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PROLOGO

Los canales idnicos son las maquinas moleculares que permiten a la células comunicarse

con el mundo extracelular (Hille, 1992).

La familia de canales cationicos activados por hiperpolarizacién y modulados por nucledtidos ciclicos
(HCN) han ganado una gran importancia en los campos de la neurobiologia y la investigacion
cardiovascular. Se han realizado una cantidad de avances que han ayudado a conocer mejor sus
propiedades farmacologicas y sus posibles aplicaciones en la medicina. Sin embargo, estudios
recientes han reportado su presencia por primera vez en células [-pancreaticas y también en el
riion (El-Kholy, 2007; Bolivar, 2008), sugiriendo diferentes funciones para los canales HCN en

tejidos no-excitables.

En esta tesis describiré el trabajo para ampliar la evidencia que se tiene de la presencia de la familia
de canales HCN en el rifidn de la rata. En la primera parte de esta tesis se introduce al lector sobre
el transporte de solutos a través de las membranas celulares, las proteinas que estan involucradas y
los diferentes tipos de transporte que existen, detallando sobre las familias de canales i6nicos que
son mas relevantes para este trabajo. En la segunda parte se describe de manera general la
fisiologia renal. Debido a que se tiene evidencia que los canales HCN generan una corriente
entrante de Na*, se hace especial énfasis en los mecanismos de reabsorcion del Na* en el rifidn. En
la ultima parte se muestran y se discuten los resultados obtenidos para poder proponer cual podria
ser el papel de los canales HCN en un 6rgano como el rifion.



1. RESUMEN

Los canales cationicos activados por hiperpolarizacion y modulados por nucleotidos ciclicos (HCN)
participan en la generacion y modulacion de la actividad de marcapaso en el corazdn y el cerebro
(DiFrancesco, 1993). Los canales HCN tienen la misma topologia y comparten una gran homologia
con las familias de canales de K* sensibles al voltaje y activados por despolarizacion (Kv). A pesar
de que todos ellos comparten las mismas caracteristicas fundamentales, los canales HCN difieren
de los demas en dos puntos esenciales. Primero son mas permeables al K* que al Na* (4/1) por lo
que no son canales selectivos y segundo se activan a voltajes hiperpolarizantes. Esta familia de
canales consta de cuatro miembros HCN1, HCN2, HCN3 y HCN4. Se conoce ampliamente la
funcion de los canales HCN en el corazon y el cerebro.

Como antecedentes se tiene evidencia de la presencia de esta familia de canales en el rifidn, en
particular en el tubulo colector de la médula interna (TCMI): en un cultivo primario de TCMI se
registro una corriente entrante denominada Ivti, que muestra una gran analogia con las corrientes s
(corriente “funny”) generadas por los canales HCN (Escobar, 2004). La corriente Ivti se activa a
voltajes hiperpolarizantes (-60 mV), los canales no son selectivos (permean Na*y K*) y la diferencia
farmacologica mas significativa es que la corriente no se bloquea con Cs* (Bolivar, 2008), a
diferencia de los canales HCN hasta ahora descritos.

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia y distribucion de la familia de los canales HCN
en el rifion de la rata. Se aplicaron técnicas inmunohistoquimicas y de microscopia confocal. Por la
inmunofluorescencia indirecta se observd la presencia de todos los integrantes de la familia HCN.
Sin embargo, sélo se pudo detectar la presencia del canal HCN3 por los ensayos de Western blot.
Los canales HCN1 y HCN3 se observaron en las membranas apicales y los canales HCN2 y HCN4
en el citoplasma de las células de los tubulos en la corteza renal. EI canal HCN4 fue el Unico que se
localizd en la médula renal. Las propiedades biofisicas de estos canales sugieren que su papel
fisiologico podria ser la reabsorcion del Na* y/o la regulacion del volumen celular. Este trabajo
contribuye a la confirmacion de la presencia de una familia de canales idnicos que no se habia
reportado en los epitelios renales. Esto tendré un gran impacto en el campo de la fisiologia renal y

ayudara a entender mejor los mecanismos de la homeostasis de Na* y K* en el rifion.
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2.INTRODUCCION
2.1 MEMBRANA PLASMATICA
Las membranas biologicas definen los limites celulares y dividen a la célula en diferentes
compartimentos. Las membranas estan compuestas de lipidos y proteinas en combinaciones
diferentes dependiendo de la especie, del tipo celular o del organelo del que se trate. Los lipidos son
moléculas anfipaticas por lo que forman una doble capa de aproximadamente 5 nm de ancho, donde
la cabeza hidrofilica esta viendo siempre hacia el exterior y las dos colas hidrofébicas hacia el
interior (fig. 1), permitiendo que la célula permanezca relativamente impermeable (Lodish, 2000).
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Figura 1. Arquitectura de la membrana plasmatica (Lodish, 2000). La bicapa de fosfolipidos es la estructura basica de las
membranas celulares. Consiste en dos capas de fosfolipidos cuyas colas de acidos grasos forman un interior hidrofébico en el
interior de la bicapa y las cabezas polares delimitan la superficie de ambos lados. Las proteinas integral estan embebidas en la
membrana y las proteinas periféricas estan asociadas con la membrana por medio de interacciones proteina-proteina. En la cara
exterior glicoproteinas y glicolipidos.

El modelo del mosaico fluido de Singer y Nicholson describe caracteristicas que son comunes para
todas las membranas bioldgicas. Este modelo describe como:

» Las cadenas de &cidos grasos en el interior de la membrana forman una region hidrofobica
fluida.

* Las proteinas integrales flotan entre los lipidos, sostenidas por interacciones hidrofobicas

con sus aminoacidos no polares



* Tanto las proteinas como los lipidos son libres de moverse lateralmente en el plano de la
membrana, pero el movimiento de cualquiera de una cara de la bicapa a la otra esta

restringido.

* Las proteinas se encuentran distribuidas de manera irregular a través de la membrana y las

proteinas varian dependiendo de la membrana.

* Los grupos de carbohidratos unidos a algunas proteinas y lipidos estan en a la cara

extracelular de la membrana.

Existen dos tipos de proteinas en la membrana, las proteinas integrales y las proteinas periféricas.
Las proteinas integrales estan firmemente asociadas a la membrana con interacciones hidrofébicas.
Por otro lado, las proteinas periféricas estan asociadas a la membrana a través de interacciones
electroestaticas y también con puentes de hidrogeno con los dominios hidrofilicos de las proteinas
integrales y con las cabezas polares de los lipidos de la membrana (Nelson, 2005)

2.2 TRANSPORTE

Todas la células necesitan adquirir de su medio ambiente la materia prima para la biosintesis y la
produccion de energia, y también liberar al medio los productos derivados de su metabolismo.
Aunque unos cuantos compuestos no polares pueden disolverse en la capa lipidica y atravesar la
membrana sin ayuda, para el paso de compuestos polares, cargados o de iones es esencialmente
necesaria la presencia de una proteina de membrana, para el movimiento de un lado de la
membrana a otro. (Nelson, 2005)

El transporte a través de la membrana se puede dividir en difusion simple, transporte activo y
transporte pasivo. La difusion simple sucede cuando una molécula pequefia en solucion se disuelve
dentro de la bicapa de fosfolipidos, la atraviesa y luego se disuelve en la solucién acuosa en el lado
opuesto. En este proceso no hay proteinas involucradas y la tasa de difusion de la sustancia a través
de la membrana es proporcional al gradiente de concentracion y su hidrofobicidad.

Las proteinas de membrana que transportan moléculas a través de la membrana se pueden dividir

en tres grandes grupos, las ATPasas, los canales i6nicos y los transportadores (fig. 2).
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Figura 2. Los tres tipos de proteinas involucradas en el transporte (Lodish, 2000). Los gradientes se muestran con flechas
apuntando hacia la menor concentracién, potencial eléctrico 0 ambos. Las ATPasas utilizan la energia liberada de la hidrélisis del ATP
para potenciar el movimiento de iones (circulos rojos) o moléculas pequefias contra el gradiente electroquimico. Los canales idnicos
catalizan el movimiento de iones o agua a favor del gradiente electroquimico. Los transportadores facilitan el movimiento de moléculas
pequefas o iones (circulos negros).

Las ATPasas también llamadas bombas utilizan la hidrolisis de ATP para el movimiento de iones y
otros solutos en contra del gradiente de concentracion. Este tipo de movimiento se conoce como
transporte activo, donde dos reacciones quimicas una energéticamente desfavorable, a su vez esta
asociada a otra reaccion energéticamente favorable como puede ser la hidrdlisis de ATP a ADP y Pi.
La energia libre de Gibbs total, es decir la energia que puede utilizar el sistema, de estas dos
reacciones asociadas permite que la proteina pueda transportar solutos en contra del gradiente de
concentracion o del potencial de membrana.

Los canales idnicos transportan agua o iones especificos a favor de su gradiente electroquimico, es
decir son reacciones energéticamente favorables y a esto se le conoce como transporte pasivo.
Estos canales forman una via a través de la membrana por la que pueden pasar una gran cantidad
de iones 0 moléculas de agua a una tasa muy rapida, puede llegar a ser de 108 moléculas por
segundo.

Por Ultimo los transportadores, éstos a diferencia de los canales idnicos solo pueden mover una o
unas cuantas moléculas a la vez. Después que el substrato se une al transportador este ultimo sufre
un cambio conformacional al unirse a las moléculas del substrato, de manera que solamente estas
moléculas se pueden transportar al otro lado de la membrana. Como los transportadores requieren
sufrir un cambio conformacional cada vez que mueven su substrato de un lado de la membrana al
otro, estos tienen una tasa de transporte mas lenta que los canales iénicos, que es de alrededor 102
a 10* moléculas por segundo (Lodish, 2000).



Se conocen tres tipos de transportadores (fig. 3). Los uniportadores que transportan una molécula a
la vez a favor del gradiente de concentracidn. Por otro lado, los cotransportadores (simportadores y
antiportadores) catalizan el movimiento de un ion o de una molécula pequefia en contra del
gradiente de concentracion asociado al movimiento de una molécula o de un ion diferente a favor del
gradiente de concentracion, por esto se les conocen como “transportadores activos”. Al igual que las
ATPasas, los simportadores y los antiportadores actian como mediadores entre una reaccion
energéticamente desfavorable asociada a otra reaccion energéticamente favorable, pero a diferencia
de las ATPasas utilizan la energia del gradiente electroquimico (Lodish, 2000).

P
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Figura 3. Los tres tipos de transportadores (Lodish, 2000). Existen tres tipos de transportadores. Los uniportadores que
transportan un solo tipo de molécula a favor del gradiente de concentracion. Las proteinas cotransportadoras
(simportadores y antiportadores) catalizan el movimiento de una molécula en contra de su gradiente de concentracion
(circulos negros), potenciados por el movimiento de uno o mas iones a favor de su gradiente electroquimico (circulos rojos).
Los dos tipos de cotransportadores difieren en la direccion relativa en que la molécula transportada y el ion cotransportado
se mueven.

2.3 CANALES IONICOS

Historia

El concepto de canal ionico existi6 por muchos afos antes de que fuera posible examinar sus
propiedades como entidades individuales. Alan Hodgkin y Andrew Huxley en 1952 realizaron el
estudio clasico sobre la naturaleza del impulso nervioso, describieron matematicamente el flujo de
los iones del Na* y del K* a través de la membrana del axon. Encontraron que el potencial de
membrana y las corrientes ionicas estan fuertemente relacionados. Parecia que los cambios en la
permeabilidad i6nica estaban asociados con el movimiento de algunas particulas cargadas
eléctricamente a través de la membrana.

Hodgkin y Keynes en 1955 investigaron la permeabilidad del K* en los axones y encontraron que los

movimientos del K* radioactivo a través de la membrana se podia explicar mejor si lo iones pasaban



a través de poros estrechos en un sola linea. Desde entonces se empez6 a usar la palabra canal
para describir este fendmeno.

La membrana plasmatica actla como una barrera para separar los contenidos celulares de los
extracelulares, de esta manera las concentraciones iénicas dentro y fuera de la célula se pueden
mantener a niveles diferentes. Debido a esto, existe una diferencia de potencial eléctrico entre el
citoplasma y el medio externo. Los canales i6nicos son componentes esenciales en la actividad de
las células. Estan presentes en las membranas de la célula y permiten el paso de iones particulares
de un lado hacia el otro. Los factores involucrados para que los canales se abran o se cierren para
controlar el movimiento i6nico se conoce con el término de propiedades de compuerta. (Aidley,
1998).

Funcién

Un canal iénico esta formado por una o mas proteinas. Los canales contienen un poro central que se
abre mediante un cambio conformacional y asi permite que los iones fluyan a través del canal de un
lado de la membrana hacia el otro. Este movimiento idnico crea una corriente eléctrica suficiente
para su medicion, por lo tanto es posible observar la actividad de un canal individualmente y también
de una molécula o complejo molecular.

Los canales presentan una gran variacién en las propiedades de compuerta. Algunos canales se
abren por una combinacion con moléculas dentro o fuera de la célula, como pueden ser los
neurotransmisores o l0s mensajeros citoplasmicos. Otros canales se abren por cambios en el voltaje
a través de la membrana, y otros por estimulos sensoriales de varios tipos. También los canales
presentan selectividad para los iones a los que son permeables. Algunos permiten el paso de un
solo ion, como el Na* o el K*, y algunos permiten el paso de mas de un idn, como cationes

monovalentes o cationes en general. (Aidley, 1998).

Tipos de Canales

Existe una gran variedad de canales ionicos, los cuales son descritos comunmente en términos
de su selectividad iénica y sus propiedades de compuerta.
Se clasifican por su selectividad idnica como:



Canales Cationicos Canales Anidnicos

+ Canales de sodio + Canales de cloro
+ Canales de potasio
+ Canales de calcio

+ Canales cationicos no selectivos

De acuerdo a la regulacién de las propiedades de compuerta los canales pueden agruparse en
(Aidley, 1998):
A. Canales regulados por ligando (neurotransmisores como la acetilcolina, el glutamato, la
glicina, el GABA, la serotonina, etc.).
Canales sensibles al voltaje.
Canales sensibles a la tension (presion osmatica, curvatura de membrana).

D. Canales de uniones celulares

2.4 CANALES IONICOS SENSIBLES AL VOLTAJE

Los canales activados por voltaje son parte de una superfamilia de canales i6nicos, que abarcan
mas de 140 proteinas relacionadas formadoras de poros (Yu y Catteral, 2004). Los miembros de
esta superfamilia tienen un papel determinante en el mantenimiento de la homeostasis en el rifién y
muchos otros tipos celulares y ademas participan en las rutas de sefializacion de CaZ* en las células
excitables y no-excitables. Gracias a su importancia en muchos aspectos de la regulacion celulary la
transduccion de sefiales, los canales i6nicos activados por voltaje son el blanco molecular para una
gran variedad de toxinas bioldgicas con aplicaciones médicas, en las que se incluyen toxinas que
modifican las propiedades de compuerta y que alteran la cinética y la dependencia por el voltaje para
su activacion o inactivacion (Catteral, 2006).

Los canales sensibles al voltaje que generan potenciales de accién han sido clonados casi en su

totalidad y presentan una estructura muy similar.



A) Canal de K dependiente de voltaje C) Canal de Ha dependiente de voltaje
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Figura 4. Los diferentes tipos de canales sensibles al voltaje (Lodish et al, 2000). A) EI canal de K* sensible al voltaje es un
tetrdmero con cuatro subunidades idénticas cada contiene 656 amino &cidos y seis a-hélices transmembranales (indicadas por
numeros arabigos). La hélice 4 (en café) actlia como el sensor de voltaje y los segmentos que unen a las hélices 5 y 6 delinean al
poro. B) Los canales modulados por nucleétidos ciclicos también tienen cuatro subunidades. Ninguna de sus a-hélices actiia como
sensor de voltaje, por lo que estos canales no son sensibles al voltaje. Sin embargo, pueden unir AMPc o CMPC a un segmento
citosélico que causa la apertura de estos canales. C, D) Los canales de Na*y Ca?* sensibles al voltaje son proteinas monoméricas de
1800-2000 amino 4cidos organizados en cuatro dominios transmembranales homélogos (indicados por nimeros romanos)

Un canal de K* sensible al voltaje tipico contiene cuatro copias de un polipéptido de
aproximadamente 600 aminoacidos, cada uno con seis dominios transmembranales con una
estructura de a~hélice. En contraste, los canales de Na* y Ca?* estan formados por un solo
polipéptido de aproximadamente 2000 aminoacidos con cuatro dominios transmembranales
homdlogos, cada uno similar al canal de K* en estructura y secuencia (fig. 4). Estos dominios estan
conectados por fragmentos mas pequefios no-homalogos (Lodish, 2000).

Los canales de K* sensibles al voltaje se abren cuando la membrana se despolariza, por lo que
algun segmento de la proteina debe “sentir” el cambio de potencial. Las mediciones eléctricas que
se han realizado sugieren que la apertura de cada canal de K* esta acompafiada por un movimiento
de cuatro a seis residuos de aminoacidos con cargas positivas de la proteina. Este movimiento se da
de la superficie citosolica hacia la parte exoplasmica de la membrana, al mismo tiempo un nimero
mas grande de residuos cargados positivamente deben moverse una distancia corta a lo largo de la
membrana. Este movimiento de cargas bajo la fuerza del campo magnético que generan, se piensa
que son la causa del cambio conformacional en la proteina que resulta en la apertura del canal. Hay

un sensor de voltaje en el dominio transmembranal 4 (S4) en los canales de K* pero también se
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observan dominios S4 similares en canales de Na* y de Ca2* sensibles al voltaje. Con las mutantes
“shaker” de Drosophila melanogaster, una cepa que presenta temblores debido a que tiene una
mutacion en el gen de un canal de K* sensible al voltaje, se logro demostrar el papel del sensor de
voltaje con estudios realizados en canales de K* producidos por mutagénesis dirigida de uno o
varios aminoécidos en el S4 (Catteral, 2006).

Las similitudes entre los canales de K*, Na* y Ca?* sensibles al voltaje sugieren que estas tres
proteinas evolucionaron de un gen ancestral en comun. Estas son algunas de estas similitudes
(Lodish, 2000):

* Se abren cuando la membrana se despolariza.

» El sensor de voltaje S4 en los tres tipos de canales tienen una lisina o una arginina cargada
positivamente cada 3 0 4 residuos.

* Los canales de Na* y Ca?* tienen una amplia homologia a lo largo de su secuencia. Cada
uno contiene cuatro dominios transmembranales con seis a—hélices y un segmento H5 que
constituye el filtro de selectividad del poro en cada dominio. La topologia transmembranal de
los canales de K* que son mucho mas pequefios, es similar a la de cada dominio de los

canales de Na*y Ca2*.

Los canales de K* se han encontrado en todas las levaduras y protozoarios que se han estudiado
hasta el momento. Por otro lado, los canales de Ca?* estan presentes en solo algunos de los
protozoarios mas complejos, como Paramecium, y solo los organismos multicelulares presentan
canales de Na*. Por lo tanto, los canales de K* probablemente surgieron primero en la evolucion.
Mientras que los canales de Na*y Ca2* evolucionaron por eventos de duplicacion de un gen que
codificaba para un domino ancestral de un canal de K* (Lodish, 2000).

2.5 CANALES DE POTASIO

Los canales de K* se encuentran de manera constante en los reinos animal y vegetal, asi como en
las levaduras y en las bacterias (Hille, 1992). Los canales selectivos a K* forman la superfamilia més
extendida en los organismos vivos. Se han identificado mas de 200 genes que codifican para
diferentes proteinas relacionadas con los canales de K* (Shieh, 2000). Estos canales exhiben una
heterogeneidad extraordinaria en todos estos organismos pero preservan sus caracteristicas
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basicas. Se clasifican en canales sensibles al voltaje (Kv), dependientes de Ca?* (Kca) v
rectificadores entrantes (Ki) (Coetzee, 1999). Ademés se pueden agrupar dependiendo del nimero
de segmentos transmembranales de la subunidad alfa que forma el poro del canal (fig. 5; Shieh,
2002). Los canales de K*
participan en el control del

flujo del K*, la regulacion del
volumen celular, la liberacion
de hormonas y transmisores,
el potencial de reposo y la
excitabilidad de las neuronas
y los musculos.

Estos canales pueden ser
regulados por cambios en el

pOtenC|a| de membrana, por el Figura 5. Las cuatro clases de canales de K* (Shieh, 2002). a) Los canales 2TM/P
T . consisten de 2 hélices transmembranales (TM) con un asa P entre ellas. Ejemplos de
estado metabdlico de la célula este tipo son los canales rectificadores entrantes de K* y canales bacterianos de K*
. como el KesA. b) Los canales 6TM/P son la clase predominante de los canales de K*
0 por fransmisores y modulados por ligando y los sensibles a voltaje. ¢€) Los canales 8TM/P son un hibrido
. de los canales 6TM/P y los 4TM/2P, fueron descritos por primera vez en levadura. d)

hormonas (H”le’ 1992)- Este Los canales 4TM/2P consisten en la repeticion de dos canales 2TM/P.

tipo de regulacion contribuye a la sefializacion entre las neuronas y los mecanismos de proteccion
celular durante situaciones de estrés, como pueden ser la anoxia o la isquemia. Gracias a estas
caracteristicas, una gran variedad de agentes que aumentan o disminuyen la actividad de los
canales de K* han sido usados en la medicina como agentes contra la isquemia, anti-arritmicos, anti-
angina y anti-hipertensivos.

La importancia de los canales de K* se hace evidente al observar las consecuencias patologicas de
las mutaciones en estos canales y en sus proteinas moduladoras. Se han podido asociar mutaciones
en los genes de canales de K* con muchas patologias neurologicas, como por ejemplo el sindrome
de ataxia episodica (Browne, 1994; Adelman, 1995) y arritmias cardiacas (Curran, 1995; Sanguinett,
1995). Las mutaciones en el gen del receptor a sulfonilureas, una subunidad {3 del canal de K*
sensible a ATP en el pancreas, es la causa del hiperinsulinismo neonatal que es la mas comun de la
hipoglicemia persistente infantil (Inagaki, 1995; Thomas, 1995). Existen un sin numero de ejemplos
de patologias asociadas a estos canales. Sin embargo, lo importante es que estas anormalidades
fisiologicas causadas por mutaciones en varios genes de canales Kv ha facilitado la clonacién de
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varios de estos canales en Drosophila y de sus homdlogos en otras especies (Jan & Jan, 1992,
Gantenzky, 1995).

2.6 CANALES CATIONICOS ACTIVADOS POR HIPERPOLARIZACION
Y MODULADOS POR NUCLEOTIDOS CICLICOS (HCN)

Los canales cationicos activados por hiperpolarizacion y modulados por nucleotidos ciclicos (HCN)
tienen la misma topologia y comparten una gran homologia con la familia de canales Kv. Sin
embargo, los canales HCN difieren de los Kvs en dos puntos esenciales: (1) no son canales
selectivos porque pueden permear Na* y K* (con una proporcion 1:4 vs. 1:100 de los canales de K*;
Difrancesco, 1981), a pesar de tener en el poro el mismo motivo GYG en el filtro de selectividad, que
esta conservado en todos los canales de K* y (2) se activan por hiperpolarizacion en vez de ser
activados por despolarizacién, a pesar que también tienen un segmento S4 cargado positivamente
caracteristico de los Kvs (Ludwig, 1999). Ademas los canales HCN tienen un dominio de union a
nucledtidos ciclicos (CNBD) en el carboxilo terminal el cual modula la cinética de activacion de los
canales a voltajes mas positivos (Zagotta, 1996).

La primera descripcion de una corriente entrante activada por hiperpolarizacion en preparaciones de
celulas del nddulo sinoauricular (Brown, 1979), fue la primera evidencia de un mecanismo capaz de
generar actividad espontanea. La corriente “marcapaso” fue nombrada “funny” (I, por su nombre en
inglés) por tener la propiedad atipica de ser una corriente entrante que se activa lentamente por
hiperpolarizacion después de un potencial de accién cardiaco.

Desde entonces, los canales HCN han sido ampliamente investigados por sus propiedades de
marcapaso en preparaciones cardiacas y no-cardiacas, por lo que también se le conoce como | (por
heart en inglés; DiFrancesco, 2006). Debido a que los canales HCN son activados por
hiperpolarizacion esto permite que el potencial de accidn cardiaco se regenere. A pesar de que los
canales HCN son més selectivos por el K* que por el Na+, en condiciones fisiologicas no se
presentan altas concentraciones de K* extracelular, por lo que los canales HCN se comportan como
canales de Na*; el influjo de los iones Na+ a la célula genera una corriente entrante, cuando los
canales HCN se abren. El rango de voltaje para su activacién es muy variable y depende tanto de
moduladores como de factores estructurales (Ludwig, 1998).
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Actividad de Marcapaso

Los canales HCN en el nédulo sinoauricular del corazén se activan por la hiperpolarzacién de la
membrana después de un potencial de accién. Una vez activados, los canales producen una
corriente entrante de Na* y despolarizan a la célula hacia el umbral de activacion de los canales de
Ca? sensibles al voltaje, que a su vez generan un nuevo potencial de accién. Una vez que se llega a
la meseta, cerca del equilibrio electroquimico del ion Ca?*, se cierran los canales de Ca?* y la
permeabilidad de la membrana al K* aumenta rapidamente con la apertura de los canales de K*,
regresando asi al voltaje de reposo (fig. 6). De esta manera se generan potenciales de accion de
manera ritmica (Guyton, 2001).

50 mV —1

L

Figura 6. Esquema del potencial en el nédulo sinoauricular (Craven, 2006). Se muestran el nédulo sinoauricular del corazén (ovalo
negro) y los canales iénicos responsables de la actividad de marcapaso (arriba a la izquierda), cada canal contribuye a una fase del
potencial de accion sinoauricular, cada fase se indica con lineas punteadas.

Localizacion

Los canales HCN estan ampliamente distribuidos en los tejidos excitables, la tabla 2 resume la
distribucion reportada hasta el momento de cada una de las isoformas:

14



Localizacion

=
=
-y

Neuronas periféricas y centrales (hipocampo, cerebelo, neocorteza,
ganglios de la raiz dorsal, células gustativas, fotorreceptores) nddulo

sinoauricular y células 3-pancreéticas*.

X
=
N

Neuronas periféricas y centrales, retina (células bipolares), células

cardiacas y células 3-pancreaticas*.

X
=
w

Cerebro, retina (células bipolares) y células (3-pancreaticas*.

X
=
~

Talamo, retina (células bipolares), bulbo olfativo, nodulo

sinoauricular, células gustativas, testiculos y células $-pancreaticas®.

Tabla 2. Distribucion regional de la familia de canales HCN en la rata (Hofmann, 2005;* ElKoly, 2007).

Clonacidn

A pesar de que la corriente |s es de gran importancia y se genera frecuentemente en los tejidos
excitables, los canales responsables de esta corriente no fueron clonados hasta tiempo después de
su descripcidn original,. Aunque muchos laboratorios hicieron esfuerzos para encontrar las bases
moleculares de estos canales, la clonacion del primer miembro de los canales relacionados con la I
se logro en 1997 por Santoro y sus colaboradores. La secuencia que se identificd6 mostré las
caracteristicas de un canal Kv con seis dominios transmembranales, una a-hélice cargada en el S4
y un dominio de union a los nucledtidos ciclicos (CNBD) en el carboxilo-terminal intracelular.
Después de esta secuencia se identificaron otras isoformas (Gauss, 1998; Ludwig, 1998; Vaccari,
1999; Ishii, 1999; Seifert, 1999). Desde entonces, este grupo de canales se conoce como la familia
de canales activados por hiperpolarizacion y modulados por nucleétidos ciclicos (HCN), con cuatro
miembros (HCN1, HCN2, HCN3 y HCN4) y que pertenece a la superfamilia de los canales Kv (Jan,
1997) con los que comparten muchas propiedades.

Cinética y modulacion por nucledtidos ciclicos

En lo que respecta a la cinética de activacion, los cuatro canales de la familia HCN tienen distintas
caracteristicas. El canal HCN1 es el primero en activarse a valores de -69.5 mV y el HCN4 es el que
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se activa a los voltajes méas hiperpolarizantes de -100.5 mV. El HCN2 y el HCN3 tienen una

activacion intermedia de -95.5 mV y -77 mV, respectivamente.

Las caracteristicas farmacologicas propias para la familia de los canales HCN son:

El cesio bloquea rapida y reversiblemente a todos sus integrantes con una constante de
inihicion (Ki) de 1 a 2 mM. Esto quiere decir que, el sitio de union al canal se encuentra en la
cara extracelular permitiendo que se bloquee inmediatamente.

ZD7288 un bloqueador relativamente especifico de la corriente nativa I, los bloquea lenta e
irreversiblemente, requiriendo entre 3 y 4 minutos para alcanzar una inhibicion estable
(Stieber, 2005). Esta ultima caracteristica se debe a que el ZD7288 ejerce su efecto en la
cara intracelular del canal, ya que el bloqueo ocurre en unos cuantos segundos en
experimentos con un “sello invertido”, es decir cuando la orientacion de las caras intracelular
y extracelular de la membrana se invierten (Shin, 2001).

Otra caracteristica esencial de estos canales es que son modulados por AMPc. Los canales
HCN1, HCN2 y HCN4 son modulados por AMPc lo que conduce a su activacion hacia
valores mas positivos de voltaje. En presencia de AMPc, el tiempo de activacion se acelera
alrededor de 1.4, 2.2 y 4 veces, respectivamente. En el HCN1 el AMPc tiene el efecto més
débil (Stieber, 2005).

De manera muy interesante el canal HCN3 in vitro no se modula por nucledtidos ciclicos ya
que experimentalmente no muestra cambios al estar en contacto con AMPc, ni con GMPc, a
pesar de tener el dominio CNBD (Stieber, 2005).

Topologia
Los canales HCN pertenecen a una superfamilia de canales Kv y son proteinas tetraméricas cuyas

subunidades se arreglan alrededor de un poro central. Cada subunidad tiene seis dominios

transmembranales y un amino y carboxilo terminal intracelular (fig. 7). El cuarto dominio

transmembranal (S4) contiene varios residuos de aminoacidos cargados positivamente, al igual que

los Kv en los canales HCN el dominio S4 sirve como un sensor de voltaje. La region del poro

comprende el quinto dominio transmembranal (S5), el filtro de selectividad del poro y el sexto

dominio transmembranal (S6). En el carboxilo terminal se encuentra un dominio de unién del ligando
llamado el CNBD (Craven, 2006).
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Figura 7. Esquema de la topologia de los canales HCN (Craven, 2006) Dos de las cuatro subunidades que forman el canal
completo se muestran en la imagen. Los segmentos transmembranales (S1-S6) se muestran en negro, con excepcion de la
region del poro (S6 y el asa del poro) que se muestran en rojo. El sensor de voltaje S4 se muestra con cargas positivas. La region
del C-terminal contiene un dominio de union a nucleétidos ciclicos (CNBD por sus siglas en inglés) se muestra en azul, con un
GMPc unido y el C-linker en verde, que conecta en CNBD con el poro.

Los canales HCN tienen una alta similitud de secuencias con los canales modulados por nucleétidos
ciclicos (CNG), los canales Ether-a-go-go, y los canales de K* de plantas. Estos ultimos también
contienen CNBDs, aunque los efectos de los nucledtidos ciclicos en los dos ultimos es débil o no
esta clara (Bruggemann, 1993; Cui, 2000; Hoshi ,1995).

Aplicaciones Médicas

Una de las aplicaciones médicas para estos canales ha sido el uso de agentes reductores del ritmo
cardiaco, como ivabradina que selectivamente inhibe la Ir (Bucchi et al, 2002; Bois et al, 1996). La
ivabradina disminuye la tasa de actividad espontanea de las células del nddulo sinoauricular, debido
a que induce una bradicardia controlada lo cual tiene como ventaja, no tener los efectos negativos
de los bloqueadores [-adrenérgicos y los antagonistas de CaZ*. Estos canales ademas podrian ser
usados en sustitucion de los marcapasos convencionales, para evitar que el paciente sufra una
cirugia peligrosa e invasiva. Experimentos recientes han logrado darle propiedades de marcapaso a
las células cardiacas de la auricula izquierda mediante terapia génica, estos experimentos son un
primer paso para desarrollar técnicas que podran utilizarse en humanos en el futuro (Tse, 2006).

Recientemente se observd que al bloquear los canales de Ca?* tipo L con dihidropiridinas en
neuronas dopaminérgicas adultas de la sustancia nigra, se reestablecen las funciones de marcapaso
de los canales HCN que permiten la propagacion del potencial eléctrico de estas neuronas. Estos
experimentos han logrado prevenir la muerte de las neuronas dopaminérgicas en modelos de

Parkinson in vitro e in vivo (Chan, 2007).
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2.7 ANATOMIA'Y FISIOLOGIA RENAL

Caracteristicas macroscopicas del rindn

El rifién tiene como funciones principales la excrecién de productos de desecho y sustancias
exogenas, la regulacion del balance de agua y electrolitos, el mantenimiento del equilibrio acido-
base, la regulacidn de la presion arterial y la produccion de hormonas.

Los rifiones son estructuras situadas en la cavidad retroperitoneal. La complejidad y el tamafio del
rifidn varia dependiendo del organismo. En un corte sagital el rifion revela dos regiones principales,
la corteza es la region mas externa y la médula la region mas interna (fig. 8). La médula se divide en
dos partes, médula externa e interna. La externa posee una banda exterior y una interior, el extremo
mas interno de la médula interna se llama papila y desemboca en los célices, que son
prolongaciones del uréter. La orina se drena en un uréter y llega a la vejiga para ser almacenada y
eliminada posteriormente (Constanzo, 1998).

Capsula __

Coreza_
Seno ;

Renal __ Médula

Ateria”
Renal

i

N j)
N
:‘aeydol.lslaliesr"y\: Q///( . a?:;lzhir

A N
Papila de la
Pirdmide

i

|
Pelvis \
Renal \

Ureter —

Figura 8. Anatomia del rifidn (modificada de Boron, 2003) Se muestra el diagrama de un corte de rifidn
humano. Una capsula fibrosa recubre cada rifion. Se pueden apreciar dos capas principales, la corteza (zona
externa granular) y la médula (pirdmides). La médula se subdivide en 8 a 18 piramides renales, donde cada una
termina en la pelvis renal. De la papila de cada piramide la orina escapa hacia los calices menores del seno

Estructura de la nefrona

El riidn tiene como unidad funcional a la nefrona. El rifidn contiene aproximadamente un millén de
nefronas donde cada una se compone de un glomérulo y un tubulo renal. EI glomérulo es una red de
capilares glomerulares que surgen de una arteriola aferente. Los capilares glomerulares estan
rodeados por la capsula de Bowman o también llamado espacio de Bowman, que se contina con la

primera porcion de la nefrona. La sangre se filtra a través de los capilares glomerulares y el
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ultrafiltrado se vierte en el espacio de Bowman; este es el primer paso de la formacién de la orina. El

resto de la nefrona es una estructura tubular revestida de células epiteliales, que cumplen las

funciones de reabsorcion y secrecion (Constanzo, 1998).

La nefrona o tubulo renal esta integrado por
los segmentos siguientes, empezando en el
espacio de Bowman, el tubulo contorneado
proximal, el tubulo recto proximal, el asa de
Henle (con una rama descendente delgada,
una ascendente delgada y una ascendente
gruesa), el tubulo contorneado distal y los
conductos colectores. Cada segmento del
tubulo renal es funcionalmente distinto y las
celulas epiteliales que revisten cada segmento
poseen una ultra estructura diferente (Boron,
2003).

Existen dos tipo de nefronas, las superficiales
corticales y las yuxtamedulares (fig. 9). Las
nefronas corticales superficiales  tienen
glomérulos en la corteza externa. Estas
nefronas poseen asas de Henle relativamente

cortas que solo descienden hasta la médula

externa. Los glomérulos de las nefronas
yuxtamedulares se encuentran cerca del
borde corticomedular. Los glomérulos de
estas nefronas son mas largos comparados
con las superficiales corticales y por lo
mismo, muestran una mayor tasa de
filtracion También

glomerular. se

Figura 9. Neuronas yuxtamedulares y corticales. (modificada de
Boron, 2003) Se muestran los diferentes segmentos de las nefronas
ilustrados con diferentes colores. Los tubulos proximales se dividen
en tlbulo contorneado proximal (PCT) y el tubulo recto proximal
(PST). El asa de Henle se divide en la porcion delgada descendente
(tDLH), la porcién delgada ascendente (tALH) y la porcion gruesa
ascendente (TAL). Le siguen los tubulos contorneados distales (DCT)
y el tdbulo conector (CNT). Finalmente los tubulos colectores se
dividen en cuatro, el tubulo colector inicial (ICT), el tubulo colector
cortical (CCT), el tubulo colector de la medula externa y el tibulo
colector de la medula interna.

caracterizan por tener asas de Henle que descienden hasta la médula interna y las papilas, estas

son indispensables para concentrar la orina.
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Los tubulos proximales se dividen en tubulo contorneado proximal (PCT) y el tubulo recto proximal
(PST). Sin embargo la ultraestructura de estos permite subdividirlos en los segmentos S1, S2 y S3.
El segmento S1 empieza en el glomérulo e incluye la primera porcién del PCT. El segmento S2
empieza en la segunda mitad del PCT y continla hasta la primera mitad del PST. Por ultimo el
segmento S3 incluye la mitad més distal del PST que se extiende hacia la médula.

Tanto las membranas apicales como basolaterales de los tubulos proximales estan extensamente
amplificadas (Fig 9). Este aumento de la superficie apical se correlaciona con la funcidn principal de
este segmento de la nefrona que es, reabsorber la mayor parte del filtrado de nuevo a la
circulacion. Del segmento S1 al S3 la complejidad va declinando progresivamente, lo que esta
correlacionado con la disminucion gradual de las tasa de reabsorcion a lo largo del tubulo. Las
celulas del tubulo proximal contienen lisosomas, vacuolas endociticas y un reticulo endopléasmico
bien desarrollado, pero se caracterizan por tener un aparato de Golgi muy prominente, ya que es
muy importante en la sintesis y el trafico de muchos componentes de la membrana (Boron, 2003).
Las células de la porcion delgada descendente y ascendente del asa de Henle, son mucho menos
complejas que las del segmento S3 del tubulo proximal, tienen pocas mitocondrias y sus membranas
estan poco amplificadas. La porcion ascendente del asa de Henle esta muy poco desarrollada en las
nefronas superficiales. Sin embargo, esta porcion es una parte mayoritaria del asa de Henle en las
nefronas juxtamedulares . Las células epiteliales de la porcion ascendente del asa de Henle tienen
una gran numero de mitocondrias y su membrana basolateral esta invaginada y es muy extensa. La
maquinara celular que presentan estas células esta correlacionada con el papel tan importante que
tienen para generar un medio hiperosmatico en el intersticio medular.

El tubulo contorneado distal (DCT) empieza en la mécula densa y termina en la transicion del tubulo
conector (CNT). Las células del DCT se parecen en estructura a las de la porcion gruesa ascendente
del asa de Henle. El tubulo conector consiste de dos tipos celulares, las células del tubulo conector y
celulas intercaladas. Las células del tubulo conector son Unicas ya que solo en ellas se produce y
secreta kalikreina renal, una hormona local cuya funcion no esté clara todavia.

En la tabla 3 se muestran los diferentes procesos de transporte de agua y los diferentes solutos

involucrados a lo largo del componente tubular de la nefrona.
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SEGMENTO TUBULAR TIPO CELULAR TRANSPORTE
Reabsorcion: CI, K*, Ca?*, Mg?*, H,0, fosfato, sulfato,
Tuabulo contorneado S1 glucosa, aminoacidos, mono y dicarboxilatos, urea,
proximal (PCT) S2 HCOs-.
Secrecion: H* y NH3 y urato.
Tubulo recto proximal $3 Reabsorcion: Na*, CI, glucosa, urato.
(PST) Secrecion: K*.
Porcion delgada Reabsorcion: Na*
descencente del asa de Células tDLH Secrecion: K* uréa y .NH4+
Henle (tDLH) Y '
Porcion delgada
ascendente del asa de Células tALH Reabsorcion: Na*, Cl-, Ca?*, K*, Mg?*, NH4* HCO3".
Henle (tALH)
Porcion gruesa
ascendente del asa de Células TAL Reabsorcion: Na*, Cl-, Ca?*, H20, fosfato, HCOs-.
Henle (TAL)
Tubulo cor;éoljrg;aado distal CDT Reabsorcién: Na*, CI-.
Tuabulo conector (TCN) Células TCN Reabsorcion: Na*, Cl-.

Células Intercaladas

Tubulo colector inicial
(icc)

Células Principales

Secrecion: K*.

Células Intercaladas

Reabsorcion: Na*, CI-.
Secrecion: K*.

Tubulo colector cortical

Células Principales

Reabsorcién: Na*. Secrecion: K*.

Reabsorcién: K*. Secrecién: H*.

(CCT) Células Intercaladas Reabsorcion: Na*, CI-
Tubulo colector de la , o ., ” ) . .
médula externa (OMCC) Células principales Reabsorcion de Ca%, HCOs. Secrecion: NHy

Tubulo colector de la
médula interna (IMCC)

Células IMCC

Reabsorcién de K*, Urea, HCO3. Secrecion: H*

Tabla 3. Papel de los diferentes segmentos de la nefrona (Boron, 2003 y Guyton, 2001)

Los dos segmentos que le siguen al tubulo conector son el tibulo colector inicial (ICT) y el tubulo

colector cortical (CCT). Estos segmentos estan compuestos por células intercaladas y células

principales, que exhiben diferencias morfolégicas y funcionales muy especificas. Las células

intercaladas forman alrededor de una tercera parte de los segmentos del tubulo colector. Distintas

subpoblaciones de estas células secretan H* (células a-intercaladas) o HCOs (células f-

intercaladas) y reabsorben K*. La células principales forman cerca de dos tercios del los tubulos

colectores inicial y cortical. Presentan invaginaciones en la membrana basolateral poco

desarrolladas y tienen un menor numero de mitocondrias que las células intercaladas. Las células




principales se pueden reconocer porque presentan un cilio central en la membrana apical y son las
mas abundantes y se encargan de la reabsorcion de Na* a través del canal epitelial de Na* regulado
por aldosterona.

El conducto colector de la médula esta formado practicamente por un solo tipo celular que aumenta
en longitud conforme se acerca a la papila. El numero de células intercaladas disminuye,
empezando el ducto colector de la médula. Las células en este segmento de la nefrona continuan
con el transporte de electrolitos y participan en el transporte de urea y agua que esta regulado
hormonalmente. En el extremo terminal del conducto colector de la médula (conducto de Bellini) las

células estan extremadamente alargadas.

2.8 EL ION SODIO (Na*) EN LA FISIOLOGIA RENAL

El Na* es el principal cation del compartimiento del liquido extracelular (LEC) que consta de plasma y
liquido intersticial. La cantidad de Na* determina el volumen del LEC, lo que a su vez determina el
volumen de sangre y la presion arterial. Por lo tanto, los mecanismos renales que participan en la
reabsorcion de Na* tienen una importancia decisiva para conservar el volumen del LEC vy el
sanguineo, asi como la presion arterial. Los rifiones trabajan regulando la cantidad de Na* en la
orina. EI Na* es el ion con mayor importancia por su contribucion a la osmolalidad total del LEC. La
excrecion normal diaria de Na* es solamente una muy pequefia fraccion del Na* total filtrado por los
riiones. De todas las funciones del rifién, la reabsorcion de Na* es la méas importante (Constanzo,
1998).

La reabsorcion de Na* se realiza tanto por via de rutas transcelulares como de rutas paracelulares.
En la ruta transcelular, la tasa de transporte depende de los gradientes electroquimicos, canales
i6nicos, y transportadores de la membrana apical y basolateral. Sin embargo, en la ruta paracelular
fuerzas electroquimicas transepiteliales y propiedades de permeabilidad de las uniones
comunicantes gobiernan el movimiento de los iones (Boron, 2003).

Homeostasis de Na*

Un rifién normal filtra en un dia alrededor de 150 | de plasma, los cuales contienen 135-140 mEq/| de
Na* (alrededor de 18,000-20,000 mEg/dia). Una dieta normal contiene cerca de 100 a 150 mEq de
Na*/dia, por lo que el rifion debe reabsorber el 99.5% del Na* que se filtra. Esta reabsorcion de Na*
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se lleva a cabo en los tubulos renales (fig. 10). Cerca del 50% al 60% se reabsorbe en los tubulos
proximales y del 30% al 40% se reabsorbe en la porcion gruesa ascendente del asa de Henle. Sin
embargo, aunque en las partes méas distales de la nefrona solo se reabsorbe el 15% del Na* filtrado,
este Ultimo paso de reabsorcion es el que regula predominantemente la homeostasis del Na*
(Meneton, 2004).
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Figura 10. Reabsorcion de Na* en los diferentes segmentos de la nefrona (Tanemoto, 2007)

Alrededor de 18,000 — 20,000 mEg/day de Na+ se filtra en el glomerulo (Gl), y mas del 99% Na+ filtrado se reabsorbe en
los tibulos renales. Cerca del 50% al 60% y el 30% al 40% del Na+ fitrado se reabsorbe en los tubulos proximales (PT) y
en la porcién gruesa del asa de Henle (TAL), respectivamente. Aunque los tibulos distales reabsorben solo cerca del
10% del Na+ filtrado, aqui se determina la cantidad neta de la excrecion renal de Na+.

Abreviaciones: Los tubulos contorneados distales (DCT), el tdbulo conector (CNT), el ducto colector cortical (CCD), el
ducto colector de la medula externa (OMCD) y el ducto colector de la medula interna (IMCD).

L% ]

Los tubulos colectores han sido los segmentos de la nefrona donde se creyo ocurria el ajuste final de
la homeostasis del Na*, pero estudios recientes sugieren que el tibulo contorneado distal (DCT) y
los tubulos conectores (CNT) son los segmentos donde se ajusta la reabsorcion del Na* (Meneton et
al, 2004). Se ha observado que en las dietas altas en Na*y las bajas en K*, los ajustes suceden casi
completamente en el DCT y el CNT.

Reabsorcion del Na* en los Tubulos Distales

El proceso de la reabsorcion de Na* en los tubulos distales es el resultado de un transporte
coordinado de electrolitos a través de los epitelios (Lifton, 2001; Canessa, 1994). La ATPasa Na*/K*
en la membrana basolateral conduce de manera activa la salida del Na* y las rutas apicales
transportan pasivamente la entrada del Na* como se puede ver en la figura 11.
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Na K*

Figura 11. Reabsorcion de Na* en los tibulos distales (Tanemoto, 2007). En los tibulos renales el Na* se reabsorbe a través de la
via transcelular desde el lumen (lado apical en amarillo) hacia el espacio intersticial (lado basolateral en blanco) mediante la
conduccién de la ATPasa Na*/K* y la entrada pasiva a través de transportadores de Na*.

Diferentes moléculas juegan su papel en la salida apical de Na* en cada segmento de los tubulos
distales (fig. 12). En la porcion gruesa ascendente del asa de Henle (TAL) se expresa el co-
transportador Na*-K*-2CI- (Gamba, 1994), en el tibulo contorneado distal (DCT) el co-transportador
Na*-Cl- (Gamba, 1993) y en los tubulos conectores (CNT) y en los ductos colectores (CD) se
encuentra el canal epitelial de Na* (ENac; Rossier, 1994; Canessa, 1994). En cualquiera de estos
segmentos, asi como la ATPasa Na*/K* induce la entrada de K* a cambio de la salida de Na*, el
mecanismo que excreta K* es necesario para que la reabsorcion del Na* pueda continuar. Por lo
tanto, la actividad de reciclaje de K* en los tubulos distales regula el LEC por medio de la
coordinacion de la reabsorcion del Na*.

La reabsorcion del Na* en el tibulo contorneado distal ocurre casi exclusivamente mediante la ruta
transcelular. La entrada apical del Na* se lleva a cabo por un cotransportador Na/Cl (NCC)
electroneutro , que es parte de la familia de cotransportador Na/K/Cl en la porcion ascendente del
asa de Henle. Sin embargo, el NCC es independiente de K* y es sensible a diuréticos de tiazida, a
diferencia del cotransportador Na/K/Cl. La reabosrcion basolateral se lleva a cabo por la ATPasa
Na*/K*.
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El reciclaje del K* participa en la homeostasis del fluido y de los electrolitos al coordinar la excrecidn
renal de Na* y K*. Los tubulos distales tienen dos rutas para el reciclaje de K*, la apical y la
basolateral. Los tibulos deben ser capaces de regular la homeostasis del K* independientemente de
la reabsorcion del Na* a través de la coordinacion de las rutas apical y basolateral. La cantidad de
Na* que se reabsorbe depende de la actividad total de las rutas de reciclaje del K*, es decir la suma
de la actividad de la ruta apical y de la basolateral. La excrecion del K* esta bajo la dominancia de la
ruta apical y la reabsorcion del K* esta bajo la de la ruta basolateral (Tanemoto, 2007).
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Figura 12. Diferentes proteinas involucradas en la salida apical de Na* (Tanemoto, 2007). Como la ATPasa Na*/K*
provoca la entrada intracelular de K* la ruta para la secrecién de K* es indispensable para la reabsorcion del Na*. Existe una
ruta diferente de flujo apical del Na* para cada segmento de la nefrona. En la porcién ascendente del asa de Henle (TAL) es
el co-transportador Na*/K*/2Cl, Na*, en los tibulos contorneados distales (DCT) es el co-transportador Na*/Cl- y en el ducto
colector (CD) el canal de Na*

El cuerpo regula el transporte de Na* usando cuatro mecanismos generales (Boron, 2003):

+ La regulacion de la filtracion glomerular y el control a largo plazo del balance del Na* y del
volumen extracelular se lleva a cabo por el sistema retroalimentario tubulo-glomerular.

+ Los cambios en la hemodinamica renal alteran la carga de Na* que esta presente en el rifion
y modulan la tasa de reabsorcion de NaCl en el tubulo proximal mediante un proceso
llamado equilibrio glomerulotubular.

* La aldosterona, la division simpatica del sistema nervioso autonomo y la hormona
antidiurética son factores que aumentan el volumen efectivo de la circulacion, y contribuyen
a la reabsorcion de Na*.

+ Los factores humorales natriuréticos pueden disminuir la reabsorcion del Na*.
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Sistema Retroalimentario Tubulo-Glomerular

El sistema retoalimentario tubulo-glomerular (SRTG) responde a variaciones en la composicion del
fluido tubular que son detectadas por la macula densa. EL SRTG estabiliza la llegada de solutos y
fluido a la nefrona distal. En condiciones normales , los cambios en la composicion del fluido tubular
son registrados por la macula densa y las sefiales son transmitidas a la arteriola aferente para
regular la carga filtrada. El incremento resultante en la carga filtrada aumenta el fluido tubular y la
concentracion de Na*y de Cl- que llegan a las células de la mécula densa. Estas células no pueden
detectar el aumento en fluido tubular, pero si pueden registrar cambios en los iones de Na*y de CI-.
La capacidad para registrar éstos cambios en concentracion ionica se debe a la presencia en la
membrana apical del cotransportador Na/K/Cl. Este cotransportador es responsable de que la
concentracion intracelular de Na* y Cl- en la macula densa aumente en forma paralela conforme se

incrementa la concentracidn luminal de estos iones. (Drucker, 2005)

Equilibrio Glomerulotubular

Cuando la carga de Na* en la nefrona cambia porque los cambios en la hemodinamica alteran la
tasa de filtracion glomerular, los tibulos proximales responden reabsorbiendo una fraccion constante
del Na* que estd presente. Esta reabsorcion de Na* constante en el tibulo proximal, llamado
equilibrio glomerulotubular, es independiente del control neuroldgico y humoral externo y por lo tanto
sirve como una medida de seguridad para mantener el balance de Na*.

Si hay una pérdida excesiva de Na* (sudoracién) el volumen del LEC, la presion de la perfusion
causa que la tasa de filtracién glomerular disminuya. En respuesta a esto, el tibulo proximal excreta
una fraccion constante de Na* y agua, que corresponde a una cantidad absoluta menor. Por lo tanto,
el equilibrio glomerulotubular ayuda a prevenir una mayor pérdida de Na* y de agua. Sin embargo, si
la retencion del Na* causa la expansién del LEC a su vez aumentando la tasa de filtracién
glomerular, el tibulo proximal empieza a excretar una fraccion constante del Na* filtrado, que
corresponde a una cantidad absoluta mas grande. Esta respuesta generalmente corrige la expansion
del volumen. El equilibrio glomerulotubular a nivel de todo el rifidn no es perfecto debido a que la
reabsorcion distal del Na* esta controlada por mecanismos neurolégicos y humorales (Boron, 2003).
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Aldosterona, Nervios Simpaticos y la Hormona Antidiurética

La aldosterona es el elemento final del eje renina-angiotensina-aldosterona que estimula la
reabsorcion de Na* en los ductos colectores iniciales, corticales y de la médula. A pesar de que solo
del 2% al 3% del Na* filtrado esta bajo control de la aldosterona, una pérdida de esta magnitud
excede significativamente la ingesta diaria de Na*. La aldosterona actua en las células principales de
los ductos colectores. Los mecanismos celulares de la accion de la aldosterona incluyen la
activacion de los canales de Na* (ENac) y de K* apicales (ROMK), de la bomba Na*/K* basolateral y
del metabolismo mitocondrial. El aumento fisioldgico de la concentracion de aldosterona aumenta el
numero de canales y la probabilidad de apertura. La activacién de la entrada apical de Na* y la
salida basolateral asegura que los niveles de Na* y el volumen celular se mantengan estables.
Todos los cambios antes mencionados tardan unas cuantas horas que ocurra ya que dependen del
aumento en la produccién de proteinas inducida por aldosterona. La aldosterona se une a los
receptores de mineralocorticoides en el citoplasma que luego se translocan hacia el nucleo y
aumentan la trascripcion de los canales.

Las terminaciones nerviosas simpaticas en el riidn secretan norepinefrina, que tiene tres efectos

principales en la reabsorcion del Na* (Boron, 2003):

* Altos niveles de estimulacién simpatica reducen marcadamente el flujo sanguineo
renal y por lo tanto la tasa de filtracion glomerular. Como consecuencia del equilibrio
glomerulotubular proximal y la respuesta al flujo de la parte distal de la nefrona, la
excrecion de Na* disminuye.

* La norepinefrina estimula a la células granulares para secretar renina, asi activando
el eje renina-angotensina-aldosterona.

» Estimulos simpaticos activan los receptores a—adrenérgicos en las células de los
tubulos renales aumentando la reabsorcién de Na*, independientemente de
cualquier efecto en la hemodindmica y es el resultado de la activacién del
intercambiador apical Na*/H* y la bomba Na*/K* basolateral del tubulo proximal.

La hormona antidiurética (ADH) o arginina angiopresina (AVP) es secretada por la glandula pituitaria

posterior, ésta se une a un receptor acoplado a una proteina G en la membrana basolateral de las
celulas blanco causando un aumento en AMPc:. El efecto general de la AVP es producir orina con
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una alta osmolalidad y por lo tanto retener agua. Esto se logra al aumentar la permeabilidad de los
tubulos y los ductos colectores, permitiendo que el agua salga del lumen tubular y entre al intersticio
medular hipertonico. La AVP ademas estimula la reabsorcion del Na*, aumenta la generacion del
intersticio hipertonico al estimular al cotransportador apical Na*/K*/Cl- y a los canales de K* ROMK.
En las células principales de los tubulos colectores iniciales y corticales la AVP, estimula el
transporte de Na* al aumentar el niumero de canales de Na* abiertos en la membrana apical (Boron,
2003).
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3. ANTECEDENTES

Desde el descubrimiento de las corrientes cationicas activadas por hiperpolarizacion (HCN), se han
realizado una gran cantidad de investigaciones para determinar la funcion fisioldégica de estas
corrientes en el corazén y el cerebro. Las que han conducido a la caracterizacion biofisica de los
canales HCN. Se conoce la distribucion de los canales HCN en tejidos excitables como el corazon,
el cerebro y en las células p-pancreaticas aunque todavia se desconoce su papel fisiologico en
estas células (El-Kholy, 2007). Hasta el momento los canales HCN reportados presentan las mismas
caracteristicas biofisicas y farmacologicas. También se han encontrado dos homdlogos de los
canales HCN1 y HCN2 en el flagelo del espermatozoide del erizo de mar, donde le confieren un
movimiento ritmico al flagelo (Gauss, 1998; Galindo, 2005).

Recientemente se obtuvo evidencia de la presencia de esta familia de canales en el rifidn, en
particular, en las células del tibulo colector de la médula interna (TCMI). Por medio de la técnica de
patch-clamp en un cultivo primario de TCMI, se obtuvo una corriente entrante de Na* que muestra
una gran analogia con la corriente Is generada por los canales HCN (Escobar, 2004). Esta corriente
se activa a voltajes hiperpolarizantes (-60 mV) y no es selectiva ya que puede permear Na*y K*. La
corriente se activa completamente en 720 ms, a diferencia de la corriente encontrada en el corazén y
algunos tipos neuronales que requieren de alrededor de de 1 a 5 segundos para alcanzar un estado
estable. Sin embargo, la diferencia que mas llama la atencién es que la corriente no se bloquea con
Cs*, a diferencia de las descritas en cerebro y corazon cuya Ki es de 1- 2 mM (Robinson, 2003).

Figura 13. Corrientes entrantes activadas por hiperpolarizacion en
A células de médula interna (Bolivar, 2008). A) Registro de corrientes
en una célula expresando una corriente “Ivti". La flecha indica
corrientes de cero y las corrientes entrantes se encuentran debajo de
ella. La corriente entrante se activa alrededor de -60 mV vy tarda
alrededor de 720 ms para activarse completamente a voltajes de entre -
80 y -160 mV. Parecen activarse mas rapido mientras la
hiperpolarizacién es mayor.

100 pA
200 ms
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Esta es la primera evidencia de una corriente homdloga a la Is en el rifion o cualquier otro epitelio.
Esto motivd a nuestro laboratorio a realizar estudios de RT-PCR tanto en el rifion, para identificar la
presencia del RNA mensajero para las cuatro isoformas del HCN. Los resultados de esta serie de
experimentos demostraron la presencia de todas las isoformas del HCN en el rifion, principalmente
en la médula (datos no mostrados).

4. HIPOTESIS

La familia de canales iénicos HCN se expresan en el rifion de la rata.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la presencia de la familia de canales catidnicos activados por hiperpolarizacion y
modulados por nucleotidos ciclicos (HCN) en el rifidn de la rata.

Objetivos particulares

* Determinar la presencia de cada uno de los miembros de la familia de canales HCN (HCN1
al HCN4) en fracciones de membrana del rifion de rata al aplicar ensayos de Western blot.
* Determinar la distribucion de los canales HCN en los tubulos renales usando

inmunofluorescencia (microscopia confocal) en cortes de rifion de rata.
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6. METODOLOGIA
6.1 WESTERN BLOT
6.1.1 Fundamento.
El método de Western blot consiste en la transferencia de las proteinas, separadas por
electroforesis, de un gel de poliacrilamida a un soporte solido y la inmunodeteccion de estas, con
reactivos especificos para una secuencia particular de aminoacidos presentes en su estructura. Los
anticuerpos son los reactivos que se unen de manera especifica a los epitopes antigénicos
mostrados por la proteina blanco unida al soporte sélido. EI Western blot no radioactivo utilizado es
un método de emision de luz (quimioluminiscencia), para la deteccion de antigenos, con anticuerpos
conjugados con la peroxidasa del rabano. La peroxidasa del rabano cataliza la reaccion de
quimioluminiscencia del luminol (una diacilhidrazida ciclica) en presencia de perdxido de hidrogeno.
El producto de la oxidacion alcanza un estado energético excitado que al decaer emite luz. Esta
emision de luz puede ser detectada con una placa autoradiografica.

Producto oxidado

en estado excitado
022 +Lum|no/ 3 e Tuz E

Producto en
2 |'lz0 estado basal

Placa

Fig 13. Principio del método ECL para Western blot.

6.1.2 Método

Se utilizaron las membranas totales del rifion de ratas Wistar adultas macho de 200 a 250 g (n=9).
Como control positivo se utilizo el extracto de cerebro, el cual expresa la familia de canales HCN
(Notomi, 2004) y como control negativo se incubé cada anticuerpo durante una hora con su
respectivo péptido control.

Las proteinas contenidas en los extractos fueron solubilizadas y separadas con la técnica de
electroforesis vertical en geles de poliacrilamida al 10%. Las proteinas separadas fueron

electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa, en la cual se realiz6 la inmunodeteccion de las

33



proteinas que corresponde a cada una de las cuatro isoformas del canal HCN. Para esto se
utilizaron los anticuerpos primarios para cada canal (IgG de conejo anti HCN1-4; Alomone), asi como
la técnica ECL Plus (enhanced chemiluminescence; Amershan Biosciences), que incluye el uso de
anticuerpos secundarios (IgG de conejo) marcados con peroxidasa de rabano. La peroxidasa de
rabano cataliza la reaccion de oxidacion de un sustrato (luminol) cuyo producto es luminiscente, en
un medio alcalino que incrementa la emision de luz.

La metodologia utilizada se menciona de manera abreviada en esta seccion y se describe con todo
detalle en el apéndice.

Rata Wistar macho
200-250 g

)

Obtencion y homogenizacion
de los tejidos

!

Obtencion y fraccionamiento de
membranas

A 4
Cuantificacion de proteinas

4
Electroforesis de proteinas

:

Western-blot

!

Inmunodeteccion
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6.2 Inmunofluorescencia

6.2.1 Fundamento

Actualmente los métodos inmunohistoquimicos directos han sido reemplazados por los indirectos, en
los cuales se hace reaccionar el preparado a analizar con un anticuerpo primario no marcado dirigido
contra el componente que se desea mostrar. Cuando el anticuerpo primario reacciona se elimina el
exceso, no fijado, y se hace reaccionar ahora con un anticuerpo secundario marcado (en este caso
con fluoresceina), dirigido contra el anticuerpo primario. Este método es mas sensible porque cada

molécula del anticuerpo primario reacciona con varias moléculas del anticuerpo secundario marcado.

N N N Anticuerpo Secundario
Anticuerpo Primario

Figura 14. Reconocimiento de anticuerpos (Alberts, 2002). El anticuerpo primario (verde) reconoce un epitope del antigeno (rojo) y
se unen. Varias moléculas de anticuerpo secundario (azul) con un marcador acoplado (amarillo) se reconocen y se unen a una
molécula de anticuerpo primario.

Marcador

6.2.2 Método

Se utilizaron cortes histologicos de 10 um del rifidn de rata Wistar para revelar la presencia de la
familia de los canales HCN. Como control positivo se utilizaron cortes de cerebro, el cual expresa la
familia de canales HCN (Notomi, 2004) y como control negativo se incubd durante una hora con su
respectivo péptido control. En la inmunofluorescencia indirecta se utilizaron los mismos anticuerpos
primarios que para Western-blot. Ademas como esta técnica requiere la utilizacion de anticuerpos
marcados con moléculas capaces de fluorecer con la luz UV (fluoréforos), se usé un anticuerpo
secundario marcado con fluoresceina (IgG de cabra anti conejo, ALEXA 488; Molecular Probes), a

una dilucion 1:1000, que marca a la proteina con una fluorescencia de color verde.
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La metodologia utilizada se menciona de manera en esta seccion y se describe con todo detalle en
el apéndice.

Rata Wistar macho
200-250 g

Perfusion y obtencion de los
tejidos

Realizacion de cortes en
criostato

A 4
Procedimientos inmunohistoquimicos

A 4

Inmunofluorescencia
Indirecta

Microscopia
Confocal
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7. RESULTADOS

7.1 Western blot

En la estandarizacion de las condiciones para el Western blot se modificaron todos los parametros
del experimento para optimizar la deteccion de los canales HCN. Las variables que se probaron
fueron: 1) concentraciones de proteina desde 50 hasta 200 ug, 2) diferentes diluciones de los
anticuerpos primarios y secundarios, entre 1:1000 y 1:5000, en ambos casos, y 3) los tiempos de
exposicion de las placas autoradiogréficas se modificaron desde 5 s hasta 1 min, se probaron entre
3y 4 tiempos diferentes dependiendo del experimento. Se pudo detectar el canal HCN3 en el rifion
de rata (fig. 15).

HCN1 HCN2
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Figura 15. Resultados de Western blot. En todos los casos, en el carril 1 se muestran los analisis de Western blot en proteinas
de membranas totales de cerebro de rata (100 ug en cada carril) como control positivo y se utilizaron los anticuerpos comerciales
de Alomone anti-HCN1, 2, 3 y 4, respectivamente, para identificar a la familia de canales iénicos HCN. En el carril 2 se utilizaron
proteinas de membranas totales de rifion de rata (100 ug en cada carril). En los carriles 3 y 4 se utilizaron proteinas de

membranas totales de cerebro y rifidon, respectivamente, los anticuerpos se incubaron previamente con sus respectivos antigenos
control durante una hora.
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7.2 Inmunofluorescencia
En los ensayos de inmunofluorescencia se pudo detectar la presencia de los cuatro integrantes de la
familia de canales HCN. Los canales HCN1 y HN3 se observaron en las membranas apicales de la
corteza renal. (fig. 16 y 18). Los canales HCN2 y HCN4 se observaron en el citoplasma celular de la
corteza renal (fig. 17 y 19). El canal HCN4 fue el unico que se pudo observar en la médula renal (fig.
19).

HCN1

Figura 16. Inmunofluorescencia anti HCN1. Las imagenes fueron capturadas con un objetivo confocal de 40X. A) Corte transversal
de cerebro (control positivo), la reactividad se observa predominantemente en el zona molecular del cerebelo. B) Control negativo e
imagen de transferencia de luz en el que se observa un corte sagital de rifion de rata, con la incubacién previa del anticuerpo HCN1
con su péptido control. C) Corte sagital de rifién de rata con reactividad positiva en la zona apical de los tibulos de la corteza renal. C)
Un acercamiento de la imagen anterior mostrando dos tlbulos con una clara reactividad positiva. Las flechas blancas indican las
zonas con mayor reactividad.
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Figura 17. Inmunofluorescencia anti HCN2. Las imagenes fueron capturadas con un objetivo confocal de 40X. A) Corte transversal
de cerebro (control positivo), la reactividad se observa predominantemente en las células de Purkinje del cerebelo. B) Control negativo
e imagen de transferencia de luz en el que se observa un corte sagital de rifion de rata, con la incubacion previa del anticuerpo HCN2
con su péptido control. C) Corte sagital de rifién de rata con reactividad positiva en el citoplasma de los tabulos de la corteza renal. C)
Un acercamiento de la imagen anterior muestra un tibulo con una clara reactividad positiva. Las flechas blancas indican las zonas con
mayor reactivada.
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CEREBRO RINON

Figura 18. Inmunofluorescencia anti-HCN3. Las imagenes fueron capturadas con un objetivo confocal de 40X. A) Corte transversal
de cerebro (control positivo), la reactividad se observa predominantemente en la corteza cerebral. B) Control negativo e imagen de
transferencia de luz en el que se observa un corte sagital de rifion de rata, con la incubacion previa del anticuerpo HCN3 con su
péptido control. C) Corte sagital de rifidn de rata con reactividad positiva en la zona apical de los tubulos de la corteza renal. C) Un
acercamiento de la imagen anterior mostrando un tibulo con una clara reactividad positiva. Las flechas blancas indican las zonas con
mayor reactivada.
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HCN4

Figura 19. Inmunofluorescencia anti HCN4. Las imagenes fueron capturadas con un objetivo confocal de 40X. A) Corte transversal
de cerebro (control positivo), la reactividad se observa predominantemente en la corteza cerebral. B) Control negativo e imagen de
transferencia de luz en el que se observa un corte sagital de rifion de rata, con la incubacion previa del anticuerpo HCN4 con su
péptido control. C) Corte sagital de rifidn de rata con reactividad positiva en el citoplasma de los tibulos de la corteza renal. D) Un
acercamiento de la imagen anterior mostrando dos tubulos con una clara reactividad positiva. E) C) Corte sagital de rifién de rata con
reactividad positiva en la zona citoplasmica de los tubulos de la médula externa. F) C) Corte sagital de rifion de rata con reactividad
positiva en la zona citoplasmica de los tibulos de la médula interna. Las flechas blancas indican las zonas con mayor reactivada
positiva
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8. DISCUSION

Este es el primer trabajo que reporta la presencia y distribucion de la familia de los canales HCN en
el rifidon de la rata. En los ensayos de Western blot con excepcion del canal HCN3 (fig. 15C), los
demas integrantes de la familia HCN no fueron detectados. Sin embargo, en los experimentos de
inmunofluorescencia, al aplicar los mismos anticuerpos comerciales de Alomone, fue posible
detectar la presencia de los cuatro canales HCN en cortes histologicos de rifion de rata (fig. 16,17,18
y 19).

Con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir con certeza que todos los canales
HCN estan en el rifidn. El canal HCN3 parece ser el mas abundante en todo el rifion ya que fue el
unico que se pudo determinar por Western blot.

La discrepancia en los resultados entre las dos técnicas utilizadas sugiere que las condiciones de
deteccion del Western blot para los canales HCN1, HCN2 y HCN4 no son los suficientemente
sensibles. Si se toma en cuenta que los anticuerpos detectaron en los ensayos de Western blot la
presencia de la proteina en el tejido control (cerebro), entonces esto sugiere que la cantidad de los
canales HCN enddgenos en el rifion es pequefia en comparacion con la que se expresa en el
cerebro. Para poder detectar los canales restantes el kit de deteccion ECL Plus que se utilizd se
deberia cambiar por uno con una sensibilidad mayor, como podria ser el ECL Advance.

Por lo tanto, los resultados previos de RT-PCR donde se encontraron los transcritos para los cuatro
integrantes de la familia HCN vy los resultados positivos de inmunofluorescencia nos hacen concluir
que si se encuentra toda la familia de canales HCN en el rifion de la rata.

En estudios del canal HCN3 en lineas celulares HEK293 se observo que este canal tiene sitios de N-
glucosilacion para facilitar que los canales migren hacia la membrana plasmatica y se formen
canales funcionales (Much, 2003). Esto concuerda con nuestros resultados de Western blot para el
canal HCN3. Son necesarios ensayos con N-glucosidasa para poder concluir con certeza que las
dos bandas con un cambio en su peso molecular de entre 10 y 20 kDa (fig. 15C), son realmente dos
sitios de glicosilacion diferentes.

Este es la primera vez que se determina la presencia de los canales tipo HCN en un tejido no
excitable en mamiferos. Su funcion en tejidos excitables con actividad ritmica en mamiferos esta
claramente caracterizado, ademas se conocen homologos de los canales HCN en el flagelo del
espermatozoide del erizo donde le confieren un movimiento ritmico al flagelo. Sin embargo, en un

tejido epitelial aun se desconoce su funcion.
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A pesar de tener la topologia tipica de un canal de K*, los canales HCN en condiciones fisiologicas
se comportan como canales de Na*. Se tiene evidencia que la corriente homdloga a la s registrada
en los cultivos primarios de la médula interna es una corriente de Na* (Bolivar, 2008), lo que sugiere
que el papel que tiene en los epitelios renales puede ser la reabsorcion de este ion.

La reabsorcion de Na* se lleva a cabo a lo largo de todos los segmentos de la nefrona. Cerca del
50% al 60% se reabsorbe en los tubulos proximales, del 30% al 40% se reabsorbe en la porcidn
gruesa ascendente del asa de Henle. En las partes més distales de la nefrona solo se reabsorbe el
15% del Na* filtrado, sin embargo este Ultimo paso de reabsorcion es el que regula
predominantemente la homeostasis del Na*. El rifidn debe reabsorber el 99.5% del Na* que es
filtrado de la sangre, junto con el Na* ademas se reabsorbe agua para mantener los niveles del fluido
extracelular. Las células sufren cambios osmdticos constantemente al cambiar las concentraciones
de Na* y agua, mecanismos que estan ademas regulados por hormonas como la aldosterona y la
vasopresina. Sera importante hacer comarcajes de los canales HCN con proteinas cuya localizacién
ya se conoce para definir su lugar en cada uno de los segmentos de la nefrona.

El canal epitelial de Na* (ENac) es el unico canal cationico de Na* que se conoce hasta el momento
en el rifion. Este canal es el principal encargado de la reabsorcion de Na* en el segmento distal de la
nefrona que es sensible a la aldosterona. Lo que se conoce hasta el momento sobre estos canales
nos da una pauta para sugerir como funcionan y de que manera puedan estar regulados los canales
HCN en el rifidn. Se tiene evidencia que la aldosterona aumenta la reabsorcion de Na* induciendo la
expresion de los canales ENac y también facilitando su tréfico hacia la membrana apical en la
porcion distal sensible a aldosterona de la nefrona (Loffing, 2000). De manera interesante, se publico
recientemente que la aldosterona aumenta la expresion y posiblemente también el tréfico de los
canales HCN2 y HCN4 en el corazon de ratas neonatas (Muto, 2007).

Los mecanismos celulares de accion de la aldosterona incluyen la activacion de los canales ENac y
de K* apicales (ROMK), de la bomba Na*/K* basolateral y del metabolismo mitocondrial. El aumento
fisiologico de la concentracion de aldosterona aumenta el numero de canales y su probabilidad de
apertura (Boron, 2003). El efecto de la aldosterona en canales tanto de K* como de Na*, nos lleva a
sugerir que los canales HCN probablemente estén regulados por esta hormona. Particularmente, el
trafico de los canales HCN2 y HCN4, que observamos en el citoplasma celular en las iméagenes de

inmunofluorescencia.
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Por otro lado, pensamos que los canales HCN en el riidn pudieran participar en la regulacion del
volumen celular. Existe un reporte en la literatura en que los canales HCN2 estan involucrados en un
mecanismo regulatorio del volumen celular (Calloe, 2005). Los canales HCN2 fueron co-expresados
con aquaporina 1 en los ovocitos de Xenopus laevis. Se observo que la corriente que generan los
canales HCN2 incrementaba cuando habia un cambio en el volumen de la célula, ya fuera por
condiciones hipoosmoticas o cuando se aumentaba el volumen celular después de inyectar 50 nl de
una solucién isoosmoética. Para comprobar que el cambio del volumen celular y no el cambio en el
potencial ionico era la causa del aumento en la corriente, se expresé el canal sin la aquaporina 1 en
condiciones hipoosméticas y observaron que no habia cambios en la corriente.

A pesar de que los registros de los canales recombinantes no siempre responden exactamente de la
misma manera que en condiciones enddgenas (presencia de moduladores), este reporte apoya la
hipotesis de que el cambio en el volumen celular module a los canales HCN en el rifidon. Ademas, si
conocemos que la activacion de la entrada apical de Na* y su salida basolateral asegura que los
niveles de Na* y el volumen celular se mantengan estables, es logico pensar que el transporte del
Na*y los cambios en el volumen celular puedan estar correlacionados con la funcion de los canales
HCN.

En la literatura es dificil encontrar trabajos en donde se utilice la técnica de Western blot y de
inmunofluorescencia para la identificacion endogena de estos canales. Por lo general el registro
electrofisioldgico de los canales y la presencia de los transcritos se usan comunmente para su
identificacion. Apenas a principios de este afio se reporto la presencia de los HCN en el pancreas
(El-Kholy, 2007), donde no presentan ensayos de Western blot ni de inmunohistoquimica a pesar de
ser el primer reporte sobre la presencia de los canales HCN en este organo. Esto refleja el poco
conocimiento que tenemos sobre la regulacion, el trafico de estos canales y hace notar que todavia
se requiere de mucho trabajo de investigacion para conocer a fondo la modulacion de la expresion
funcional de estos canales y ahora, su papel fisiologico en los epitelios renales.

El ensamblaje de subunidades homdlogas para formar complejos heteroldgos es un mecanismo
importante para generar diversidad en los canales iénicos. Se han realizado estudios donde se
demuestra que la familia de canales HCN forman homodimeros para luego formar canales
funcionales como homotetrdmeros y heterotetrameros. Con la excepcion del heterotetramero

HCN2/HCN3 que sorprendentemente es la Unica combinaciéon que no forma un canal funcional, lo
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cual quiere decir que la heteromerizacién requiere de determinantes estructurales especificos que no
se pueden lograr en todas las combinaciones posibles de los integrantes de la familia HCN (Much,
2003). La distribucién que se pudo observar en nuestros resultados de los canales HCN1 y HCN3
(Fig. 16 y 18) podria sugerir que estos estén formando heterotetrdmeros, sin embargo habra que
realizar ensayos de co-inmunoprecipitacion para poder concluir que realmente se comportan de esta
manera.

Este trabajo identifica la presencia de una familia de canales no selectivos que no se habia
reportado en los epitelios renales. Esto tendra un gran impacto en el campo de la fisiologia renal y
ayudara a la mejor comprension de los mecanismos de la homeostasis de Na* en el rifion. En el
futuro realizaremos estudios para determinar la localizacion de los canales HCN en los segmentos
de la nefrona, asi como el impacto de la dieta en Na* y K* lo que nos ayudara a dilucidar con mayor

certeza cual es la funcion de estos canales y la manera en que pueden estar regulados.

9. CONCLUSIONES
* Se identifico por primera vez la presencia de la familia de los canales cationicos

activados por hiperpolarizacion y modulados por nucleétidos ciclicos (HCN) en el rifion
de la rata.
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9. PERSPECTIVAS

Caracterizar el papel fisioldgico que tienen estos canales cationicos en el rifion.

ldentificar en que segmentos de la nefrona se encuentran los canales (tubulos

colectores, conectores, distales o proximales), con técnicas de doble comarcaje.

Utilizar la tecnologia de DNA recombinante para clonar las nuevas isoformas

encontradas.

Realizar ensayos funcionales de los canales HCN del rifion en los ovocitos de Xenopus
laevis para determinar sus propiedades biofisicas y farmacolégicas.

Determinar el impacto de la dieta alta y baja en Na* y K* en la expresion de los canales
HCN en el rifion de la rata.
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11. APENDICE

11.1 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES
11.1.1 Obtencién de tejidos para Western-blot

1. Anestesiar la rata con cloroformo
2. Una vez que el animal se encuentra anestesiado profundamente, se procede a sacrificarlo

por medio de la dislocacion de las vértebras cervicales.

3. Se hace una incision en el abdomen para dejar expuestos los 6rganos internos.

4. Se rasga la capsula del rifidn y se hace un corte en la vena y la arteria renal para asi liberar
al riién.

d. Se repite el paso nimero cuatro para liberar el rifién restante.

6. Una vez obtenidos los rifiones, se procede a hacer un corte en la primera cervical para dejar

expuesta la parte posterior del craneo.
7. Se corta la periferia del craneo para poder liberar el cerebro.
8. Los tejidos se deben congelar inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenados a

-70° C, para su uso posterior.

11.1.2 Obtencion de los extractos crudos de membranas.

1. Cortar finamente los tejidos hasta obtener secciones minimas y proceder a homogenizar en
un volumen minimo de solucion de extraccion (4ml)
Utilizar homogenizadores de vidrio.

2. Centrifugar el homogenizado a 1000g durante 10 minutos. Contener el sobrenadante y
resuspender el sedimento en 0.5 ml de solucion de extraccion.

3. Centrifugar el resuspendido a 1000g durante 10 minutos y recuperar el sobrenadante;
desechar el boton resultante.

4, Mezclar el sobrenadante obtenido en los dos ultimos pasos, al cual se le dominara extracto
crudo de membranas.

5. Cuantificar las proteinas con el método de Lowry

6. Almacenar a —20 °C por un dia y a—70 °C por periodos de tiempo mayores.
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11.1.3 Fraccionamiento de los extractos crudos

1. Centrifugar los extractos crudos de las membranas a 17 000g durante 20 minutos a 4° C.

2. Recuperar el sobrenadante resultante. El sedimento obtenido se resuspende en la solucion
de extraccion (0.5 ml) para obtener una suspension enriquecida con membranas de alta
densidad (membranas plasmaticas); almacenar a —20° C si no es por mas de 24 horas y a —
70° C si el almacenaje seréa por periodos mas largos.

3. Centrifugar el sobrenadante a 1000, 000g durante una hora. El boton resultante se
resuspende en 200 ml de la solucién de extraccion para obtener una suspension enriquecida
con membranas de baja densidad (membranas microsomales). Almacenar en las mismas
condiciones del paso previo.

4. Cuantificar las proteinas con el método de Lowry.

11.1.4 Electroforesis de las proteinas en geles de poliacrilamida.

Los geles de poliacrilamida esta compuestos de acrilamida polimerizada por la accion de un agente
de entrecruzamiento, el N,N-metilbisacrilamida. El rango efectivo de separacion de los geles de
poliacrilamida depende de la concentracién de poliacrilamida usada para formar el gel y de la
cantidad del agente de entrecruzamiento. La concentracion de 10% resulta ser optima para separar
proteinas en rangos entre 31y 97 kD (Sambrook, 1989).

1. Preparar los geles de poliacrilamida: separador (10%) y concentrador (5%) en medio de dos
placas de vidrio ensambladas como moldes.

2. Colocar cantidades iguales de proteina de las diferentes muestras.

3. Mezclar una alicuota de proteinas con el mismo volumen de la solucién desnaturalizante de

Laemmli, en tubos ependorff.

4, Incubar a 70° C la mezcla durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas.
5. Retirar y mantener en bafio de hielo.
6. Centrifugar la muestra en une minicentrifuga por 20 segundos a 3000 rpm.
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Los pozos se cargan con las muestras en el gel concentrador dentro de la solucién de
electroforesis. Destinar el primer carril para los estandares de peso molecular (5ul Bio-Rad).
Llenar los pozos sin muestra con solucidén desnaturalizante.

Correr la electroforesis a 30 mA por gel durante una hora y quince minutos.

Remover el gel concentrador y marcar una esquina del gel separador.

11.1.5. Transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa

1.

Humedecer el gel separador que contiene las proteinas separadas por electroforesis en la

solucién de transferencia durante diez minutos.

2.

Cortar la membrana de nitrocelulosa con las dimensiones del gel separador y humedecerla
en agua destilada y posteriormente mantenerla en la solucion de transferencia por diez
minutos.

Ensamblar el dispositivo de electrotransferencia con el gel separador y la membrana de

nitrocelulosa, como se indica en la siguiente figura:

Figura 20. Esquema del dispositivo de electrotransferencia
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Transferir las proteinas separadas del gel a la membrana de nitrocelulosa con el voltaje fijo a
20 V por cuarenta minutos.

Finalizado el tiempo de transferencia, remover el gel y la membrana del dispositivo de
transferencia; marcar la orientacion del gel en la membrana y removerlo, lavar brevemente
con solucién amortiguadora salina Tris y Tween 20 (TBS-T).

La membrana de nitrocelulosa con las proteinas transferidas a su matriz (blot) puede ser
usada inmediatamente (inmunodeteccion) o se deja secar para almacenar (2 -8 °C) y usarla

posteriormente.

11.1.6 Inmunodeteccion

1.

Bloquear los sitios de union inespecificos de la membrana y proteinas transferidas por
inmersion de la membrana en una solucion de leche descremada al 5% y TBS, durante toda
la noche a 4° C en agitacion orbital constante.

Lavar la membrana con dos cambios de TBS-T.

Diluir el anticuerpo primario (IgG de conejo anti HCN1, HCN2, HCN3 o HCN4 segun el caso;
Alomone) en TBS-T (1:300) en un volumen final de 1.5 ml.

Incubar la membrana en el volumen diluido de anticuerpo primario durante toda la noche a
4° C, en un incubador rotatorio.

Lavar brevemente la membrana con dos cambios de TBS-T y enseguida lavar la membrana
en un volumen de 4ml/cm2 de TBS-T (dos cambios por cinco minutos cada uno)

Continuar con los lavados de la membrana (tres cambios por diez minutos cada uno) con
TBS a temperatura ambiente.

Diluir el anticuerpo secundario (IgG de cabra anti IgG de conejo, marcado con peroxidasa de
rabano; Amersham Biosciences) en PBS-T (1:5000) en un volumen final de 2.5 ml.

Incubar la membrana en el volumen diluido del anticuerpo secundario durante una hora a
temperatura ambiente, en un incubador rotatorio.

Repetir el protocolo de lavados en los pasos 5y 6.

Dejar a temperatura ambiente el kit de quimioluminiscencia ECL Plus para que se estabilice
y luego mezclar 2 ml de solucion A en 50 microlitros de solucion B.
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1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Retirar el exceso de TBS-T de la membrana a partir del Ultimo paso de lavado y depositarla
sobre una hoja de acetato con el lado de las proteinas transferidas hacia arriba, cubrir la
membrana con la solucion de deteccion.

Incubar a temperatura ambiente por cinco minutos.

Retirar el exceso de la solucion de deteccion de la membrana y depositarla sobre una hoja
de acetato nueva; cubrir ambos lados con acetatos, evitar la formacion de burbujas entre la
membrana y los acetatos.

Depositar la membrana cubierta por el acetato en un cassette para placas de rayos-X, con el
lado de las proteinas hacia arriba.

Poner una hoja de placa autoradiografica sobre la membrana. Cerrar el cassette y permitir la
exposicion por el tiempo necesario. ( de 10 segundos a 5 minutos dependiendo de la
intensidad de la emision).

Retirar la placa autoradiografica del cassette, revelar y fijar.

Analizar las bandas de revelado obtenidas en las placas autoradiogréficas, de acuerdo con
la orientacion marcada en las membranas.

Comparar las longitudes de migracidn de los estandares de peso molecular con la migracion
de las bandas reveladas, para determinar el peso molecular de la proteina detectad por

Western-blot.

Inmunohistoquimica

11.1.7 Perfusién, obtencién y fijado de los tejidos

1. Anestesiar a la rata con cloroformo.

2. Una vez que el animal se encuentre anestesiado profundamente, se procede a la apertura de la

cavidad toraxica, quedando al descubierto pulmones y corazon.

3. Se rasga el pericardio para liberar asi el corazon.

4. Se sujeta el corazén con forceps y se perfora el ventriculo izquierdo con la canula de perfusion,

haciéndola penetrar el ventriculo hasta llegar al interior de la aorta.

5. A continuacion se pinza la canula con los forceps que sujetan al corazon para mantenerla fija

durante toda la perfusion.
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6. Con unas tijeras se rasga la auricula derecha para que a través de esta salga toda la sangre
contenida en el torrente circulatorio, que es arrastrada por la solucion de perfusion.

7. A través del corazén se perfunde una solucion lavadora durante un minuto y después una solucion
fijadora durante cinco minutos, ambas soluciones deben estar previamente enfriadas en hielo.

8. Al finalizar la perfusion se procede a la obtencion de los tejidos para su procesamiento
postfijacion.

9. Una vez obtenidos los diferentes tejidos (rifiones y cerebro) se sumergen en solucién fijadora y se
mantiene en esta durante cinco horas a 4° C.

10. Se obtienen un corte del rifidn que incluya la médula interna la médula externa y la corteza.

11. Después se sumergen los tejidos (cerebro y rifién) en una solucién de crioproteccion que
contiene sacarosa al 30% y se mantienen en ésta toda la noche o hasta que la solucion se incluya
por completo en los tejidos, esto se observa ya que los tejido flotan en la solucion y a mediad que la
solucion vaya incluyéndose, estos descienden al fondo del frasco contenedor. Este proceso se
realiza a 4° C.

10.1.8 Obtencion de cortes

1. Los tejidos se recubren con resina “tissue teck” y se almacenan en el congelador del criostato por
dos horas minimo, para que alcancen la temperatura de corte (-27° C).

2. Los cortes se realizan con un espesor de 10 Im y se recogen en un cubreobjetos previamente
gelatinizado.

3. Los cortes se dejan secar al aire libre por una hora y se almacenan a -70° C hasta su

procesamiento inmunihistoquimico.

11.1.9 Inmunoflorescencia Indirecta

1. Descongelar los cortes 10 minutos a temperatura ambiente.

2. Lavarlos 5 minutos con solucion lavadora en dos ocasiones.

3. Incubarlos 30 minutos en Buffer de Citratos 10 mM pH (8-9) a 80°C y dejar enfriarlos a
temperatura ambiente en el buffer de citratos.

4. Lavarlos 10 minutos con solucion lavadora dos veces
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9. Permeabilizar con solucion de lavado con Triton X100 al 0.3% por diez minutos a temperatura
ambiente en agitacion suave

6. Incubar con solucion de bloqueo durante 45 minutos a temperatura ambiente en agitacion suave
7. Incubar con el anticuerpo primario (IgG de conejo anti HCN1-4, dilucion 1:100) en solucion para
anticuerpos y dejarlos de 18 a 24 horas en camara humeda.

8. Lavar 5 minutos en PBS-T 0.1% vy luego 3 veces por 10 minutos

9. Incubar con el anticuerpo secundario (IgG de cabra anti IgG de conejo, conjugada con
fluoresceina, dilucion 1:500) por una hora a temperatura ambiente

10. Lavar 5 minutos con PBS-T y tres veces por 10 minutos.

11. Montar los cortes en fresco (sin deshidratar) con medio para fluorescencia VECTASHIELD
(Vector)

11.1.10 Microscopia de Fluorescencia Confocal

Los tejidos procesados con las técnicas de inmunofluorescencia, se observan en el microscopio
invertido de epifluorescencia. Las imagenes se capturan utilizando el sistema confocal. El fluoréforo
utilizado (Alexa 488) se excita a 488nm, utilizando una linea de argon y la emision es detectada

utilizando un filtro a 520 nm.

11.2 SOLUCIONES Y REACTIVOS

11.2.1 Solucidon de extraccion de proteinas

Sacarosa 250 mM
EDTA 1mM
PMSF 0.1 mM
Tris-HCI (pH 7.6) 10 mM

Adicionar 1 ml de mezcla de inhibidores de proteasas (SIGMA) a 10 ml de solucién de extraccion.

11.2.2 Solucidon amortiguadora salina Tris (TBS) pH 7.6

Trizma Base 4.844q 12119
NaCl 16 g 40¢
H20 cbp 2000 ml 5000 m

Ajustar el pH con HCI 1N (puede almacenarse a 4° C por un mes)
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11.2.3 Solucion TBS-T (TBS con Tween 20 al 0.1%)
Diluir 1 ml de Tween 20 en 999ml de TBS.

11.2.4 Solucion de electroforesis (BioRad)

Tris 25mM
Glicina 250mM (pH 8.3)
SDS 0.1%

11.2.5 Gel de SDS-poliacrilamida
11.2.5.1 Gel separador (10%) Sml
Para dos geles separadores se preparan 10 ml con las siguientes concentraciones:

4 ml H20 desionizada y filtrada

3.3 ml mix de acrilamida 30%"

2.5ml Tris pH8.8 1.5M

0.1ml SDS 10%

0.1 ml Persulfato de Amonio 10% p/v (mezclar levemente)
0.004 ml (401) TEMED (mezclar y verter inmediatamente)

Nota: Para vidrios de 0.75 mm verter 3ml x gel
Para vidrios de 1.00 mm verter 4ml x gel
Una vez en las placas verter aproximadamente 200 [l de N-butanol para linearizar el gel y esperar 15
min a que polimerice y enjuagar con agua.
*Mezcla de acrilamida: 29g de acrilamida y 1g de N,N-metilbisacrilamida, disolver 40 ml de HO y

llevar a 100 ml de aforo. Almacenar a 4° C en un frasco ambar.

11.2.5.2 Gel concentrador (5%)
Para dos geles concentradores preparar 5 ml en las siguientes concentraciones:

3.4 ml H20 desionizada y filtrada
0.83 ml mix de acrilamida 30%
0.63 ml Tris pH6.8 1M
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0.05 ml SDS 10%

0.05ml Persulfato de Amonio 10% p/v (mezclar levemente)
0.005 ml (511) TEMED (mezclar y verter inmediatamente)
11.2.6 Solucion de transferencia (pH 8.3)
Glicina 39mM
Tris 48mM
SDS 0.037%
Metanol 20%

11.2.7 Reactivo para cuantificar proteinas
Soluciones A'y B (Bio-Rad). Método de Lowry.

11.2.8 Reactivos ECL Plus para analisis de Western-blot (Amershan Biosciences)
Anticuerpo secundario, acoplado a peroxidasa de rabano

Reactivo de Bloqueo (leche descremada, BioRad) Preparar al 10% con TBS-T
Reactivos de deteccion (mezclar Ay B en proporcion 1:40 antes de usar)

11.2.9 Solucion reveladora para placas radiograficas (Kodak)
Pesar 145 g y disolver en 1 L de agua a 70° C.

Almacenar en frasco Ambar.

11.2.10 Solucidn fijadora para placas radiograficas (Kodak)
Mezclar con agitacion rapida 500 ml de agua, 149 ml de solucion Ay 27.4 ml de solucion B.
Adicionar cbp 1L.

Almacenar en frasco Ambar.

11.2.11 Solucion desnaturalizante (Laemmli)
Tris-HCI (pH 6.8) 50mM
Mecarptoetanol 5%

SDS 2%
Azul de bromofenol  0.1%
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Glicerol 10%
Preparar sin el mecarptoetanol y almacenar a temperatura ambiente, adicionar el mecarptoetanol
antes de usar.
11.2.12 Solucion de lavado (PBS)

PB 0.2M pH 7.4 100ml
NaCl 8.769
KCI 0.29
H.0 cbp 1000ml

11.2.13 Solucidn fijadora

Paraformaldehido al 4% en solucién de lavado. Disolver el paraformaldehido en el volumen
adecuado de solucion de lavado a 80° C. Enfriar y filtrar. Usar el mismo dia o almacenar hasta 24
horas a 4° C en frasco ambar.

11.2.14 Solucion Bloqueadora

Solucién de lavado con Tritdn X100 al 0.1%
Suero de caballo al 5%
Suero bovino fetal al 5%

11.2.15 Solucion para anticuerpos
A la solucion bloqueadora se le agrega albumina 1mg/ml
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