favorecer la reabsorcion de Na*, tendria un papel importante en la secrecion de NH4*, cuya
produccion (amoniagénesis) en el tubulo proximal se encuentra elevada por la dieta KD (Abu
Hossain et al. 2011). Ante un aumento citosolico de los niveles del NH4*, la tendencia de
regulacion a la baja del canal HCN4 (banda ~95 kDa) en corteza (donde predomina el tubulo
proximal) podria ayudar a limitar la entrada (o regreso) del NH4" a la mitocondria,
considerando que los canales HCN permiten el paso de esta especie idnica (Carrisoza-Gaytan
et al. 2011). Asimismo, ya que la deficiencia de K* promueve la salida de K* al espacio
extracelular como mecanismo compensatorio, se espera que el K* mitocondrial también se
redistribuya. Entonces, seria l6gico que las vias de entrada mitocondrial de K*, como podria

ser el canal HCN4, se reduzcan.
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La tendencia de regulacién a la baja de HCN4 (banda ~95 kDa) en la médula externa se
podria atribuir a TAL, segmento en el que la dieta KD provoca una menor expresion de
NKCC2 (Amlal et al. 1998; Elkjaer et al. 2002). Si la entrada de Na* apical a través de este
cotransportador disminuye, también la concentracién intracelular del cation y la actividad de
la Na*/K* ATPasa. Un menor requerimiento de ATP podria explicar que la abundancia del

canal HCN4 mitocondrial tienda a disminuir.

2.3. Inmunofluorescencias de los canales HCN2 y HCN4

Tabla 7. Resumen de la regulacion de la inmunofluorescencia de HCN2 y HCN4 en la nefrona distal

_ Segmento de la nefrona distal
Dista | Canal CNT CCD OMCD

KA HEND 1 intracelular 1 intracelular en células principales

KD HCN4 - apical en células a-intercaladas T apical en células a-

intercaladas

1 Aumento, -~ sin cambio, CCD: conducto colector de la corteza, CNT: tubulo conector, DCT2:

tubulo contorneado distal tardio, OMCD: conducto colector de la médula externa.

2.3.1. Regulacién de HCN2 por la dieta KA

La regulacion a la alta de la marca inmunofluorescente del canal HCN2 en las células
principales de CNT y CCD, donde también se ha reportado un aumento de la
inmunofluorescencia apical de ROMK por la dieta KA (Wade et al. 2011), sugiere que HCN2
puede contribuir a la adaptacion renal para intensificar la secrecion de K*, al menos
indirectamente. HCN2 es casi imperceptible en OMCD en condiciones control, y el aumento
de su inmunofluorescencia por la dieta KA, apunta al mismo papel del canal que en CCD. A
pesar de que se desconoce el mecanismo molecular que conduce al aumento de HCN2 en
estos segmentos, es muy probable que involucre una sefializacion mediada por aldosterona.
El incremento intracelular del canal HCN2, semejante al aumento que se observa para HCN3
por la misma dieta en las células principales del CCD (Lépez-Gonzalez et al. 2020), podria

relacionarse con su posible localizacion mitocondrial como se ha mencionado anteriormente.
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De hecho, se ha observado un aumento del contenido mitocondrial en las células del CNT y
principales del CD por la dieta KA (Kaissling & Le Hir, 1982), asociado al aumento de la
actividad de la Na*/K* ATPasa (Doucet & Katz, 1980; Le Hir et al. 1982).

La localizacion del canal HCN2 en membrana plasmatica es menos evidente que su presencia
en compartimentos intracelulares. Sin embargo, no se puede descartar por completo que
cierta proporcién de los canales alcancen dicha membrana. En las células principales, su
presencia en el dominio basolateral podria ayudar a reciclar parte del Na* que esté saliendo al
intersticio debido a la intensa actividad de la Na*/K* ATPasa por la dieta KA. El transporte
electrogénico que media la Na®/K* ATPasa (saca 3 Na" y mete 2 K%) induce la
hiperpolarizacion de la membrana basolateral (Giebisch, 1998), lo que también favoreceria la
apertura de los canales HCN2 y la entrada de Na™ a través de ellos, devolviendo asi parte del
Na* reabsorbido en exceso para evitar su retencién sistémica. En OMCD, HCN2 podria incluso
permitir la entrada de K*, ya que su concentracién en el intersticio medular puede alcanzar
35-50 mM en condiciones de KA (Stokes, 1982). La presencia de HCN2 en la membrana apical
tendria una funcion similar a ENaC, es decir, contribuir a la generacion del gradiente
electroquimico para sustentar la secrecién de K*. Se sabe que ENaC es el principal mecanismo
de entrada luminal de Na* en la ASDN. Frindt y Palmer (2009) demuestran que la excrecién
urinaria de K* en condiciones control depende casi por completo de la actividad sensible a
amilorida (mediada por ENaC), sin embargo, en ratas sometidas a una dieta KA, una parte de
la excrecién incrementada de K™ es independiente de ENaC, lo cual es compatible con la

contribucién de otras vias, entre las cuales podria estar el canal HCN2.

Finalmente, es importante discutir respecto a la expresion basolateral de AQP2 por la dieta
KA. En condiciones control, AQP2 se ha detectado en regiones basolaterales en CNT e IMCD,
pero raramente en CCD (Christensen et al. 2003). Sin embargo, se ha reportado que la dieta
KA disminuye los niveles apicales de AQP2 y favorece su trafico hacia membranas
basolaterales en CCD y OMCD, y se ha planteado que es consecuencia de los altos niveles
plasmaticos de aldosterona (De Seigneux et al. 2007), aunque el mecanismo molecular es

incierto. La expresiéon de AQP2 en la membrana basolateral tal vez se requiera para regular el
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volumen de las células de CNT y principales (CCD/OMCD), frente al aumento de la
osmolaridad plasmatica e intersticial inducida por la mayor concentracion de K*. Por otro
lado, la disminucion de la expresion de AQP2 en la membrana apical limitaria la entrada de
agua desde la luz tubular, provocando el aumento del flujo luminal, el cual estimula la
secrecion de K¥, no solo al promover la activacion de los canales BK (Pluznick & Sansom,
2006; Woda et al. 2001), sino también al arrastrar con mayor rapidez el K* secretado y

dejando un gradiente quimico favorable para la secrecion de mas K*.

Lumen . Intersticio
Célulade CNT
Célula principal (CCD/OMCD)
< ROMK —K* = K*

ATPasa 4+ KA

1+ KA Na* —

Na* EN"EI” HCN2
£ KA K* —Kir4.1/5.1>
S — HCN2

<+ AQP2 —» H,0 KA
¥ KA HO ! aaP2 | »
HCN2

— AQP3/4 > H,0

HCN2 KA

Fig. 23. Diagrama esquematico de la célula de CNT y principal de CCD/OMCD indicando las principales
proteinas de transporte y la regulacién inducida por una dieta con K* alto (KA). En rojo aparecen las
observaciones de la presente tesis. El canal HCN2 aumenta su expresiéon en compartimientos
intracelulares, probablemente mitocondrias, y una porcién de los canales podria dirigirse a la
membrana plasmatica (lineas punteadas) para contribuir a la entrada celular de Na*. Se propone que
HCN2 participa indirectamente en la secrecién de K*, ya sea por su actividad a nivel mitocondrial (i.e.
favorecer la sintesis de ATP y en consecuencia, la funcion de la Na*/K* ATPasa) o el transporte que
media en membrana plasmatica. Por otro lado, AQP2 disminuye su expresion en la membrana apical
pero aumenta en la membrana basolateral. AQP: Acuaporina, ENaC: Canal epitelial de Na*, Kir: Canal
de K* rectificador entrante, ROMK: canal de K* Kir1.1.
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2.3.2. Regulacién del canal HCN2 por la dieta KD

El aumento de la marca inmunofluorescente de HCN2 en el intersticio medular es un enigma,
pues no se conoce especificamente en qué tipo celular intersticial se localiza. De hecho no
hay ningun estudio que refiera la presencia de canales i6nicos en este compartimento, y

mucho menos su funcion. Por lo tanto, seria un area potencial de investigacion.

La disminucion de la inmunofluorescencia de AQP2 por la dieta KD es consistente con la
regulacion a la baja de dicha acuaporina a nivel de transcrito y proteina que se ha reportado

(Amlal et al. 2000b, Marples et al. 1996).

2.3.3. Regulacién del canal HCN4 por la dieta KD

El aumento notable de la inmunofluorescencia de HCN4 en las células a-intercaladas del
OMCD en condiciones KD, sugiere que el canal participa en la reabsorcién de Na*, la cual
estaria acoplada a la reabsorcién de HCOs', a su vez dependiente de la secrecién de H*. La
secrecion de H* a través de la V-ATPasa es electrogénica e induce la hiperpolarizacién de la

membrana apical, lo cual favoreceria la actividad del canal HCN4.

Esta hipotesis es congruente con la alcalosis metabdlica inducida por la deficiencia de K*
(Jones et al. 1982), la cual esta asociada en parte a: una mayor reabsorcion de HCOs™ en la
nefrona distal (Capasso et al. 1987), en particular en OMCD (Nakamura et al. 1998b), y un
aumento de la excrecién urinaria de NH4* (Abu Hossain et al. 2011, Han et al. 2011). También
seria consistente con la amplificacion estructural y funcional de las células a-intercaladas que
induce la dieta KD: aumento del niumero y tamafio celular, asi como del area de las
membranas luminal y basolateral, particularmente en OMCD (Elger et al. 1992, lervolino et al.
2020), la mayor expresion apical y actividad de las proteinas especificas relacionadas con la
secrecion de H*, V-ATPasa (Bailey et al. 1998, Silver et al. 2000) y H*/K* ATPasa (Nakamura et
al. 1998a, 1998b), y la regulacion a la alta de AE1, la via de salida basolateral de HCO3™ (Barone
et al. 2007).
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Fig. 24. Diagrama esquematico de la célula a-intercalada de OMCD indicando las principales proteinas de
transporte y la regulacion inducida por una dieta deficiente de K* (KD). En este contexto aumenta la
excrecion urinaria de NH4* y los mecanismos subyacentes, es decir, la expresion y/o actividad de la H*-
ATPasa, H*/K* ATPasa, Rhcg y Rhbg. En rojo se indica el resultado de la presente tesis, es decir, una
mayor expresion apical del canal HCN4. La entrada de Na* a través de HCN4 podria estar acoplada a la
reabsorcion de HCOs, ya que el intercambiador aniénico AE1, su via de salida en la membrana
basolateral, también se regula a la alta. AE1: Intercambiador aniénico tipo 1, BK: Canal de K* regulado
por Ca?*, CIC-K2: canal de CI renal, KCC4: Cotransportador K*-CI" tipo 4, NKCC1: Cotransportador Na¥,
K*, 2CI tipo 1, Rhbg/Rhcg: glicoproteinas Rh b/c, ROMK: canal de K* Kir1.1.

SECCION I1. Canales HCN en mitocondrias de corazén
2.1. Inmunodeteccién en tejido cardiaco de rata

Se observaron tres de las cuatro isoformas de los canales HCN en las mitocondrias de corazén
de rata. El canal HCN3 se detectd tanto completo (~86 kDa) como truncado en el N-terminal
(~70 kDa), similar a las observaciones en el rifién de rata (Lopez-Gonzalez et al. 2016). Los
canales HCN2 y HCN4 se inmunodetectaron a un peso molecular aparente distinto al tedrico;

en ambos casos a menor peso, posiblemente debido a una protedlisis enddgena. Para el
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canal HCN2 también se observa una banda a mayor peso del reportado para el canal
glicosilado (~125 kDa) en cerebro (Zha et al. 2008); curiosamente, la banda a ~125 kDa se
detect6 solo en el sobrenadante. Esto apunta a que el canal HCN2 mitocondrial presenta
modificaciones postraduccionales distintas al que se encuentra en otros compartimentos

intracelulares y/o en membrana plasmatica.

Debido a que el potencial de la membrana mitocondrial (A¥.) es muy negativo,
probablemente los mecanismos regulatorios que favorecen el desplazamiento del voltaje de
activacion de los canales HCN hacia valores mas positivos (e.g. union de AMPc al CNBD), no
sean necesarios o relevantes en este contexto. Entonces, se espera que las formas truncadas
en el C-terminal (~70 kDa) para HCN2 y HCN4 que se detectaron en el inmunoblot y carecen

del CNDB, tengan un papel funcional en la mitocondria.

Existen antecedentes de otros canales de K* mitocondriales que se han detectado a menor
peso molecular del esperado; por ejemplo, la subunidad o del canal BKc. se observé a 55y 80

kDa en preparaciones mitocondriales de corazon e higado, respectivamente (Xu et al. 2002).

2.2. Ensayos de funcién mitocondrial en cardiomiocitos

2.2.1 Efecto del ZD7288 sobre el potencial de membrana mitocondrial

Con base en el efecto hiperpolarizante del ZD7288 sobre el potencial de membrana
mitocondrial (30 y 60 min) de los cardiomiocitos (células H9c2), se cree que los canales HCN
localizados en la mitocondria permiten la entrada de K* a la matriz en favor de su gradiente
electroquimico. La ligera despolarizacion inducida por el ZD7288 a los 10 min podria deberse

a un efecto inespecifico del inhibidor y/o a una respuesta mitocondrial compensatoria.

Se espera que la entrada del K* tenga un ligero efecto desacoplante al promover la fuga de
H*, pues es necesario 'gastar’ parte la fuerza proton-motriz (Ap) para sacar al K* a través del
intercambiador K*/H* en el llamado ciclo del K™ (Garlid & Paucek, 2003; O'Rourke, 2004).

Aunque pareciera un proceso futil, la presencia de canales de K* mitocondriales extendida en
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diferentes organismos apoya que este desacoplamiento moderado cumple una funcién
adaptativa e importante, posiblemente como parte de los mecanismos regulatorios de

OXPHOS y el balance energético celular (Laskowski et al. 2016).

El bombeo de H* por la cadena respiratoria mantiene un A¥, alrededor de -180 mV (Leanza
et al. 2015). Considerando que este valor es muy negativo y que el determinante principal de
la apertura de los canales HCN es la hiperpolarizacién, se asume que los canales estan
abiertos y contribuyen a la entrada basal de K*. Por el contrario, otros canales de K*
identificados en las mitocondrias cardiacas (Karr, BKca, SKca, Kv7.4, Knal.2) dependen de
mecanismos de activacién especificos (ATP bajo, Ca*, despolarizacion, Na*), favorecidos solo
en cierto contexto fisioldgico y/o patolégico. Una entrada basal de K*, probablemente se
requiere para mantener la concentracién de K* en la matriz mitocondrial, importante para
regular el volumen mitocondrial (Garlid & Paucek, 2003), que a su vez afecta la oxidacién de
acidos grasos, la cadena respiratoria y la sintesis de ATP (Harlestrap, 1989). La expresion de
los canales HCN en la mitocondria podria contribuir a estabilizar el A¥,, al evitar una
hiperpolarizacién excesiva. Ademas, ya que el A¥, es un parametro determinante de la
produccion de ROS (Brookes, 2005), los canales HCN mitocondriales también podrian estar

involucrados en la regulacion de los niveles de ROS y su sefializacion celular.

Un aspecto importante que diferencia a los canales HCN de otros, es que su conductancia es
de las mas pequefas conocidas, lo cual es compatible con que estén abiertos en condiciones
basales; ademas, son regulables por diversos mecanismos, entre ellos el pH (Stevens et al.
2001; Zong et al. 2001), factor de gran relevancia en la mitocondria. Asimismo, los parametros
biofisicos obtenidos de los registros de patch clamp en mitoplastos de cardiomiocitos,
sugieren que los canales HCN forman heteromultimeros (Padilla-Flores et al. 2020), lo cual

amplia su diversidad funcional.

2.2.2. Efecto del ZD7288 sobre los parametros respiratorios

El abatimiento de la respiracion basal tras 30 min de la adicion de ZD7288 al cultivo de

cardiomiocitos indica que los canales HCN estan abiertos en condiciones normales y su
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actividad esta relacionada con la funcion normal de la cadena respiratoria y por ende, el
consumo de O,. Hay una tendencia de disminucion de la respiracién debida a la fuga en el
mismo tiempo (30 min), la cual se podria deber a que el bloqueo de la entrada de K* a través
de los canales HCN implica una menor compensacion mediada por el intercambiador K*/H".
Resalta que el consumo de O, asociado a OXPHOS cae significativamente desde los 10 min'y
disminuye aiin mas a los 30 min, lo cual sugiere que el transporte catiénico mediado por los
canales HCN esta vinculado de alguna manera a la sintesis de ATP. Se cree que permiten
principalmente la entrada de K, debido al gradiente electroquimico, pero no se descarta la
posibilidad de que los canales HCN también contribuyan a la entrada de Na® e incluso de
Ca**. Se ha reportado que las isoformas HCN2 y HCN4 permiten el flujo de Ca®* (Michels et al.
2008; Yu et al. 2004, 2007)

El papel de las mitocondrias es particularmente importante para la funcién adecuada de un
organo de alta demanda energética como el corazon. Se ha documentado que la ivabradina
tiene efectos cardioprotectores independientes de la reduccion de la frecuencia cardiaca en
modelos experimentales de isquemia/reperfusion en cerdo y raton (Heusch et al. 2008,
Kleinbongard et al. 2015). En estos estudios se observd que la ivabradina disminuia el tamafo
de la zona infartada y los niveles de ROS, tanto al administrarse antes de inducir el evento
isquémico como durante la reperfusion. Dichos efectos se conservaron incluso tras
contrarrestar la reduccion de la frecuencia cardiaca a través de la estimulacion auricular, lo
que les permitio a los autores concluir que eran independientes de la accién de la ivabradina
sobre la corriente /s de SAN, y por ende, de la frecuencia cardiaca. Asimismo, intuyeron que
los canales HCN en tejido ventricular podian estar involucrados, e incluso el hecho de que la
ivabradina afectara ROS, les condujo a plantear la posible expresion de los canales HCN en

mitocondria.

El efecto cardioprotector de la activacion de canales de K* mitocondriales (e.g. mitoKarp,
mitoBKca) contrasta con el efecto benéfico de bloquear a los canales HCN con ivabradina.
Quiza esto se relacione con el contexto en el cual se ha demostrado que la apertura

farmacologica de mitoKarp y mitoBKca resulta atil, es decir, en condiciones de isquemia/
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reperfusion. En dicho escenario, se alteran las concentraciones intracelulares de Na* y Ca**
(Murphy & Eisner, 2009; Testai et al. 2014). Los canales HCN, al no ser selectivos y ante el
aumento intracelular de Na* y Ca®* en condiciones de isquemia, podrian contribuir a la
entrada de dichos cationes. Por el contrario, la activacion de canales selectivos a K*, al
permitir una mayor entrada exclusivamente de K* e inducir la despolarizacion del A¥n, se
espera que reduzca el gradiente eléctrico para la entrada de Ca?* (Holmuhamedov et al.
1999). La atenuacién de la acumulacién de Ca®* mitocondrial evitaria la transicién de la
permeabilidad mitocondrial y liberacion del citocromo ¢ (Korge et al. 2002). Por lo tanto, el
efecto benéfico de la ivabradina en un contexto similar, probablemente se debe al bloqueo
de la entrada de Ca** a la mitocondria a través de los canales HCN. Adicionalmente, la
reduccion de ROS por el bloqueo de los canales HCN en un modelo de isquemia/reperfusion
(Heusch et al. 2008, Kleinbongard et al. 2015) sugiere que éstos podrian estar involucrados

con la produccién excesiva de ROS en un contexto patoldgico cardiovascular.
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CONCLUSIONES

4 El canal HCN2 se inmunolocalizdé en el tubulo conector (CNT), conducto colector de la

corteza (CCD) y médula externa (OMCD), asi como en otras estructuras del rifidn de rata:

glomérulos, vasos y células intersticiales.

4 El canal HCN4 se inmunolocalizd en el tubulo proximal, asa gruesa ascendente del asa de

Henle, y células a-intercaladas de la nefrona distal (CNT, CCD, OMCD).

4 La abundancia proteica de los canales HCN2 y HCN4 en muestras enriquecidas en

mitocondrias se regul6 diferencialmente por las dietas alta y baja en K*, tanto en corteza

como médula externa renal.

4 La dieta alta en K* aumentd la inmunofluorescencia intracelular del canal HCN2 en CNT, asi

como en las células principales de CCD y OMCD, lo cual podria contribuir indirectamente a la

secrecion de K* en la nefrona distal.

4 La deficiencia de K" intensifico la inmunofluorescencia apical del canal HCN4 en las células

a-intercaladas de OMCD, probablemente asociado a una mayor reabsorcién distal de Na™.

4 Los canales HCN2, HCN3 y HCN4 se expresaron en su forma proteolizada en mitocondrias

de corazoén de rata.

4 La adicion de un bloqueador de los canales HCN (ZD7288) a un cultivo de cardiomiocitos

hiperpolarizo el potencial de membrana mitocondrial.

4 La inhibicién de los canales HCN con ZD7822 en cardiomiocitos disminuyé el indice de

control respiratorio y el consumo de oxigeno asociado a la fosforilacion oxidativa.
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ANEXOS

Figuras suplementarias
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Fig. 1 Suplementaria. Inmunoblots del canal HCN4 en médula externa renal. Las imagenes superiores
corresponden a una exposicién prolongada de las placas fotograficas y las de abajo a una exposicion
breve. La presencia del canal completo glicosilado (alrededor de 140 kDa) en tejido renal solo es
evidente tras una sobreexposicion de la placa y esto provoca que las bandas mas abundantes
(fragmentos a 95 y 70 kDa aproximadamente) se encimen. El canal completo es mas abundante en
condiciones control respecto a las dietas de K* alto (KA, izquierda) y bajo (KD, derecha).
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Fig. 2 Suplementaria. A. Inmunoblot del canal HCN4 en tejido renal. El canal completo se
inmunodetecta alrededor de 140 kDa en la médula externa (OM), bandas inmunoreactivas de menor
peso se observan aproximadamente a 95 y 70 kDa tanto en corteza (Cx) como en OM, y una banda
intermedia entre estas Ultimas dos se distingue en mucha menor proporcion. B. mRNA de HCN4 en
tejido renal y cardiaco de rata. A través de una RT-PCR se logré amplificar un fragmento del canal de
1300 pb en corazén (10 pl), corteza y médula renal (50 uL), este producto se observa al mismo peso
que el control positivo pcDNA3 HCN4 (2 uL, linea 5). Se usd a GAPDH (5 pl) como control de la
reaccion. En el control negativo (C-, 10 plL) se omitio el cDNA del canal en la mezcla de reaccién. Los
marcadores de peso molecular (linea 1) fueron $X174 RF DNA/Hae Ill (0.5 ug) y ADNA/Hindlll (0.5 pg).
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The hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) channels are encoded by a family of four
genes (HCN1-4). All isoforms are expressed in the heart, HCN4 being the most abundant in the sinoatrial
node (SAN). HCN channels are responsible for the “funny” current (If) associated with the generation and
autonomic control of the diastolic depolarization phase of cardiac action potential. In this work we
performed a proteomic analysis of HCN4 transfected in HEK293 cells. Most of the identified proteins in
the HCN4 network belonged to mitochondria. The subcellular localization of HCN channels was predicted
in plasma membrane, mitochondria and nucleus. Experimentally, HCN2 (full-length, truncated), HCN3
(full-length, truncated) and HCN4 (truncated) were detected in rat heart mitochondria by immuno-
blotting. If sensitive to ZD7288, was recorded by patch-clamp in mitoplasts from cardiomyocytes.

Keywords:
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Cardiomyocyte
7ZD7288 Mitochondrial membrane potential (AWm) assessment in H9c2 cells revealed that ZD7288 induced
Ivabradine almost 50% higher hyperpolarization respect to control at 30 min. Furthermore, ZD7288 reduced oxygen

consumption attributed to ATP synthesis in H9c2 cells. In conclusion, we identify for the first time
functional HCN channels in mammalian cardiac mitochondria and demonstrate their impact on AYm
and respiration.

© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The contractile function of the heart depends on myocardial
electrical activity. Cardiac cycle begins with the action potential
originating in the sinoatrial node (SAN), propagating through atria to
the atrioventricular node. The mammalian SAN expresses channels
that conduct inward currents triggered by hyperpolarization in the

* Corresponding author.

E-mail addresses: mhaytte@hotmail.com (T. Padilla-Flores), zinaeli_lopezglz@
hotmail.com (z. Lopez-Gonzalez), lvaca@ifc.unam.mx (L. Vaca),
emilianoaparicio91@gmail.com  (0.E.  Aparicio-Trejo), bhalfredo@gmail.com
(A. Briones-Herrera), hriveros@unam.mx (H. Riveros-Rosas), pedraza@unam.mx
(J. Pedraza-Chaverri), dalebx4@gmail.com (D. Leén-Aparicio), caro.unam@gmail.
com (C. Salvador), asampier@ifc.unam.mx (A. Sampieri), laurae@unam.mx
(L.I. Escobar).

https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2020.02.033
0006-291X/© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

diastolic range of voltages, contributing to the generation of the
rhythmic cardiac activity. The inward current was originally named
“funny” (Ir) because of its unusual characteristics: mixed Na™ and K*
permeability, activation by hyperpolarization and slow activation
and deactivation kinetics [1].

The molecular determinants of I are the hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated (HCN) channels encoded by a
family of four genes (HCN1-4). In addition to SAN pacemaker cells, If
has been recorded in Purkinje fibers, atrioventricular node, atrium
and ventricles. If is activated around —60 to —90 mV, but in ven-
tricles at more negative potentials [2]. Inhibition of cardiac Ir by
bradycardic agents such as ivabradine has been useful to reduce
incidence of cardiovascular mortality and hospitalization for some
cases of heart failure [3].

Heart is one of the most energy demanding tissues because its
continuous contraction and relaxation is dependent on ATP
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produced by the mitochondrial oxidative phosphorylation
(OXPHOS). The electron transport chain and ATP synthase, located
in the inner mitochondrial membrane (IMM), are essential com-
ponents for the generation and preservation of energy metabolism.
The high negative value of the IMM potential (A¥m) required for
OXPHOS is a powerful driving force for mitochondria K* uptake.
Mitochondria also play an active role in Ca?>* homeostasis, reactive
oxygen species (ROS) production and apoptosis [4].

Several K' channels have been identified in heart mitochondria:
ATP-sensitive ROMK (mitoKarp) [5,6], Ca®*-sensitive (mitoBKc,,
SKca) [7,8], Knal.2 [9] and Kv7.4 [10]. Paradoxically, all these K*
channels are closed in physiological conditions. MitoKarp has been
the most widely K™ channel studied as a mediator of heart pro-
tection in ischemic preconditioning [11]. Pharmacological activa-
tion of mitoKarp by diazoxide reduces mitochondrial Ca%t uptake,
inhibits the permeability transition pore opening [12] and increases
ROS production by the electron transport chain [13].

In a previous report, we presented evidence of the functional
expression of HCN3 channel in kidney mitochondria [14]. The aim
of this work was to study the presence and physiological role of
HCN channels in cardiac mitochondria.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and antibodies

Most reagents used in this study were purchased from Sigma-
Aldrich (MO, USA). ZD7288 was obtained from Tocris (MN, USA);
5,5',6,6’-tetrachloro-1,1",3,3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocya-
nine iodide (JC-1, T3168) was purchased from Invitrogen (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). For more information about reagents
see [14]. Voltage-dependent anion channel (VDAC) antibody
(ab34726) was from Abcam (Cambridge, United Kingdom) and a-
tubulin antibody (t9026) was from Sigma-Aldrich. Anti-HCN1
(AGP-203), anti-HCN2 (APC-030), anti-HCN3 (APC-057) and anti-
HCN4 (APC-050) were purchased from Alomone (Jerusalem,
Israel). N-terminal HCN3 directed antibody (LS-C154764) was from
LifeSpan Biosciences (WA, USA). Monoclonal rat anti-HCN4
(NB100-74439) was obtained from Novus Biologicals (CO, USA).

2.2. Experimental animals and cell culture

Wistar rats and Balb/c mice were used in this study to obtain
heart tissue. Animal experiments were approved by the Committee
on Animal Research and Ethics from Facultad de Medicina, UNAM.
HEK293 and H9c2(2—1) cells were grown up to 80% confluence in
high-glucose DMEM supplemented with 1.5 g/L or 3.7 g/L NaHCOs3,
respectively, 100 U/mL penicillin, 10 mg/mL streptomycin and 10%
FBS in a humidified atmosphere with 5% CO, at 37 °C.

2.3. Sequence analysis

The subcellular localization of HCN channels was predicted with
CELLO2GO web server (http://cello.life.nctu.edu.tw/cello2go/) [15].
Amino acid sequences belonging to the HCN family were retrieved
using BlastP searches against the complete human, rat and mouse
genomes available at NCBI site (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
using the human HCN4 (NCBI accession number NP_005468) as
bait. Multiple amino acid sequence alignments were performed
with MUSCLE [16]. Phylogenetic analyses were conducted using the
MEGA?7 software suite (http://www.megasoftware.net) [17]; see
details in Supplementary material.

2.4. Proteomic assay

HEK293 cells were transfected with pcDNA3-hHCN4. After 48 h
of transfection, cells were lysed with RIPA buffer supplemented
with protease inhibitor cocktail. For immunoprecipitation, mono-
clonal rat anti-HCN4 was used. Procedure, reagents and equipment
are described in [14].

2.5. Enrichment of rat heart mitochondria

Heart mitochondria for immunoblotting were isolated by dif-
ferential centrifugation as previously described [18].

2.6. Immunoblotting

The procedure is described in [14]. Dilution of HCN primary
antibodies was 1:400—1:700.

2.7. Isolation of cardiomyocytes mitochondria and mitoplasts

Isolation of cardiomyocytes was conducted as previously
described [19], and cultured for 24 h. Mitochondria from
HEK293 cells and cardiomiocytes were isolated as described in [14].
Mitochondria were incubated with 1 mL of digitonin buffer (2 mg/
mL). Suspension was mixed intensely for 15 min, and an equal
volume of isolation buffer was added to stop digitonin. Finally,
suspension was centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4 °C to
recover mitoplasts (IMM plus matrix).

2.8. Patch-clamp recordings in mitoplasts

The procedure is described in [14]. The voltage protocol con-
sisted of 20 mV steps from —140 mV to +40 mV with a holding
potential of 0 mV with a duration of 5 s.

2.9. Mitochondrial membrane potential (4% m) monitored by JC-1
staining

AWm was measured in H2c9 cells cultured in 96-wells plate by
incubating them with the fluorometric dye JC-1 (1 pg/mL) for
20 min at 37 °C. Fluorescence emission peaks at 525 and 590 nm,
obtained at 488 nm excitation, were measured in a Cell Imaging
Multi-Mode reader (BioTek Instruments Cytation 5, VT, USA), at
different times after addition of PBS alone (control), ZD7288 or
carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) at 50 puM.
Representative images were obtained with GFP and RFP filters.

2.10. Cell respirometry

Oxygen consumption in H9c2 cells was determined using the
respirometry equipment O2k (Oroboros Instruments, Innsbruck,
Austria). Briefly, measurements were performed using 2 mL of
culture medium. Each experiment was initiated by adding cells;
respiratory parameters were defined as: 1. Routine respiration:
oxygen consumption of cells incubated with ZD7288 (50 uM) or
water (vehicle). 2. Leak of respiration: oxygen consumption in the
presence of 7.5 pM oligomycin. 3. Respiratory control index (RCI):
Routine/Leak ratio. 4. Respiration attributable to oxidative phos-
phorylation (P): Routine - Leak. 5. Percentage of respiration
attributable to OXPHOS was estimated as (P/Routine) x 100. All
parameters were corrected by subtracting the non-mitochondrial
oxygen consumption, obtained by the addition of 2 pM rotenone,
10 uM antimycin A, and normalized by the number of cells deter-
mined with trypan blue staining.
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3. Results and discussion

previous study [14].

3.1. Proteomic analysis of HCN4 channel

Since HCN4 is the predominant isoform expressed in SAN, we
performed a proteomic assay to establish its protein-protein inter-
action network. Mitochondrial proteins were the most prominent

protein family associated to HCN4 (Table 1) as it was for HCN3 in our

3.2. Subcellular localization prediction of HCN channels and its
identification in heart mitochondria

As expected, all HCN channels were found in plasma membrane.

Table 1
HCN4 interacting proteins found by mass spectrometry in transfected HEK293 cells. The resulting candidate proteins had a percentage >95% of reliability (Protein AutoCurate
green).
Protein name UniProt UniProt Entry name Gene Molecular
accession name Mass (kDa)
14-3-3 protein epsilon (fragment) K7EM20 K7EM20_HUMAN YWHAE 129
14-3-3 protein eta Q04917 1433F_HUMAN YWHAH 284
14-3-3 protein gamma P61981 1433G_HUMAN YWHAG  28.5
14-3-3 protein theta P27348 1433T_HUMAN YWHAQ 28.0
28S ribosomal protein S22, mitochondrial G5E9V5 G5E9V5_HUMAN MRPS22 414
28S ribosomal protein S25, mitochondrial E7EPW2 E7EPW2_HUMAN MRPS25 129
39S ribosomal protein L22, mitochondrial QINWU5 RM22_HUMAN MRPL22 238
39S ribosomal protein L4, mitochondrial (fragment) K7ES61 K7ES61_HUMAN MRPL4 338
39S ribosomal protein L44, mitochondrial Q9H9J2 RM44_HUMAN MRPL44 379
39S ribosomal protein L49, mitochondrial Q13405 RM49_HUMAN MRPL49 193
60 kDa heat shock protein, mitochondrial P10809 CH60_HUMAN HSPD1 61.2
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial P25705 ATPA_HUMAN ATP5A1 59.9
CDKS5 regulatory subunit-associated protein 2 Q96SN8 CK5P2_HUMAN CDK5RAP2 216.6
Clathrin heavy chain 2 AOA087WX41 AO0A087WX41_HUMAN CLTCL1 1441
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial P31930 QCR1_HUMAN UQCRC1 533
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase P36957 ODO2_HUMAN DLST 49.1
complex, mitochondrial
Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial (fragment) HOYL12 HOYL12_HUMAN ETFA 25.0
Elongation factor Tu, mitochondrial P49411 EFTU_HUMAN TUFM 499
Isoform 2 of Poly(A) RNA polymerase, mitochondrial QINVV4-2 PAPD1_HUMAN MTPAP 79.7
Isoform 3 of Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial 095831-3 AIFM1_HUMAN AIFM1 66.6
Mitochondrial dicarboxylate carrier (fragment) I3L1E8 I3L1E8_HUMAN SLC25A10 12.3
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mitochondrial 075489 NDUS3_HUMAN NDUFS3 304
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mitochondrial (fragment) Q5]JPU2 Q5JPU2_HUMAN PDHA1 139
Septin-2 (Fragment) C9J2Q4 C9J2Q4_HUMAN SEPT2 213
Stress-70 protein, mitochondrial P38646 GRP75_HUMAN HSPA9 74.0
Threonine-tRNA ligase, mitochondrial Q9BW92 SYTM_HUMAN TARS2 81.9
Vimentin P08670 VIME_HUMAN VIM 53.7
A B
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Fig. 1. Subcellular localization of HCN channels. (A) Computational subcellular localization predictions for full-length isoforms of HCN channels from human, rat and mouse.
Amino acid sequences were retrieved from NCBI site. Mean predictions for each HCN channel were represented by pie charts. (B) Immunoblotting of HCN channels from rat heart
mitochondria (ventricles). HCN3 was detected both as N-truncated protein (~70 kDa) with a C-terminal epitope directed antibody (anti-C-HCN3), and as a full-length protein
(~86 kDa) with an antibody that recognizes an N-terminal epitope (anti-N-HCN3). Bands for HCN2 (~140 and ~70 kDa, probably corresponding to full-length posttranslationally
modified and C-truncated protein, respectively) and HCN4 (~70 kDa, C-truncated protein) were also immunodetected in mitochondria using antibodies that recognize an N-terminal
epitope; in contrast, no bands were observed for HCN1 isoform. HCN2, HCN3 and HCN4 channels were more abundant in mitochondria-enriched fraction (M) than in supernatant
(S). To assess mitochondrial enrichment, a-tubulin (~55 kDa) and voltage-dependent anion channel (VDAC, ~31 kDa) were used as negative and positive controls, respectively.
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Fig. 2. Patch clamp recordings of I; in whole mitoplasts from HEK293 cells and from cardiomyocytes. Mitoplast currents from HEK293 cells (A) non-transfected, (B) transfected
with HCN1 channel and (C) transfected with HCN4 channel under control conditions (left) and after 2 min of ZD7288 addition (right). (D) Current-voltage (I/V) relationships for each
group of mitoplasts from HEK293 cells. (E) Mitoplast currents from cardiomyocytes under control conditions (left) and after 2 min of ZD7288 addition (right). (F) I/V relationships
for control (open circles) and after ZD7288 addition (filled circles) from cardiomyocyte mitoplasts. (G) Mitoplast currents obtained from cardiomyocytes (blue lines) and the fit to a
single exponential function (black lines) for the voltages of —60, —80, —100 and —120 mV. (H) Time activation constants (t) obtained from the fit illustrated in panel G. 50 uM
ZD7288 was used in the assays. In all panels, symbols indicate the mean + standard deviation, n = 10. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader

is referred to the Web version of this article.)

However, they exhibit other subcellular locations. Besides plasma
membrane, HCN1, HCN2 and HCN4 showed a predominant nuclear
location, whereas HCN3 was more abundant in mitochondria
(Fig. 1A). This last prediction agrees with results obtained previously

in kidney [14]. Since all isoforms are expressed in the heart [20],
Western blot experiments were performed to identify each HCN
channel in rat cardiac mitochondria. VDAC and a-tubulin were used as
positive and negative controls of mitochondria enrichment,
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Fig. 3. Effect of ZD7288 and CCCP on mitochondrial membrane potential (AW ,) of
H9c2 cells. (A) Visualization by Cytation 5 showing JC-1 red (595 nm), JC-1 green
(525 nm) and merge images of cells after 30 min of treatment. (B) JC-1 fluorescence is
reported as the ratio of red fluorescence (590 nm) to green fluorescence (525 nm);
values were normalized with control cells (without inhibitor). ZD7288 or CCCP
(50 uM). Data are mean + SEM, n = 10, *p < 0.001 vs control. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of
this article.)

respectively (Fig. 1B). Immunoblotting of HEK293 cells transfected
with all HCN isoforms were previously conducted to confirm anti-
bodies specificity [ 14]. Surprisingly, besides HCN3 (~86 and ~70 kDa),
HCN2 and HCN4 were also detected in mitochondria from heart.
Apparent molecular weight was higher (~140 kDa) and lower
(~70 kDa) for HCN2, and lower (~70 kDa) for HCN4, with respect to
that predicted by their amino acid sequence (95 and 129 kDa,
respectively). Interestingly, HCN2 appeared around 120 kDa in su-
pernatant as reported in brain for the glycosylated form. HCN2 band
at ~140 kDa in mitochondria probably contains additional post-
translational modifications.

There are few reports showing immunoblots of cardiac mito-
condrial K* channels; recently an N-truncated SK3 splice variant
was documented in cardiac mitochondria from human and guinea
pig [21]. Thus, further studies are needed to establish the mecha-
nisms involved in the generation of truncated forms of HCN
channels in rat heart mitochondria.

Dual targeting of proteins can be achieved at the level of tran-
scription, splicing or translation, and results in two or more
translation products that either harbor or lack specific targeting
signals. Dual targeting of a single translation product has also been

described [22]. Interestingly, dual-targeted proteins tend to be
more evolutionarily conserved [23]. The fact that HCN channels can
be located in more than a single subcellular compartment, suggests
that they have different functional roles inside each compartment.
The core region of mammalian HCN1-4, including the conserved
cyclic nucleotide-binding domain exhibit 80—90% sequence iden-
tity. Differences in both sequence and length among HCN channels
occur mainly in the N- and C-terminal domains. The sequence
divergence in these terminal domains is probably determinant to
differentiate their physiological roles. Phylogenetic tree in Fig. S1
shows that HCN1 and HCN2 are located in the same branch, and
this agrees with data from Jackson et al. [24] suggesting that these
two isoforms are the product of a duplication event that occurred
early in the evolution of vertebrates.

3.3. Electrophysiological recordings of hyperpolarization-activated
currents (I) in mitoplasts from HEK293 cells transfected with HCN4
and mitoplasts from cardiomyocytes

Patch-clamp recordings of mitoplasts from HEK293 cells non-
transfected (Fig. 2A) and transfected with HCN1 (Fig. 2B) were
used as negative controls. Ir were recorded in the range of +40
to —140 mV (Fig. 2C, E) in mitoplasts from HEK293 cells transfected
with HCN4 and untransfected cardiomyocytes. The current/voltage
(I/V) relationship showed stable voltage-dependent inward cur-
rents. Ir were inhibited by 50 uM ZD7288, a blocker of HCN chan-
nels. The activation midpoint (V%) of HCN channels recorded in
cardiomyocytes mitoplasts was —95 + 7 mV, similar to that re-
ported for hHCN2 (—-95.6 + 3.8 mV) [25]. A hallmark used to
differentiate between HCN isoforms is the kinetics of activation.
HCN1 is the fastest activating channel with an activation time
constant (7) in the range of 30—300 ms, HCN4 represents the most
slowly activating isoform (v between 300 ms to several seconds
depending on its modulation by cAMP), whereas HCN2 and HCN3
display intermediate activation kinetics. Interestingly, we observed
that kinetics of If current recorded in mitoplasts from HEK293 cells
transfected with HCN4 (Fig. 2C) and from cardiomyocytes (Fig. 2E)
were very similar. However, © at —100 mV (t.100) Wwas
2000 + 1000 ms for HCN channels recorded in cardiomyocytes
mitoplasts (Fig. 2G and H), an intermediate value in comparison
with hHCN3 and hHCN4 (t_199: 1244 + 526 and 5686 + 2234 ms)
[25]. Based on immunoblots (Fig. 1B) and biophysical parameters
(Fig. 2), cardiac mitoHCN channel is possibly a heteromultimer of
HCN2/HCN3/HCN4 isoforms.

3.4. ZD7288 hyperpolarized cardiomyocyte mitochondrial
membrane potential (4¥'m)

The lipophilic cationic dye JC-1 forms aggregates with intense
red fluorescence in healthy mitochondria with high A¥m
(hyperpolarized), and monomers with green fluorescence when
AWm diminishes (depolarized). As expected, in control conditions
mitochondria were hyperpolarized (Fig. 3A). Interestingly, ZD7288
had a slight but significant depolarizing effect at 10 min (Fig. 3B);
this can be due to an unspecific effect of the inhibitor and/or to a
compensatory mitochondrial response, since after 30 min and 1 h
of ZD7288 incubation, a higher hyperpolarization (~50%) was
reached respect to control cells (Fig. 3). Based on these results,
mitochondrially located HCN channels are open and favor K"
influx to the matrix in physiological conditions; however, its
depolarizing effect is mild in comparison to that caused by CCCP
(Fig. 3). Since HCN channels are activated at hyperpolarized volt-
ages, they should contribute to steady K' influx to maintain an
optimal AWm for ATP synthesis and to regulate mitochondria
volume [4].
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oxidative phosphorylation = P; (D) respiratory control index = RCI; (E) percentage of basal respiration attributable to OXPHOS. Data are presented as mean + SEM, n = 3—4,

*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 vs control.

It has been documented that ivabradine has a protective effect
beyond that induced by heart rate reduction alone [26,27]. As un-
derlying mechanisms, attenuation of damage by ROS and reduced
Na' influx through the plasma membrane I current, with sec-
ondary decrease of Na*/Ca®>* exchange and Ca** overload have
been suggested [28]. Ivabradine targeting of cardiac mitoHCN
channels can also help explain the additional benefits of this
bradycardic.

3.5. ZD7288 decreased cardiac mitochondrial oxygen consumption

To elucidate the role of HCN channels in the cardiac mito-
chondria bioenergetics, the effect of ZD7288 on OXPHOS was
evaluated in H9c2 cells at 10 and 30 min. Cell respiration in vitro
is regulated by aerobic ATP demand but also by mitochondrial
processes that are required for cell growth, and by events that
reduce mitochondrial coupling, such as proton leak and electron
leak (ROS production). Cells maintained a “routine respiration”
(Fig. 4A). The oxygen consumption of mitochondrial processes
that do not produce ATP was evaluated through oligomycin in-
duction of the non-phosphorylating resting state (leak respira-
tion) (Fig. 4B); although, there was a tendency of reduction at 30
min, it was not statistically significant. The values of respiration
attributable to oxidative phosphorylation (P) (Fig. 4C), RCI
(Fig. 4D) and % OXPHOS (Fig. 4E) decreased with ZD7288. These
results clearly support that HCN channels participate in car-
diomyocyte respiration.

The mitochondrial electrochemical equilibrium is continu-
ously maintained by the coupling of K™ entry by channels and K*
efflux mediated by exchangers. The proton pump of the respi-
ratory chain keeps AWm between —150 to —180 mV in the IMM.
At these A¥m values, HCN channels are open; in contrast, other
K" channels identified in heart mitochondria (Karp, BKca, SKca,
Knal.2, Kv7.4) are closed. Opening of mitochondrial K™ channels

has been associated with cytoprotection, while its inhibition may
facilitate cell death [29].

Based on our findings, cardiac mitoHCN channels drive a steady
diffusive K™ influx into the matrix, that should be balanced by the
K*/H* antiporter [4]. This remarkable finding contributes to un-
derstand the pleiotropic effects of HCN blockers in cardiac patients
who are currently under this medication.
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