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ABREVIATURAS. 
 

A488: Alexa 488.  

A594: Alexa 594. 

AK: Dieta con alto contenido en potasio (10% w/w). 

AQP1: Canal de agua Acuaporina 1. 

AQP2: Canal de agua Acuaporina 2. 

CALB: Calbindina. 

CaSR: Receptor de calcio extracelular. 

CC: Conducto colector. 

CCC: Conducto colector cortical. 

CCI: Conducto colector inicial. 

CCM: Conducto colector medular. 

CCME: Conducto colector de la médula externa. 

CCMI: Conducto colector de la médula interna. 

cDNA: Cadena de ácido desoxirribonucleico complementaria. 

Ce: Cerebelo. 

ci: Célula(s) intercalada(s). 

ciA: Célula(s) intercalada(s) tipo A (secretoras de ácido, ). 

ciB: Célula(s) intercalada(s) tipo B (secretoras de bicarbonato, ). 

CK: Dieta control de potasio (1.2% w/w). 

ClC-K: Canal de cloro renal. 

Co: Corteza renal. 

cp: Célula(s) principal(es). 

CRS: Corpúsculo renal superficial. 

CRYM: Corpúsculo renal yuxtamedular. 

DAH: Porción delgada ascendente del asa de Henle. 

DB: Dolichos biflorus. 

DDH: Porción delgada descendente del asa de Henle. 

ENaC: Canal de sodio epitelial (sensible a Amilorida). 

ECaC: Canal de calcio epitelial. 

GAH: Porción gruesa ascendente del asa de Henle. 



8 

GAPDH: Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa. 

IgG: Inmunoglobulina. 

KCC: Cotransportador de potasio y cloro (K+/Cl-). 

KChAP: Proteína accesoria de canal de potasio (K+-channel accessory protein). 

KChIP: Proteína que interactúa con canales de potasio (K+-channel interacting protein). 

KCNA: Gen que codifica para la subunidad alfa de canales de la subfamilia Kv1. 

KCNE1: Gen que codifica la subunidad MinK. 

KCNJ1: Gen que codifica el canal ROMK. 

KCNMA1: Gen que codifica la subunidad alfa del canal MaxiK. 

KCNQ1: Gen que codifica para la subunidad alfa del canal Kv7.1. 

Kir: Canal de potasio rectificador entrante. 

KS-WNK1: Cinasa de serina y treonina sin lisina 1, isoforma corta específica de riñón. 

Kv: Canales de potasio activados por voltaje. 

LEC: Líquido extracelular. 

LIC: Líquido intracelular. 

MD: Macula densa. 

ME: Médula externa. 

MgTx: Margatoxina. 

MI: Médula interna. 

MinK: Subunidad moduladora de canales de potasio activados por voltaje tipo 1, 

relacionada con la familia Isk (KCNE1). 

MR: Receptor a mineralocorticoides. 

NaPiIIa: Cotransportador de sodio y potasio tipo IIa. 

NCC: Cotransportador de sodio y cloro (Na+/Cl-). 

NCX: Intercambiador de sodio y calcio. 

NH3: Cotransportador sodio protón 3 (Na+/H+). 

NKCC: Cotransportador de sodio potasio y cloro (Na+/K+/2Cl-). 

NR3C2: Gen que codifica a la proteína MR. 

P: Dominio formador del poro de un canal iónico. 

PC: Péptido control. 

PKA: Cinasa de proteínas A (Protein Kinase A). 

ROMK: Canal de potasio Kir1.1 de la médula externa de rata. 
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RT-PCR: Retro transcripción in vitro y reacción en cadena de polimerasa. 

SCNN1A: Gen que codifica a la subunidad alfa del canal ENaC. 

SCNN1B: Gen que codifica a la subunidad beta del canal ENaC. 

SCNN1G: Gen que codifica la subunidad gamma del canal ENaC. 

SGK1: Cinasa sérica regulada por glucocorticoides tipo 1. 

SGLT1: Cotransportador de sodio y glucosa tipo 1. 

SGLT2: Cotransportador de sodio y glucosa tipo 2. 

SLC12A3: Gen que codifica a la proteína NCC. 

SLC1A1: Gen que codifica para el acarreador de solutos de la familia 1 (transportador 

de aminoácidos excitatorios 3). 

SLC34A1: Gen que codifica a la proteína NaPiIIa. 

SLC6A18 – 20: Genes que codifican para los acarreadores de solutos de pendientes 

de sodio y cloro de la familia 6 (miembros 18 a 20: cotransportador de sodio y 

aminoácidos y neurotransmisores). 

TCD: Túbulo contorneado distal. 

TCN: Túbulo conector. 

TCP: Túbulo Contorneado Proximal. 

THP: Tamm Horsfall glicoproteína. 

TM: Hélice transmembranal de una proteína de membrana. 

TP: Túbulo proximal. 
TRP: Túbulo recto proximal. 

TRP: Túbulo recto proximal. 

TRPV5: Canal iónico selectivo para calcio y magnesio 5 (Transient receptor potential 

vanilloid). 

UT: Transportador de urea. 

V-ATPasa: ATPasa vacuolar de protones. 

WNK4: Cinasa sin lisina (with no lysine kinase, serine threonine kinase). 
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 TCP GAH TCD TCN CCC CCM 

Kv1.1   Perinuclear Perinuclear Perinuclear Perinuclear 

Kv1.3    
Citoplásmica 

y apical 
Citoplásmica Citoplásmica 

Kv1.6  
Citoplásmica 

basolateral 

Citoplásmica 

basolateral 

Citoplásmica 

basolateral 

Citoplásmica  

apical y 

basolateral 

Citoplásmica  

basolateral 

Kv11.1 Citoplásmica  Apical Apical  Citoplásmica 

 

1. RESUMEN. 
     La regulación fisiológica del potasio (K+), requiere básicamente de dos condiciones para el 

funcionamiento normal de las células: el mantenimiento de concentraciones altas de K+ en el 

citoplasma (140 mM) y bajas en el líquido extracelular (4 mM). Esta diferencia de concentración 

de K+ es indispensable en los mecanismos de la excitación neuronal y muscular, y para 

muchas otras funciones celulares. La alta concentración intracelular de K+ es generada por la 

actividad de la ATPasa de Na+/K+. El mantenimiento de la baja concentración extracelular 

depende de una excreción renal de potasio efectiva. 

     El riñón es capaz de ajustar la excreción de K+ en la orina para establecer un balance entre 

el K+ excretado y el ingerido en la dieta. Esta excreción es el resultado de tres mecanismos de 

transporte en la nefrona: filtración glomerular, reabsorción (principalmente en el asa de Henle) y 

secreción (túbulo conector y conducto colector). La secreción del K+ en el conducto colector 

está mediada por canales de potasio apicales. A la fecha se ha identificado a los canales de 

potasio ROMK y MaxiK en el conducto colector como los responsables de mediar la secreción 

del K+. La regulación de la expresión de tales canales obedece a una respuesta adaptativa del 

riñón a los niveles de K+ ingeridos durante la dieta. Sin embargo los estudios de microperfusión 

de los conductos colectores de ratones deficientes de ROMK, demostraron que ocurre 

secreción de K+ a pesar del bloqueo farmacológico del canal MaxiK con Iberiotoxina. La 

conclusión de estos ensayos fue la presencia de otros canales secretores de K+ en la nefrona 

distal, no descritos aún. 

     En un estudio sistemático en nuestro laboratorio, se identificó la presencia de los transcritos 

correspondientes a los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 Kv11.1a y Kv11.1b en el riñón de rata. 

     En este proyecto doctoral se demostró la expresión de las proteínas correspondientes a los 

canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 Kv11.1a y Kv11.1b, tanto en la corteza como en la médula renal 

de rata. Se estableció la distribución diferencial de tales canales en los segmentos tubulares de 

la nefrona con una predominancia en las porciones distales de la nefrona, tal distribución 

sugiere su contribución en los mecanismos de secreción de K+ renal. 

 

 

 

 

 

 

 

 
TCP: túbulo contorneado proximal, GAH: porción gruesa ascendente del asa de Henle; TCD: túbulo 
contorneado distal; TCN: túbulo conector; CCC: conducto colector cortical; CCM: conducto colector medular. 
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     Se probó el efecto de una dieta con alto contenido en K+ (AK) sobre la expresión y 

distribución de los canales Kv identificados en el epitelio renal de la rata, el resultado fue que 

los canales Kv1.1 y Kv1.3 presentan regulación positiva hacia las membranas plasmáticas 

apicales de las células intercaladas en respuesta a la dieta AK y se expresan como 

heterotetrámeros. Se demostró, mediante ensayos de microperfusión in vitro de los conductos 

colectores corticales (CCC), que los canales Kv1.1/Kv1.3 contribuyen a la secreción de K+ en 

estos segmentos tubulares en ratas sometidas a dietas de AK. 

     Como perspectiva, se deben hacer estudios de microperfusión de túbulos renales de 

ratones manipulados genéticamente, deficientes del ROMK y el uso de cocteles de toxinas 

bloqueadoras de los canales ROMK y MaxiK, para poder disecar la proporción de la 

contribución de los canales Kv1.1/Kv1.3 a la secreción renal de K+. 

 
 

ABSTRACT. 
     The physiological regulation of potassium (K+) requires two basic conditions: maintenance of 

high concentrations of K+ in the cytoplasm (140 mM) and low concentration in the extracellular 

space (4 mM). This K+ gradient is indispensable for neuronal and muscle excitation, and for 

many other cellular functions. The high intracellular concentration of K+ is generated by the 

Na+/K+ ATPase activity. The maintenance of low extracellular concentration depends on an 

effective renal excretion of K+. 

      To establish a balance between excreted and ingested K+ in the diet, the kidney is able to 

adjust the K+ excretion in the urine. This excretion is the result of three transport mechanisms in 

the nephron: glomerular filtration, reabsorption (mainly in Henle’s loop) and secretion 

(connecting tubule and collecting duct). In the collecting duct, K+ secretion is mediated by apical 

potassium channels. To date, two potassium channels, ROMK and MaxiK, have been identified 

in the collecting duct as responsible for mediating K+ secretion. Regulation of the expression of 

such channels is due to an adaptive response of the kidney to K+ levels in the diet. However, 

microperfusion studies of collecting ducts from ROMK’s deficient mice showed that K+ secretion 

occurs despite pharmacological blockade of MaxiK channel with Iberiotoxin. The conclusion of 

these experiments was the presence of other secreting K+ channels, not described yet, in the 

distal nephron. 

     In our laboratory, we identified the presence of Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6, Kv11.1a and Kv11.1b 

channel’s transcripts in the rat kidney. 
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     In this doctoral project, was demonstrated the expression of proteins corresponding to the 

channels Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6, Kv11.1a and Kv11.1b in the rat renal cortex and medulla. 

Furthermore, differential distribution of these channels in the tubular segments of the nephron 

was described, with predominance in the distal nephron; this suggests their contribution to the 

renal K+ secretion. 

     The effect of a high K+ diet (HK) on the expression and distribution of Kv channels in the 

renal epithelium was tested; the result shown that Kv1.1 and Kv1.3 were up regulated to the 

apical plasma membranes of the intercalated cells, in response to HK; moreover Kv1.1 and 

Kv1.3 formed heterotetramers. 

     In order to demonstrate the contribution of Kv1.1/Kv1.3 channels to the tubular K+ secretion, 

microperfusión of isolated cortical collecting ducts was performed, the results demonstrated an 

important K+ secretion in ducts from HK rats. 

     Microperfusion studies on isolated collecting ducts from ROMK deficient mice and use of 

blockers for ROMK and MaxiK channels, will allow us to elucidate the proportion of the net 

contribution of the Kv1.1/Kv1.3 channels to the renal K+ secretion. 
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2. INTRODUCCIÓN. 
 

2. 1. Homeostasis del potasio  
 
     El potasio (K+) es el catión más abundante en el cuerpo humano: 50 a 55 mEq / kg de peso 

corporal. El 98% del K+ se distribuye en el líquido intracelular (LIC) ~140 mM y el ~3% restante 

en el líquido extracelular (LEC) ~4 mM. Esta diferencia de concentración de casi 35 veces da 

lugar a un gradiente a través de la membrana celular, indispensable en los mecanismos de la 

excitación neuronal y muscular. El K+ intracelular participa en varios procesos biológicos como 

son: la división celular, la síntesis de proteínas y de ADN, la regulación del volumen celular y 

del balance ácido-base, la glucólisis (cofactor enzimático de la piruvato cinasa) y la hidrólisis de 

ATP por la ATPasa de Na+/K+ (Stanton y Giebisch, 1992). 

El consumo de alimentos aporta cerca de 100 mmol de K+ por día. El 90-95% de K+ se 

desecha en la orina y el resto en las heces y el sudor (Figura 2.1). 

La distribución interna del K+ necesita una regulación precisa ya que la salida de tan solo el 

2% de este catión del interior celular hacia el LEC, duplicaría la concentración del K+ en el 

plasma, esto provocaría la despolarización de las membranas celulares y traería 

consecuencias fisiológicas fatales, como alteraciones en la actividad eléctrica del corazón y una 

progresión rápida a la fibrilación ventricular (Muto, 2001; Koeppen y Stanton, 2001). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 Figura 2.1. Distribución y balance 
del K+ en el organismo (Modificada 
de Boron y Boulpaep, 2005).  
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 La homeostasis del K+ se regula por dos mecanismos. La regulación a corto plazo 

mantiene la distribución del K+ entre los compartimientos extracelular e intracelular, por la 

acción concertada de la ATPasa de Na+/K+ y la insulina. La regulación a largo plazo controla el 

balance externo del K+ a través del riñón. 

 

Balance interno del K+: 

 

     El K+ ingerido con los alimentos se absorbe por vía intestinal. Dicha absorción no está sujeta 

a mecanismos regulatorios específicos. El K+ una vez que ingresa al organismo, se distribuye 

inicialmente en el LEC y de inmediato se redistribuye en los tejidos, principalmente en las 

células del músculo esquelético y del hígado (Figura 2.1). Las células captan rápidamente este 

exceso momentáneo de K+ extracelular gracias a la actividad de la ATPasa de Na+/K+. Debido a 

la eficiente captación celular, la concentración plasmática del K+ se mantiene en un intervalo de 

3.5 a 5.0 mM. Posteriormente y de forma gradual el K+ captado se libera al LEC a través de los 

canales iónicos y los transportadores. El balance interno del K+ se regula por diversas 

hormonas y se afecta por el balance ácido-base y la osmolaridad del plasma (Figura 2.2, Tabla 

2.1). 

 

 

 
Figura 2.2. Control hormonal de la captación de potasio en las células musculares. 
(Modificada de Boron y Boulpaep, 2005). 

ATP

ADP

[ K+ ]

Páncreas Glándula adrenal
Insulina

Adrenalina

Aldosterona

Capilar sanguíneo [ K+ ]

ATPasa de Na + y K+

Receptor de 
Adrenalina

Recpetor
mineralocorticoide

Receptor a 
Insulina

Transportador  de 
glucosa sensible a 
insulina: GLUT4

Na+

K+
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(Modificada de Giebisch, 1998). 

Tabla 2.1. Factores agudos y crónicos que afectan el balance 
interno del potasio. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Balance externo del potasio. 

 

La ingesta de K+ depende básicamente de las costumbres alimenticias del individuo. El K+ 

al igual que el Na+ puede salir del organismo por tres rutas: el sudor, las heces y la orina. La 

concentración promedio del K+ en el sudor es igual a la del plasma; por consiguiente, la 

cantidad de K+ que se excreta en el sudor en condiciones normales es despreciable. La 

excreción promedio de K+ en las heces es de sólo 5-10 mmol/día. La principal vía de excreción 

es la renal (90 – 95 % del K+ ingerido). En un adulto la excreción urinaria promedio de K+ es de 

45-90 mEq/día, aunque puede variar desde 10 hasta 500 mmol/día (Stanton y Giebisch, 1992).  

 

 

 

 

 

 

 

FACTORES AGUDOS 

Factor Efecto  

Insulina Incremento en la actividad de la ATPasa de Na+/K+ 

-Catecolaminas Incremento en la actividad de la ATPasa de Na+/K+ 

-Catecolaminas Disminución de la actividad de la ATPasa de Na+/K+ 

Acidosis Disminución de la captación de K+ 
Alcalosis Incremento en la captación de K+ 

Daño celular Disminución de la captación celular de K+ 
Hiperosmolaridad extracelular Incremento en el eflujo celular de K+ 

FACTORES CRÓNICOS 

Factor Densidad de la ATPasa Na
+
/K

+ 

Tiroideo Incremento 
Hormonas adrenales Incremento 

Ejercicio Incremento 
Crecimiento celular Incremento 

Diabetes Disminución 
Deficiencia de potasio en la 

dieta Disminución 

Falla renal crónica Disminución 
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2.2. Manejo renal del potasio. 
 

Los riñones son un órgano par, que se encarga de mantener el balance de los fluidos y 

electrolitos corporales mediante la excreción de agua, solutos y varios productos de desecho a 

través de la orina. La formación de la orina tiene lugar en las nefronas, que son la unidad 

anatómica y funcional del riñón, a través de los procesos de filtración, reabsorción y secreción. 

En la Figura 2.3 se muestra un esquema de la organización estructural de un riñón y de una 

nefrona. En el apéndice A se describe más detalladamente la anatomía y fisiología renal. 

 
 
 

 
 

    La excreción renal de K+ se lleva a cabo en tres procesos: la filtración glomerular, la 

reabsorción tubular (en el TP y en la asa de Henle) y un proceso bidireccional de secreción o 

reabsorción tubular (en la asa de Henle, en el TCN y en el CC) que depende de la ingesta del 

K+ en la dieta. 

Figura 2.3. Localización de la nefrona en la estructura renal. El tejido renal se divide en dos capas 
corteza y médula renal, a lo largo de las cuales se distribullen las nefronas. G: Glomérulo; TCP: Túbulo 
contorneado proximal, TRP: Túbulo recto proximal; DDH: Porción delgada descendente del asa de Henle; 
DAH: Porción delgada asendente del asa de Henle; GAH: Porción gruesa ascendente del asa de Henle; 
TCD: Túbulo contorneado distal; CCC: Conducto colector cortical; CCME: Conducto colector de la médula 
externa; CCMI: Conducto colector de la médula interna.  
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     La filtración glomerular es regulada por los mecanismos hemodinámicos y de superficie 

(descritos en el apéndice A), que permiten la filtración de la sangre a través de las paredes de 

los capilares glomerulares, hacia el espacio urinario contenido por la cápsula de Bowman. En 

los humanos se filtran ~720 mEq de K+ en los glomérulos cada día. La tasa de excreción es de 

5 a 15% del filtrado, lo cual indica la presencia de mecanismos de absorción de K+ a lo largo de 

la nefrona. Por otro lado, cuando la ingesta de K+ se eleva y/o la tasa de filtración glomerular 

está por debajo de los valores normales (125 mL/min), la cantidad de K+ excretado puede ser 

mayor que la del K+ filtrado, y se evidencia la participación de un mecanismo de secreción en la 

nefrona (Figura 2.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Los procesos de reabsorción y secreción tubular son regulados por mecanismos celulares 

de transporte transepitelial de agua y de solutos (Apéndice A). La dirección y magnitud del 

transporte del K+ a través del epitelio renal, depende de la distribución de diferentes proteínas 

de transporte en las membranas apical y basolateral. Además de las rutas transcelulares, la vía 

paracelular también contribuye al transporte transepitelial del K+ en algunos segmentos de la 

nefrona (Giebisch y Wang, 1996; Giebisch, 1998). 
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Figura 2.4. Transporte de K+ en la nefrona. Los porcentajes de absorción o 
secreción son relativos al 100% filtrado en el glomérulo. (Adaptada de Boron 
2005). 



18 

     Al menos seis vías celulares contribuyen al transporte vectorial y al mantenimiento de las 

concentraciones óptimas del K+ en las células epiteliales renales: 

 La ATPasa de Na+/K+ en la membrana basolateral. Este mecanismo electrogénico 

intercambia tres iones intracelulares de sodio por dos iones extracelulares de potasio. La 

ATPasa de Na+/K+ mantiene así una alta concentración intracelular de potasio y una baja 

concentración intracelular de sodio con respecto al espacio extracelular. La ATPasa de Na+/K+ 

se localiza en todos los segmentos de la nefrona. 

 Los canales de potasio. La distribución de los canales de potasio en las membranas 

apicales y basolaterales determina la dirección y magnitud del transporte transcelular de 

potasio. 

 El cotransportador de Na+/ 2Cl-/K+ (NKCC). Este transportador acopla el movimiento de 

sodio, cloro y potasio al interior celular, en la membrana apical de la porción GAH (NKCC2) y 

en la membrana basolateral del CCM (NKCC1). 

 El cotransportador de K+/Cl- (KCC). Acopla el transporte de potasio y cloro al exterior 

celular, a través de la membrana apical del TCD (KCC?) y en la membrana basolateral del 

túbulo proximal (KCC3, KCC4), de la porción GAH, del TCD y de las células intercaladas del 

CC (KCC4) (Velázquez y Silva, 2003; Garzón-Muvdi et al., 2007). 

 La ATPasa H+/K+. Esta ATPasa participa en la absorción de potasio y secreción de H+, 

especialmente durante los periodos de ingesta carente de potasio, y se localiza en la 

membrana apical del CCC y CCME. 

 Difusión paracelular. Existe una alta permeabilidad al potasio a través de las uniones 

celulares estrechas, que facilitan el flujo de K+ en dirección de su gradiente de concentración, 

en los segmentos tubulares proximales. (Stanton y Giebisch, 1992). 
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Figura 2.5. Transporte de K+ en el túbulo proximal. S: Sustrato, puede ser glucosa, 
aminoácido o fostato. 
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2.3. Mecanismos de transporte de K+ en los diferentes segmentos de la nefrona. 
 

Transporte de potasio en el túbulo proximal. 
 

     El K+ se filtra libremente en el glomérulo. La carga filtrada de K+ es del orden de 700 mmol 

por día. La mayor parte del K+ filtrado (70%) se reabsorbe en el TCP por difusión pasiva en 

dirección de su gradiente electroquímico y ocurre principalmente por vía paracelular como 

consecuencia de la reabsorción de agua (Figura 2.5). Aunque se han identificado diversos 

canales de potasio en las membranas apical y basolateral de las células que conforman al 

TCP, no existe evidencia de su participación en la reabsorción transcelular del K+, pero sí de su 

participación en el mantenimiento del potencial negativo de la membrana celular, la regulación 

del volumen celular y del reciclamiento del K+ a través de la membrana basolateral. 

Generalmente ocurre una secreción pasiva de K+ en el Túbulo recto proximal y en la porción 

delgada descendente del asa de Henle (Stanton y Giebisch, 1992; Wang, 2004; Malnic et al., 

2008). 
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Figura 2.6. Transporte de K+ en lo porción gruesa ascendente del asa de Henle. 
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Transporte de potasio en la porción gruesa ascendente del asa de Henle. 
 

El K+ se reabsorbe de manera pasiva en la DAH y de manera activa y por difusión 

pasiva paracelular en la porción GAH, de manera que al final del túbulo contorneado distal solo 

10-15% de la carga filtrada de K+ permanece en la luz tubular (Figura 2.4). La ATPasa de 

Na+/K+ en la membrana basolateral de las células que conforman la GAH, intercambia con el 

espacio intersticial tres iones de Na+ por dos de K+. Esto genera un gradiente electroquímico 

(de Na+) que provee la energía para la entrada de Na+, a través de la membrana apical y que 

es mediada por el cotransportador Na+/K+/2Cl- (NKCC2). La reabsorción apical del K+ ocurre 

entonces acoplada a la reabsorción del Na+ y de Cl- con una estequiometria de 1:1:2. El 

gradiente de concentración del K+ favorece la salida del K+ hacia el espacio intersticial a través 

de la membrana basolateral, donde se ha reportado la presencia de cotransportadores de 

K+/Cl- y K+/HCO3
-, así como de canales de Cl- y de K+. En la membrana apical se han 

identificado canales de K+ (ROMK: Rat Outer Medulla potassium channel), que contribuyen al 

reciclamiento del K+ a través de la membrana apical, esencial para el funcionamiento del 

cotransportador NKCC2; por otro lado, la salida de K+ a través de los canales ROMK provee un 

potencial transepitelial lumen positivo que favorece la difusión paracelular del K+ y demás 

cationes (Stanton y Giebisch, 1992; Boron y Boulpaep, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



21 

Corteza

Médula
Externa

Médula
Interna

L

U

M

E

N

I

N

T

E

R

S

T

I

C

I

O

Na+

Cl-

NCC

3Na+

2K+

ATPasa Na+/K+

K+

Cl-

KCC

K+ ROMK2

K+ ROMK3

Cl-ClC-K

Na+

Cl-

K+

Cl-
KCC

3Na+

2K+

ATPasa Na+/K+

NCC

Cl-ClC-K

K+Kir7.1

K+Kir7.1

Célula Proximal del TCD

Célula Distal del TCD

Na+ ENaC

Transporte de potasio en el túbulo contorneado distal. 
 

     El túbulo contorneado distal secreta K+, aunque en menor proporción que el conducto 

colector cortical; el mecanismo de secreción del K+ en el TCD involucra a dos 

cotransportadores en la membrana apical: un cotransportador de K+/Cl- en la dirección luminal 

(KCC) y un cotransportador de Na+/Cl- sensible a tiazida (NCC) en dirección citoplasmática, 

debido a que operan en direcciones opuestas, el resultado es la secreción del K+, la 

reabsorción del Na+ y el reciclamiento del Cl- a través de la membrana apical (Figura 2.7; 

Wang, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Transporte de potasio en el conducto colector cortical. 
 

     En el CCC se lleva a cabo la regulación final de la secreción y la excreción urinaria del K+. 

La secreción de K+ tiene lugar en las células principales y depende de varios mecanismos de 

transporte en las membranas apical y basolateral. A la fecha se han descrito en la membrana 

apical: un canal epitelial de Na+ sensible a Amilorida (ENaC), dos isoformas de un canal de K+ 

de baja conductancia (ROMK1 y ROMK2) y un canal de K+ de alta conductancia y dependiente 

de Ca+ (MaxiK); y en la membrana basolateral: la ATPasa de Na+/K+, el cotransportador 

Figura 2.7. Transporte de K+ en el túbulo contorneado distal. 
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NKCC1 y canales de K+ cuya identidad molecular no se ha descrito aún. El K+ entra desde el 

intersticio a las células por la ATPasa de Na+/K+ basolateral y se secreta al lumen a través de 

los canales ROMK en favor del gradiente electroquímico. La reabsorción apical de Na+ a través 

del canal ENaC y el gradiente de concentración de K+ brindan la fuerza electroquímica para la 

secreción del K+ a través de los canales ROMK. El gradiente electroquímico de K+ se 

incrementa cuando la reabsorción de Na+ aumenta por la acción de la aldosterona. La 

aldosterona promueve el tráfico de los canales ENaC en la membrana luminal y estimula la 

actividad de la ATPasa de Na+/K+ (Stanton y Giebisch, 1992; Wang, 2004). 

     El epitelio del CCC es de tipo hermético, por lo que la permeabilidad de la vía paracelular es 

baja, de esta manera prácticamente todo el K+ se excreta en la orina. En consecuencia, en 

condiciones normales la carga tubular de K+ que abandona el CCC corresponde a cerca del 

40% de la carga filtrada. En este nivel la carga tubular de agua corresponde comúnmente al 5% 

de la carga filtrada, por ello la concentración luminal de K+ al final del CCC es mucho mayor 

que en el plasma (Muto, 2001; Stanton y Giebisch 1992). 

Los mecanismos de transporte de membrana en las células principales son favorables 

para la secreción de K+ pero no para su reabsorción. Sin embargo, cuando la ingesta de K+ 

está restringida o en condiciones de hipocalemia, el CCC puede reabsorber K+. Esta 

reabsorción ocurre a través de la bomba de H+/K+ de la membrana apical de las células 

intercaladas secretoras de ácido (Stanton y Giebisch 1992; Muto, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2.8. Transporte de K+ en el conducto colector. 
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Transporte de potasio en el conducto colector de la médula externa e interna. 
 

     El CCME consta de dos segmentos: el segmento de la capa externa y el segmento de la 

capa interna. El segmento de la capa externa es muy similar al CCC, aunque su participación 

en la secreción de K+ es menor. El segmento de la capa interna está formado por células 

similares a las del CCC, pero se diferencia de éste en que su epitelio es de tipo no hermético, 

por lo que la permeabilidad de su vía paracelular es alta. Debido a ello y a que la concentración 

luminal de K+ es muchas veces mayor que en el plasma, en este epitelio puede producirse la 

reabsorción pasiva de K+, que forma parte del mecanismo del reciclamiento medular de K+ 

(Figura 2.9). 

     En el CCME el K+ puede reabsorberse también por vía transcelular: El K+ entra a la célula 

por la membrana apical a través de la ATPasa de H+/K+ y es transportado del citoplasma al 

intersticio por canales de K+, presentes en la membrana basolateral, en favor del gradiente 

electroquímico. 

     El CCMI puede reabsorber o secretar K+ dependiendo de la homeostasis del K+, pero los 

mecanismos de transporte no están completamente dilucidados. Al igual que en el conducto 

colector de la capa interna de la médula externa, el epitelio del CCMI es de tipo no hermético y 

la permeabilidad de su vía paracelular es alta. Esta característica le permite participar en el 

reciclamiento del K+ (Figura 2.9; Stanton y Giebisch 1992; Malnic et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.9. Reciclamiento de K+ en la 
médula renal. 
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Reciclamiento medular del K+. 
 

El reciclamiento de K+ es un fenómeno de transporte pasivo que ocurre en dirección del 

gradiente electroquímico que hay entre el CCMI y la porción descendente del asa de Henle de 

las nefronas juxtamedulares. En el reciclamiento medular del K+ participan tres mecanismos de 

transporte:  

 Secreción pasiva de K+ en la porción DDH, 

 Reabsorción de K+ en las porciones delgada y gruesa ascendentes del asa y que se 

acumula en el líquido intersticial. 

 El CCM también reabsorbe K+, el cual también se transporta hacia el intersticio medular. 
 

     Este fenómeno mantiene una concentración de K+ en el intersticio medular elevada, y se le 

conoce como trampa de K+, la cual evita un incremento en la tasa de absorción de K+ en el 

CCMI y hace más eficiente la excreción urinaria del K+ (Figura 2.9; Stanton y Giebisch, 1992).  

 

 

Regulación de la excreción urinaria de K+. 
 

     La excreción renal de K+ se regula por diversos factores luminales y peritubulares, los 

cuales actúan en sitios de transporte distintos en respuesta a influencias extra renales. La tasa 

final de la excreción de K+ resulta de la suma de los mecanismos que pueden ser cooperativos 

o competitivos entre sí. En algunas situaciones los factores regulatorios individuales pueden 

actuar juntos, mientras que en otros casos, actúan en direcciones opuestas y se anulan 

mutuamente.  

     Los factores luminales que contribuyen en la regulación de la excreción urinaria del K+ 

incluyen la tasa del fluido distal, la carga tubular de Na+ y la composición del fluido que llega al 

CCC. Los factores peritubulares incluyen cambios en la concentración de los iones K+, H+ y 

HCO3
- y de las hormonas aldosterona y vasopresina (Muto, 2001). 

El TCN y el CCC son los sitios principales de control de la excreción renal de K+. Estos 

segmentos se distinguen por su marcada heterogeneidad celular y por el transporte neto de K+ 

en la dirección de la secreción o de la reabsorción, dependiendo de la velocidad de secreción 

del K+ a través de las células principales y de la velocidad de reabsorción de K+ a través de las 

células intercaladas (Stanton y Giebisch, 1992). 
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     Un ejemplo de los factores cooperativos que modulan el transporte de K+ se observa en la 

respuesta renal a una ingesta de alto potasio. Para mantener la homeostasis de K+ en el 

plasma en estas condiciones se estimula la actividad de la ATPasa de Na+/K+, y de esta forma 

se incrementa la captación de K+ a través de la membrana basolateral en las células secretoras 

de K+; lo cual incrementa la concentración intracelular de K+ e incrementa el gradiente 

electroquímico para la salida de K+ a través de la membrana apical. La dieta alta de K+ también 

estimula la secreción de aldosterona en la corteza de la glándula adrenal, la que a su vez 

promueve la transcripción y expresión de proteínas cinasas como la SGK1 (serum glucocortioid 

regulated kinase 1) y KS-WNK1 (kidney specific – with no lysine serine-theronine kinase 1), que 

regulan positivamente la expresión y actividad de los canales ENaC y de los canales secretores 

de K+ ROMK en la membrana apical de las células principales en el CCC. La filtración 

glomerular aumenta y se inhibe la reabsorción de agua y de Na+ en el túbulo proximal, lo que 

favorece un incremento del flujo luminal de Na+ hacia la nefrona distal. El incremento del flujo 

del volumen de Na+ en los segmentos distales activa a los canales apicales MaxiK que 

secretan K+ en las células intercaladas de los conductos colectores (Wang, 2004; Wang y 

Giebisch, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.10. Secreción de K+ en respuesta a una dieta con alto contenido en K+. 
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2.4. Síndromes-Tubulopatías por defecto en el manejo de agua y sales. 
 

     Debido a que la absorción de Na+ esta acoplada con la secreción de K+ en las porciones 

distales de la nefrona, un defecto en el transporte de Na+ conlleva a un inadecuado manejo 

renal del K+. 

     Existe una gran variedad de enfermedades genéticas o adquiridas, que afectan a los 

diferentes mecanismos de transporte de agua y de sales (NaCl, KCl, HCO3
-, MgCl2, etc.) en el 

riñón, y son de gran importancia clínica debido a su impacto en el desarrollo muscular, motriz o 

intelectual de los individuos, en sus primeros días de nacidos o durante su infancia. Los 

sistemas de transporte afectados se localizan en los diferentes segmentos de la nefrona 

(Figura 2.11). 
 

 

Figura 2.11. Segmentos tubulares de la nefrona 
asociados con algunos síndromes. Síndromes de 

Fanconi: Túbulo proximal, Síndromes de Bartter: 

Porción gruesa ascendente del asa de Henle, 

Síndrome de Gitelman: Túbulo contorneado distal, 

Pseudohipoaldosteronismo Tipo I: Conducto colector 

cortical. (Tomada de Kleta y Bockenhauer, 2006). 

 

Síndromes de Fanconi. Son un conjunto de desordenes autosómicos recesivos, que se 

caracterizan por la disminución de la reabsorción de agua y solutos en los túbulos proximales. 

En consecuencia los pacientes con síndrome de Fanconi presentan polidipsia, poliuria y 

fosfaturia, acompañadas de algunas de las siguientes características clínicas: glucosuria, 

hiperaminoaciduria, hipernatriuria, hipercaliuria y proteinuria de bajo peso molecular, 

insuficiencia renal progresiva, hipofosfatemia con raquitismo u osteomalacia. Recientemente se 

ha identificado una mutación en el gen SLC34A1, que codifica para el cotransportador de 

Na+/Pi tipo IIa (NaPiIIa), asociada con la presencia de síndrome de Fanconi (Magen et al., 

2010). El síndrome de Fanconi puede adquirirse por el consumo de algunos fármacos o por la 

contaminación con metales pesados; también se presenta como un padecimiento secundario a 

problemas en el catabolismo de varios aminoácidos como es la cistinosis, un desorden 

lisosomal en el que se almacenan cristales de cistina (dímero de cisteína), en células renales, 

cornea, músculo esquelético, páncreas, cerebro y tiroides (Kleta y Bockenhauer, 2006; Amirlak 

y Dawson, 2003; Zelikovic, 2003). 
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Síndromes de Bartter. Son un grupo de enfermedades renales autosómicas recesivas raras 

(de bajas incidencia y prevalencia). Actualmente se han descrito cinco variantes genéticas 

asociadas con los mecanismos de transporte de Na+, K+ y de Cl-, distribuidos en la porción 

GAH (Tabla 2.2). 

     Los síndromes de Bartter se caracterizan clínicamente por presentar poliuria con pérdida de 

Na+, K+ y Cl- en la orina, alcalosis metabólica con hipocalemia, hiperaldosteronismo con 

hiperreninemia y presión sanguínea normal o baja, con variabilidad fenotípica de otros 

indicadores (Tabla 2.2). 
 

 

Síndrome 
de Bartter 

Tipo 

GENOTIPO 
(Genes 

alterados) 

Proteínas o 
transportadores 

afectados 
FENOTIPO clínico 

I SLC12A 
Cotransportador de 
Na+/K+/2Cl- tipo 2 

(NKCC2) 
 

Prenatal: poliuria, 
polihidramnios, niveles de cloro 

elevados en el líquido 
amniótico. 

Postnatal: Isostenuria - 
hipostenuria, hipermagnesiuria, 
hipercalciuria, niveles séricos 

de prostaglandina E2 elevados, 
hipomagnesemia ocasional, 

nefrocalcinosis 

II KCNJ1 Canal de K+ rectificador 
entrante Kir 1.1 (ROMK) 

Hipercalemia 
neonatal con 

cambio gradual a 
hipocalemia 

III CLCNKB Canal de Cl- renal tipo b 
(ClC–Kb) 

Clásico, con síntomas leves, bicarbonato sérico 
elevado, hipo o normo calciuria, sin nefrocalcinosis 

IV BSND Subunidad  de los 
canales ClC-Ka y ClC-Kb  

Síndrome de Bartter con hipostenuria, 
prostaglandina E urinaria, hiponatremia, 

hipocloremia, sordera sensorial-neural, insuficiencia 
renal crónica, sin nefrocalcinosis. 

V CASR Receptor de calcio 
extracelular (CaSR) 

Pérdida de la función del CaSR (autosómica 
recesiva): Hipercalcemia con Hipocalciuria. 

Función del CaSR incrementada (autosómica 
dominante): Hipocalcemia, hipercalciuria, 

hipoparatiroidismo. 
 

     Los pacientes con síndrome de Bartter comparten otras características fenotípicas como 

son: el nacimiento prematuro, baja estatura o retraso en el desarrollo físico, hipotonía o 

debilidad muscular, calambres y tetania. Los pacientes con los tipos I y II padecen 

convulsiones, parestesias, constipación, vómito y diarreas; además, junto con el tipo IV, 

muestran retraso mental y motor. En particular, los pacientes con síndrome de Bartter tipo II 

exhiben un fenotipo morfológico de cabeza grande, frente prominente, rostro triangular, orejas y 

Tabla 2.2. Clasificación Genotípica de los Síndromes de Bartter. 
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ojos grandes. (Kleta y Bockenhauer, 2006; Amirlak y Dawson, 2003; Zelikovic, 2003; Hebert, 

2003). 

 
Síndrome de Gitelman. Es una enfermedad tubular autosómica recesiva inducida por 

mutaciones en el gen SLC12A3 que codifica para el cotransportador de Na+/Cl- (NCC), 

localizado en la membrana apical del TCD. Se caracteriza por un defecto en la reabsorción de 

NaCl, a nivel del TCD. Las anormalidades renales y metabólicas que acompañan al síndrome 

de Gitelman son: poliuria, hipercaliuria, hipermagnesiuria, hipocalciuria, hipocalemia e 

hipomagnesemia, hiperreninemia, hiperaldosteronismo secundario y alcalosis metabólica. 

Debido a estas alteraciones clínicas los pacientes pueden presentar una variedad de signos y 

síntomas musculares y neurológicos, de moderados a severos como: hipotensión, debilidad 

muscular generalizada, calambres, tetania, convulsiones, parestesia, episodios de parálisis 

posterior a un ejercicio extenuante, deseo de comer sal acompañado de polidipsia. A diferencia 

de los pacientes con síndromes de Bartter, los pacientes con síndrome de Gitelman son 

diagnosticados en la infancia tardía o en la adultez ya que las sintomatologías pueden ser leves 

o moderadas (Kleta y Bockenhauer, 2006; Graziani, 2010). 
 

Pseudohipoaldosteronismo Tipo I (PHA-1). Es un síndrome clínico con afectación en la 

reabsorción de Na+ en el CCC. Las características clínicas son: pérdida de Na+ en la orina con 

hiponatremia, hipercalemia, acidosis tubular distal, aldosterona sérica y renina elevadas, 

vómitos, desarrollo físico retardado y estatura baja. Tales características se presentan en la 

infancia y pueden verse disminuidas con la edad. Se presenta por mutaciones en el gen 

NR3C2, que codifica el receptor a mineralocorticoides (MR) con herencia autosómica 

dominante (Pseudohipoaldosteronismo tipo 1A). También puede haber mutaciones en alguno 

de los genes SCNN1A, SCNN1B o SCNN1G, que codifican las subunidades o del canal 

de sodio epitelial (ENaC), y son de herencia autosómica recesiva con síntomas más severos 

(Pseudohipoaldosteronismo tipo 1B). Debido a que el ENaC se expresa en tejidos diferentes al 

renal, se aprecian alteraciones sistémicas como el incremento de contenido de sal en el sudor, 

la saliva y las heces, y notablemente infecciones pulmonares recurrentes (Kleta y Bockenhauer, 

2006; Amirlak y Dawson, 2003; Zelikovic, 2003; Furgeson y Linas, 2010).  
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2.5. Canales de potasio. 
 

     El K+ desempeña papeles críticos en los procesos de señalización celular que regulan la 

liberación de neurotransmisores, la excitabilidad neuronal, el ritmo cardiaco, la contracción del 

músculo esquelético y del músculo liso, así como la secreción de la insulina.  

En los epitelios los canales de potasio están involucrados en diferentes funciones celulares: 

 

 Mantenimiento de la membrana celular polarizada como una fuerza motriz para el 

transporte electrogénico. 

 Regulación del volumen celular. 

 Excreción de K+ de acuerdo con las necesidades metabólicas. 

 Reciclamiento del K+ a través de las membranas luminales y basolaterales 

(funcionalmente acoplados con las bombas de iones que intercambia potasio). 

 Destino celular: diferenciación vs proliferación o apoptosis (Warth, 2003). 

 

     Los canales selectivos al K+ conforman una de las superfamilias de canales iónicos más 

extendida en los organismos vivos. Se han identificado más de 200 genes que codifican para 

diferentes proteínas relacionadas con los canales de potasio, y 90 genes en el genoma 

humano (Shieh et al., 2000). 

     La clasificación actual de los canales de potasio se basa en la homología de sus genes. Así 

los canales de potasio se dividen en canales activados por voltaje (Kv), dependientes de calcio 

(KCa) y rectificadores entrantes (Kir) (Coetzee, 1999). 

     Los canales de potasio constan de cuatro subunidades transmembranales (subunidades o 

subunidades formadoras del poro) que se agregan para formar un canal funcional; las 

subunidades  frecuentemente se asocian con otras subunidades reguladoras () en la región 

citoplásmica. Cada subunidad  comprende de 2 a 8 dominios transmembranales (S1 a S8) 

unidos por asas citoplasmáticas y extracelulares, uno o dos dominios formadores del poro (P 

loop), y los dominios citoplasmáticos amino y carboxilo terminales.  
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     En la figura siguiente se esquematizan las cuatro topologías de subunidades  en los 

canales de potasio (Choe, 2002). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.12. Topología de los canales de potasio. 
A): Canales 2TM/P. Constan de dos helices transmembranales (TM), y un dominio formador del poro 
(P); un ejemplo de estos canales son los Kir. B): Canales 6TM/P. Constan de seis TM y un P; los 
canales Kv presentan esta topologia. Los canales 2TM/P y loc canales 6TM/P forman tetrámeros.    
C): Canales 8TM/2P. Canales híbridos de 6TM/P y 2TM/P. D): Canales 4TM/2P. Consisten de dos 
repeticiones de canales 2TM/P. Los canales 8TM/2P y 4TM/2P, probablemente se asocian en 
dímeros para formar un canal funcional. (Tomado de Choe, 2002). 
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Figura 2.13. Clasificación filogenética 
de los canales Kv (IUPHARM). 
Tomado de Gutman et al., 2005. 

2.6. Canales de potasio activados por voltaje. 
 

      Los canales de potasio activados por voltaje (Kv) comprenden la familia de los canales 

iónicos más grande y diversa de la superfamilia de canales de potasio. Se han caracterizado 40 

genes en el genoma humano, los cuales se agrupan en 12 subfamilias, de la Kv1 a la Kv12 

(Gutman et al., 2003; Gutman et al., 2005). En la figura siguiente se presenta un árbol 

filogenético donde se agrupan todos los canales Kv identificados hasta el momento. 
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Figura 2.14. Representación topológica de los 
segmentos transmembranales de un Kv (Tomado 
de de Potassium Chanel Structures; Choe, 2002). 

     Los canales Kv funcionales están compuestos por cuatro subunidades formadoras del 

poro idénticas (homotetrámero) o por diferentes subunidades pertenecientes a la misma 

subfamilia (heterotetrámero), como es el caso de las subfamilias Kv1, Kv7 y Kv10, cuyos 

heterotetrámeros presentan propiedades biofísicas completamente distintas a las de sus 

homotetrámeros (Cobarruvias et al., 1991). Cada subunidad  consta de seis dominios 

transmembranales (S1–S6), entre los dominios S5 y S6 se encuentra un asa extracelular que 

forma el filtro de selectividad del poro (Yellen, 2002), en el segmento S4, existen siete 

aminoácidos con carga positiva (5 argininas, 1 lisina y 1 histidina) y constituye el sensor del 

voltaje. Los canales Kv poseen un dominio T1 de reconocimiento en la región amino terminal 

que les confiere especificidad para el ensamblaje y la formación de los tetrámeros (Nagaya y 

Papazian, 1997; Lu et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

     No todas las subunidades de Kv forman canales funcionales por si solas; cuatro de las 

subfamilias de Kv (Kv5, Kv6, Kv8 y Kv9) codifican proteínas que actúan como subunidades 

modificadoras y forman heterotetrámeros con subunidades de la subfamilia Kv2, de esta forma 

se ve incrementada la diversidad funcional de esta subfamilia (Gutman et al., 2005). Además 

de estas subunidades, se han identificado otras proteínas que funcionan como proteínas 

accesorias, que se asocian con los tetrámeros de Kv y modifican sus propiedades biofísicas: 

Subunidades , KChIP, KChAP, MinK (Hebert et al., 2005). 

     Los Kv se encuentran ampliamente expresados en las células excitables donde juegan un 

papel crítico en la regulación del potencial de reposo, la duración y la frecuencia del potencial 

de acción y en consecuencia, en la liberación de neurotransmisores (Pongs, 1999). 

     Las membranas celulares se encuentran polarizadas, con mayor cantidad de cargas 

positivas acumuladas en la cara extracelular. Una despolarización de las membranas ocurre 

por el movimiento de estas cargas (principalmente el ión Na+ y Ca2+) hacia la cara citoplásmica 

de las membranas. Los canales Kv se abren en respuesta a la despolarización del voltaje 
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Tabla 2.3. Propiedades biofísicas de las canales Kv1 identificados molecularmente 
(IUPHARM). 

transmembranal y facilitan el flujo del potasio al exterior celular, de esta forma el potencial de la 

membrana regresa a su estado de reposo (polarizado). Esta es la manera en que los Kv 

sensan la despolarización y la inhiben (Hille, 1992). 

     La subfamilia Kv1 (Shaker) cuenta con el mayor número de componentes identificados 

(Kv1.1 a Kv1.8) clonados originalmente de Drosophila melanogaster (Papazian et al., 1987; 

Tempel et al., 1987; Schwarz et al., 1988; Timpe et al., 1988; Kamb et al., 1988; Pongs et al., 

1988). Su identificación y caracterización ha sido principalmente en el sistema nervioso central, 

donde participan en el control de la excitabilidad neuronal. Por el gran número de 

combinaciones multiméricas que pueden presentar los Kv, éstos mantienen las condiciones 

óptimas para el estricto control del patrón de disparo de los potenciales de acción en los tejidos 

excitables (Grunnet et al., 2003). 
 

 

Nombre Gene 
Humano 

Locus 
 Longitud (aa) Conductancia Activación Inactivación 

Kv1.1 KCNA1 
Hu: 12p13.3 

Mu: 6 
Rat: 4q42 

Hu: 494 
Mu: 495 
Rat: 495 

10 pS 
Va= -32 mV 
a = 8.5 mV 

n = 5ms (-32 mV) 

Vh= -51 mV 
h = 3 mV 

h= 11 s (40 mV) 

Kv1.2 KCNA2 
Hu: 1p13 

Mu: 3 
Rat: 2q34 

Hu: 499 
Mu: 499 
Rat: 499 

14 – 18 pS 

Va= 5 to 27 mV 
a = 13 mV 

n = 6ms (60 mV) 

Vh= -33 a -15 mV 
h = 8 mV 

Kv1.3 KCNA3 
Hu: 1p13.3 

Mu: 3 
Rat: 2q34 

Hu: 523 
Mu: 528 
Rat: 525 

13 pS 
Va= -35 mV 
a = 6 mV 

n = 3ms (40 mV) 

Inactivación tipo C 
Vh= -63 mV 
h = 7.7 mV 

h= 250 ms (40 mV) 

Kv1.4 KCNA4 
Hu: 11p14.3-15.2 

Mu: 2 
Rat: 3q33 

Hu: 653 
Mu: 654 
Rat: 654 

5 pS 
Va= -22 mV; -34 mV 

a =5 mV 

Inactivación tipo N 
 Vh= -62 mV 

h= 47 ms (0 mV) 

Kv1.5 KCNA5 
Hu: 12p13.3 

Mu: 6 
Rat: 4q42-44 

Hu: 613 
Mu: 602 
Rat: 602 

8 pS 
Va= -14 mV; -34 mV 

a =6 - 12 mV 

Vh= -25 a -10 mV 
h = 3 – 5 mV 

h1= 460 ms (40 
mV) 

h2 = 5 s (40 mV) 

Kv1.6 KCNA6 
Hu: 12p13.3 

Mu: 6 
Rat: 4q42 

Hu: 528 
Mu: 529 
Rat: 530 

9 pS 
Va= -20 mV 
a = 8 mV 

h = -43 mV 

h1= >3 s (40 mV) 

Kv1.7 KCNA7 
Hu: 19q13.3 

Mu: 7 
Rat: 1q22 

Hu: 456 
Mu: 532 
Rat: 457 

21 pS 
Va= -8 mV 
n = 6 ms 

Inactivación muy 
lenta 

Kv1.8 KCNA10 

 

Hu: 1p13.1 
Mu: 3 

Rat: 2q34 

Hu: 511 
Mu: 503 
Rat: 511 

10 – 12 pS 
Va= 3.6 mV 

n = 18 ms (60 mV) 
h= 10 s 

Hu: Humano; Mu: Murino; Rat: Rata. 
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Tabla 2.4. Expresión de los canales Kv1 en los epitelios. 

     Los estudios electrofisiológicos, con la técnica de parche perforado en las células epiteliales, 

han revelado la presencia de corrientes de K+, con propiedades biofísicas y farmacológicas 

características de los canales Kv. Mediante técnicas moleculares de RT-PCR e 

inmunohistoquímica se ha demostrado que las células epiteliales de diferentes órganos y 

sistemas expresan una gran diversidad de subunidades  (Tabla 2.4).  
 

   mRNA: Identificación del transcrito 
 

     Debido a la amplia distribución de los Kvs en los epitelios, se han propuesto diversas 

funciones para estos canales de potasio: regulación del volumen, migración celular, 

proliferación celular, apoptosis y sensores de O2 (O’Grady y Lee, 2005). A diferencia de las 

neuronas y miocitos, las células epiteliales no generan potenciales de acción. El hecho de que 

muchos canales Kv expresados en las células epiteliales presentan inactivación sugiere que su 

actividad es transitoria, dificultando con ello la asignación de una función para estos canales en 

el transporte transepitelial de electrolitos o nutrientes. 

Células epiteliales Canales Kv1 Referencia 

Línea celular de epitelio de riñón de 
cerdo: LLC-PK1 Kv1.1 ; Kv1.2 (mRNA) Desir et al., 1992 

HEK-293 Kv1.1; Kv1.2; Kv1.3; Kv1.4; Kv1.6 
(mRNA) Jiang et al., 2002 

Células epiteliales del intestino de 
rata: IEC-6 

Kv1.1; Kv1.2: Kv1.3; Kv1.4; Kv1.5; Kv1.6 
(mRNA) Rao et al, 2002 

Líneas celulares de cáncer de 
próstata de rata: MAT-LyLu, AT-2 Kv1.3; Kv1.4; Kv1.6 (mRNA, proteína) Fraser et al., 2003 

Líneas celulares de epitelio gástrico: 
RGM-1 Kv1.1; Kv1.6 (mRNA) Wu et al., 2006 

MDCK Kv1.4; Kv1.6; Kv1.7 (mRNA) García et al., 2007 

Carcinoma colónico de ratón. Kv1.3; Kv1.5 (mRNA) Ousingsawat et al., 
2007 

Células de riñón de conejo Kv1.1; Kv1.2 (mRNA) Desir et al., 1992 
Túbulo proximal del riñón de rata. Kv1.8 (proteína) Yao et al., 2002 
Células del epitelio alveolar de rata. Kv1.1; Kv1.3; Kv1.4 (mRNA, proteína) Lee et al., 2003 
Conducto colector de la médula 
interna del riñón de rata. Kv1.1; Kv1.3; Kv1.6 (mRNA, proteína) Escobar et al., 2004 

Células epiteliales del plexo 
coroideo de rata. Kv1.1; Kv1.3 (proteína) Speake et al., 2004 
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     Los potenciales de membrana varían entre los -60 y -90 mV en los epitelios renales, en 

condiciones fisiológicas. Sin embargo en los túbulos proximales y conductos colectores, se 
pueden presentar cambios en los potenciales de membrana por arriba de los -50 mV, debido al 

intenso transporte de Na+, suficientes para alcanzar el umbral de activación de los canales Kv y 

con ello el restablecimiento del potencial de membrana y la reabsorción de sodio (Yao et al., 

1996). Se requieren estudios funcionales in situ para determinar la participación de los canales 

Kv en el transporte transepitelial de iones.  

     La capacidad de los canales Kv para responder a diferentes estados metabólicos, los 

involucra en diversas vías de señalización celular. El uso y mejoramiento de diversas técnicas 

de biología molecular, proteómica, microscópicas, farmacológicas y electrofisiológicas, 

aplicadas al estudio de los canales Kv en los epitelios, permitirá dilucidar funciones diferentes al 

mantenimiento del potencial de membrana, descrito en las células excitables.  

 

 

 

3. JUSTIFICACIÓN. 
 

     Los pacientes neonatos con síndrome de Bartter tipo II, presentan mutaciones en el gen 

KCNJ1, que codifica el canal secretor de K+ Kir1.1 (ROMK). Dichos pacientes presentan 

hipercalemia durante las primeras semanas de nacidos. Sin embargo, esta condición clínica 

cambia gradualmente a hipocalemia acompañada de hipercaliuria (Cho, 2003; Finer et al., 

2003; Peters et al., 2002). Estas características clínicas sugieren la presencia de otros canales 

secretores de K+ cuya función se ve incrementada en este síndrome. Estudios de 

microperfusión de los conductos colectores de ratones manipulados genéticamente, deficientes 

en los canales ROMK, demostraron que los canales MaxiK participan en la excreción del K+ 

renal; sin embargo, a pesar del bloqueo farmacológico del canal MaxiK con Iberiotoxina, los 

conductos perfundidos mostraron una secreción de K+ que no correspondía a la actividad de 

MaxiK o ROMK (Bailey et al., 2006). Esto nos lleva a especular sobre la presencia de otros 
canales secretores de K+ en las porciones distales de la nefrona (incluido el CCC) donde 
tiene lugar la secreción de K+.  
     La identificación de nuevos canales de potasio en la nefrona, permitirá dilucidar vías 

secretoras de K+, no descritas aún, que podrían estar sobre expresadas en padecimientos 

congénitos y adquiridos, en los que el riñón falla en la homeostasis del K+. 
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4. ANTECEDENTES de nuestro laboratorio. 
 
 
     En un estudio electrofisiológico de parche perforado en células completas, se registraron las 

conductancias selectivas al K+, en un cultivo primario de células del CCMI del riñón de rata. Los 

resultados sugieren que las corrientes registradas corresponden a un tipo de canal de la familia 

Kv (Escobar et al., 2004). 

     Mediante la técnica de RT-PCR y Western blot, se identificaron los canales de K+ 

pertenecientes a la subfamilia Kv1 (Shaker): Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 en las células del CCMI. Se 

confirmó la presencia de las proteínas correspondientes a estos canales por los métodos de 

Western blot e Inmunohistoquímica (Escobar et al., 2004). En un estudio sistemático en nuestro 

laboratorio, también se identificó la presencia del transcrito correspondiente a las dos isoformas 

del canal Kv11.1 (Kv11.1a y Kv11.1b) en el riñón de rata (Figura 4.1). 

 

 

 

 

 

 

 

     Una vez descrita la presencia de los canales Kv en el riñón, es importante establecer su 

distribución en los diferentes segmentos de la nefrona y su papel fisiológico. 

     Se ha observado una modificación en la distribución subcelular, de citoplásmica a apical, en 

el CCC, de un canal de potasio dependiente de voltaje y calcio (MaxiK), como una respuesta 

del riñón al incremento en la ingesta de potasio (Najjar et al., 2005). Estos resultados nos 

llevaron a plantear la posibilidad de un efecto similar en la distribución de los canales Kv1.1, 

Kv1.3 Kv1.6 y Kv11.1, así como su participación en la secreción de K+ en función de la ingesta 

del mismo. 
 

Figura 4.1. Identificación por PCR de los transcritos para Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6, Kv11.1a y 
Kv11.1b A): Amplificación del cDNA con cebadores diseñados hacia la región carboxilo de las 
proteínas codificada. B): Amplificación del cDNA con cebadores diseñados hacia la región amino 
de las proteínas codificadas. PM: Peso molecular (en pares de bases), CCMI: células del conducto 
colector de la médula interna, Ce: cerebro, R: riñón, (modificados de  Escobar et al., 2004;  
Carrisoza-Gaytán et al., 2010). 
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5. OBJETIVO. 
 
 
     Estudiar la expresión y distribución de los canales de potasio activados por el 
voltaje, Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1, en los epitelios renales, así como su 
regulación en respuesta a un ingesta elevada de K+,  
 
Objetivos particulares:  
 

 Describir la distribución diferencial de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 
en el epitelio renal de rata. 
 

 Estudiar el efecto de una dieta con alto contenido de potasio sobre la expresión 
y la distribución de la subfamilia de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 en 
el epitelio renal de rata. 

 
 
 
 
 
 
 
 

6. HIPÓTESIS. 
 
 
     Si están presentes los transcritos de los canales de potasio Kv1.1, Kv1.3, 
Kv1.6 y Kv11.1a y Kv11.1b en el riñón de rata, la expresión de las proteínas 
correspondientes será de forma diferencial y regulada, dependiendo de las 
características de transporte de soluto de los segmentos tubulares renales. 
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Obtención de riñón derecho y cerebelo 
 

Procesar tejidos para 
inmunofluorescencia. 

 

Procesar tejidos para western blot: 
Obtención de membranas totales. 

7. METODOLOGÍA. 
 

La estrategia experimental desarrollada para el estudio de la expresión de los canales 

Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6, y Kv11.1 en el riñón de la rata, consta de tres partes: 

 Expresión y distribución diferencial de los canales Kv en el epitelio renal de rata. 
 Expresión y distribución de los canales Kv en respuesta a las dietas con diferente contenido 

en K+. 
 Expresión funcional de los canales Kv localizados en la membrana apical del conducto 

colector cortical.  
 

7.1. Expresión y distribución diferencial de los canales Kv en el epitelio renal de 
rata. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Especie: Rata. 
Cepa: Wistar. 

Género: Macho. 
Peso: 200 a 250 g. 

Ligar arteria y vena 
renal izquierda 

Perfusión sistémica por vía cardiaca 
de PBS y paraformaldehído al 4% 
(fijación de tejidos in situ) 

Anestesia: Pentobarbital sódico  
Dosis: 0.0252 g / Kg de peso corporal  

 Obtener riñón izquierdo 
en condiciones asépticas. 

 Disecar corteza y médula 
renal. 
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Western blot. 
     Se utilizaron los extractos membranales completos (membranas totales), de corteza, médula 

externa y medula interna renales por separado. Como control positivo se utilizó el extracto de 

cerebelo, donde se ha identificado a los canales Kv (Chung et al., 2001). 

     Las proteínas totales (50 g) fueron solubilizadas y separadas con la técnica de 

electroforesis vertical en geles de poliacrilamida al 10%. Las proteínas separadas se 

electrotransfirieron a un soporte sólido (membrana de nylon), en donde se realizó la 

inmunodetección de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1. Para ello se utilizaron 

anticuerpos primarios específicos para cada canal (ver tabla 7.1), así como la técnica ECL 

(Enhanced Chemiluminescence; Amersham Biosciences), que incluye el uso de anticuerpos 

secundarios conjugados con peroxidasa de rábano. Esta enzima cataliza la reacción de 

oxidación del sustrato luminol, cuyo producto es luminiscente, en un medio alcalino que 

incrementa la emisión de luz. Las bandas (blots) correspondientes a la inmunodetección se 

expusieron a placas autorradiográficas y se fotodocumentaron digitalmente con el equipo EDAS 

290 de Kodak. 
 

  Tabla 7.1. Anticuerpos y condiciones de incubación, para el Western blot. 
 

Anticuerpo Primario Dilución Incubación Anticuerpo Secundario Dilución Incubación 

Conejo Kv1.1 

(Alomone) 
1:300 4 °C / 18 h 

Burro IgG de conejo 

(Amersham Biosciences) 

 

1:5000 T A / 1 h 

Conejo Kv1.3 

(Alomone) 
1:300 4 °C / 18 h 

Conejo Kv1.6 

(Alomone) 
1:300 4 °C / 18 h 

Conejo Kv11.1 

(Alomone) 
1:300 4 °C / 18 h 

   T A: Temperatura ambiente. 
 

Inmunofluorescencia indirecta. 
     Previo desenmascaramiento de antígeno, se utilizaron los mismos anticuerpos primarios 

que se utilizaron para el Western blot (dilución 1:100).  

     La técnica de inmunofluorescencia indirecta implica el uso de anticuerpos secundarios 

unidos a moléculas con capacidad de fluorescer (fluoróforos). Los fluoróforos son excitados con 

radiación electromagnética a una longitud de onda determinada y emiten luz a otra longitud de 

onda (Tabla 7.2). 
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Figura 7.1. Control positivo 
para la inmunorreactividad 
de los canales Kv en las 
células de Purkinje. 
Inmunorreactividad positiva 
para los canales Kv en 
cortes de cerebelo, en las 
células de Purkinje 
(señalada con cabezas de 
flecha). En los paneles 
derechos los anticuerpos 
para los canales Kv fueron 
preincubados con su 
respectivo péptido control 
(PC) y no es posible detectar 
inmunorreactividad, se indica 
con líneas punteadas la 
región donde se localizan 
células de Purkinje. 

Tabla 7.2. Fluoróforos acoplados a los anticuerpos o 
lectina, usados para la inmunodetección. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     La inmunorreactividad positiva se observó en un microscopio confocal de la marca Leica, 

modelo TCS-SP5, con objetivos de inmersión en aceite 20X y 40X y evidenció detalles sobre la 

distribución general de los canales Kv en el tejido renal. Se utilizaron cortes histológicos del 

cerebelo como control positivo en las células de Purkinje (Figura 7.1; Chung et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

Fluoróforo 

Longitud de onda () 

Excitación 
máxima (nm) 

Emisión 
máxima (nm) 

Alexa Flúor 488 (A488) 495 519 

Alexa Flúor 594 (A594) 590 617 

Fluoresceína 494 518 

Rojo de Texas (R T) 595 615 
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Comarcaje con inmunofluorescencia indirecta.  
     En este caso, se realizó el marcaje de cada canal Kv de la forma antes descrita, pero 

también se marcaron otras proteínas que se expresan de forma localizada en distintos 

segmentos tubulares de las nefronas (Tabla 7.4, 7.5, 7.6, 7.7, 7.8). Esto con la finalidad de 

establecer la distribución diferencial de los canales Kv en los epitelios renales. Se utilizaron 

condiciones específicas de dilución e incubación para cada anticuerpo de acuerdo con la tabla 

siguiente. 

 

  Tabla 7.3. Anticuerpos utilizados para los ensayos Inmunofluorescencia indirecta. 

Anticuerpo Primario Dilución Incubación Anticuerpo Secundario Dilución Incubación 

Conejo Kv1.1 

(Alomone) 
1:100 4 °C / 24 h 

Burro Conejo/A488 

(Molecular Probes) 
1:500 T A / 1 h 

Conejo Kv1.3 

(Alomone) 
1:100 4 °C / 24 h 

Burro Conejo/A488 

(Molecular Probes) 
1:500 T A / 1 h 

Conejo Kv1.6 

(Alomone) 
1:100 4 °C / 24 h 

Burro Conejo/A488 

(Molecular Probes) 
1:500 T A / 1 h 

Conejo Kv11.1 

(Alomone) 
1:100 4 °C / 24 h 

Burro Conejo/A488 

(Molecular Probes) 
1:200 T A / 1 h 

Ratón AQP1 

(Santa Cruz) 
1:50 4 °C / 12 h 

CaballoRatón/RT 

(Vector) 
1:1000 T A / 1 h 

Cabra THP 

(Santa Cruz) 
1:100 4 °C / 12 h 

Burro Cabra/A594 

(Molecular Probes) 
1:500 T A / 1 h 

Cabra Calb (28kDa) 

(Santa Cruz) 
1:100 4 °C / 12 h 

Burro Cabra/A594 

(Molecular Probes) 
1:500 T A / 1 h 

Cabra AQP2 (C17) 

(Santa Cruz) 
1:100 4 °C / 12 h 

Burro Cabra/A594 

(Molecular Probes) 
1:500 T A / 1 h 

Cabra V-ATPasa 

(Santa Cruz) 
1:200 4 °C / 12 h 

Burro Cabra/A488 

(Molecular Probes) 
1:500 T A / 1 h 

   Condiciones de incubación: dilución, temperatura / tiempo de incubación. T A: Temperatura ambiente,   
   A: Alexa, RT: Rojo de Texas. 
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Tabla 7.4. Inmunodetección de la Acuaporina 1 como marcador de los túbulos 
proximales. 
 

MARCADOR LOCALIZACIÓN MICROGRAFIA 
 

Acuaporina 1 (AQP1). 

 

 

La AQP1 se expresa en las 

membranas apicales de las 

células de los túbulos 

proximales hasta la porción 

descendente del asa de 

Henle (Nielsen et al., 2002). 

 

 

Anticuerpo 1°:  

Mouse monoclonal anti AQP1 

(C-20) 

(Santa Cruz Biotechnology,  

cat: sc-58610) 

 

Dilución: 1:50 

 

Incubación: 4°C / 12h. 

 

 

Anticuerpo 2°:  

Donkey anti mouse. 

Fluoróforo: A-594  

(Molecular Probes, cat: A-

21203). 

 

Dilución: 1:100 

 

Incubación: T A / 1h. 
 

 
CORTEZA 

 
 

MÉDULA EXTERNA 

 
 

MÉDULA INTERNA 
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Tabla 7.5. Inmunodetección de la glicoproteína Tamm Horsfall como marcador de la 
porción gruesa ascendente del asa de Henle. 
 

MARCADOR LOCALIZACIÓN  MICROGRAFIA 
 
Glicoproteína Tamm Horsfall 
(THP). 
 
 
La THP se expresa en las 

células de la porción gruesa 

ascendente del asa de Henle 

(Bachman et al., 1985). 

 

 

Anticuerpo 1°: 

Goat policlonal anti THP (G-20) 

(Santa Cruz Biotechnology,  

cat: sc-21554). 

 

Dilución: 1:50. 

 

Incubación: 4°C / 12 h. 

 

 

Anticuerpo 2°: 

Donkey anti goat. 

Fluoróforo: A-594  

(Molecular Probes, cat: 

A11058). 

 

Dilución: 1:500. 

 

Incubación: T A / 1 h. 

 

 

 
CORTEZA 

 
 

MÉDULA EXTERNA 

 
 

MÉDULA INTERNA 
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Tabla 7.6. Inmunodetección de la Calbindina como marcador del túbulo contorneado 
distal y del túbulo conector. 
 

MARCADOR LOCALIZACIÓN MICROGRAFIA 
 

Calbindina-D28k (CALB). 

 

 

La CALB se expresa en las 

membranas de las células de 

los túbulos contorneados 

distales y de los túbulos 

conectores (Campean et al., 

2001). 

 

 

Anticuerpo 1°: 

Goat policlonal anti CALB-

D28K (C-20) 

(Santa Cruz Biotechnology,  

cat: sc-7691). 

 

Dilución: 1:100. 

 

Incubación: 4°C / 12 h. 

 

 

Anticuerpo 2°: 

Donkey anti goat. 

Fluoróforo: A-594.  

(Molecular Probes, cat: A-

11058). 

 

Dilución: 1:500. 

 

Incubación: T A / 1h. 
 

 
CORTEZA 

 
 

MÉDULA EXTERNA 

 
 

MÉDULA INTERNA 
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Tabla 7.7. Inmunodetección de la Acuaporina 2 como marcador del conducto colector. 
 

MARCADOR LOCALIZACIÓN MICROGRAFIA 
 

Acuaporina 2 (AQP2). 

 

 

La AQP2 se expresa en las 

células principales del 

conducto colector cortical y 

medular (Nielsen et al., 1993).  

 

 

Anticuerpo 1°: 

Goat policlonal anti AQP2 (C-

17) 

(Santa Cruz Biotechnology, 

cat: sc-9882). 

 

Dilución: 1:100. 

 

Incubación: 4°C / 12 h. 

 

 

Anticuerpo 2°: 

Donkey anti goat. 

Fluoróforo: A-594  

(Molecular Probes, cat: A-

11058). 

 

Dilución: 1:500. 

 

Incubación: T A / 1 h. 

 

 
CORTEZA 

 
 

MÉDULA EXTERNA 

 
MÉDULA INTERNA 
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Tabla 7.8. Inmunodetección de la ATPasa vacuolar de protones como marcador de las 
células intercaladas secretoras de ácido en el conducto colector. 
 

MARCADOR LOCALIZACIÓN MICROGRAFIA 
 

ATP asa Vacuolar de 

Protones (V-ATPasa). 

 

 

La V-ATPasa se expresa 

en las membranas apicales 

de las células intercala 

das del conducto colector 

(Brown et al., 1992). 

 

 

Anticuerpo 1°: 

Goat policlonal anti V-

ATPasa B1 (N-20) 

(Santa Cruz Biotechnology; 

Cat: sc-21206). 

 

Dilución: 1:100 

 

Incubación: 4°C / 12 h. 

 

 

Anticuerpo 2°:  

Donkey anti goat. 

Fluoróforo: A-488. 

(Molecular Probes, cat: A-

11055). 

 

Dilución: 1:500. 

 

Incubación: T A / 1 h. 

 

 
CORTEZA 

 
 

MÉDULA EXTERNA  

 
 

MÉDULA INTERNA 
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15 días  

7.2. Expresión y distribución de los canales Kv en respuesta a las dietas con alto 
contenido en potasio. 
 
     Las ratas se dividieron en dos grupos de estudio, un grupo control, alimentado con una 

dieta normal de K+ (1.2% de K+ w/w; CK) y un grupo experimental, alimentado con una dieta con 

alto contenido en K+ (10% de K+ w/w; AK) durante 15 días, posteriormente fueron puestas en 

cajas metabólicas individuales para colectar orina de 24 horas, así como una toma de muestra 

de sangre al momento de sacrificarlas para obtener los riñones. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

Dieta control  
(1.2% K w/w) 

Especie: Rata.  
Cepa: Wistar. 

 Género: Macho. 
Peso: 200 a 250 g. 

 Cuantificación de electrolitos  
(Na+ y K+) en plasma y orina. 

 
 Cuantificación de 

aldosterona en plasma. 
 
 

 Obtención de orina de 24 horas. 

 Obtención de suero y plasma. 

Procesamiento de tejidos 
para: 
 Inmunoperoxidasa 

indirecta. 
 Inmunofluorescencia 

indirecta. 

  Obtención de los riñones 
(diagrama 7.1) 

15 días  

n=6 n=6 

Dieta con alto contenido 
de potasio (10%K w/w) 

Procesamiento de tejidos para 
Western blot:  
 Obtención de membranas 

totales. 
 Obtención de extractos 

membranales enriquecidos 
con membranas plasmáticas 
(17000 g). 
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Determinación de electrolitos en plasma y orina. 
     Los niveles de sodio y potasio se determinaron en suero y orina por el método ión-selectivo 

utilizando el aparato analizador de electrolitos Nova-4. 
 

Determinación de aldosterona en plasma. 
     Se determinaron los niveles plasmáticos de aldosterona mediante el método de 

radioinmunoanálisis (RIA) con un estuche comercial (Dia Sorin Sp A Italy). Este es un método 

de competencia, en el cual se empleó aldosterona purificada marcada con yodo125 (I125) y 

aldosterona purificada no marcada. 
 

Western blot a partir de extractos membranales totales. 

     Se utilizaron 50 g de proteínas de membranas totales para hacer el ensayo de Western 

blot y comparar la expresión de cada canal Kv entre las dietas CK y AK. Adicionalmente se 

detectó la banda correspondiente a la proteína actina (constitutiva en todos los extractos 

membranales), la densidad óptica de la banda inmunodetectada es relativa a la cantidad de 

proteína total sometida a electroforesis. Se utilizaron anticuerpos de conejo anti actina (Santa 

Cruz), y los mismos anticuerpos segundarios usados para revelar las bandas de los canales 

(Tabla 7.1). Las bandas (blots) correspondientes a la inmunodetección se fotodocumentaron 

digitalmente con el equipo EDAS 290 de Kodak y la densidad óptica relativa de las bandas fue 

analizada con el software Kodak 1D 3.6. 
 

Western blot a partir de extractos membranales enriquecidos con membranas 
plasmáticas. 

     Se utilizaron 20 g de proteínas de extractos membranales enriquecidos con membranas 

plasmáticas, obtenidas por centrifugación a 17000 g, para hacer el ensayo de Western blot y 

comparar la expresión de cada canal Kv entre las dietas CK y AK.  
 

Inmunoperoxidasa indirecta. 
     Para la inmunoperoxidasa indirecta se utilizaron los mismos anticuerpos primarios y 

secundarios que se usaron para el Western blot. El revelado de la reactividad positiva se 

realizó con Diaminobencidina, una sustancia que al ser oxidada forma un polímero de color 

marrón que precipita y tiñe al tejido. La observación se realizó en un microscopio óptico de 

campo claro de la marca Nikon, modelo Eclipse 80i, con objetivos 20X y 40X. Las micrografías 

se capturaron con una cámara digital marca Nikon modelo Coolpix-4300 acoplada al 

microscopio. 
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Inmunofluorescencia indirecta (comarcaje). 
     Se comarcaron las células principales con el canal Kv1.3 y las células intercaladas con el 

canal Kv1.3, para ello se utilizaron los anticuerpos y reactivos de la tabla siguiente: 
 

 
 

Marcador primario Dilución Incubación Anticuerpo Secundario Dilución Incubación 

Conejo Kv1.3 

(Alomone) 
1:100 4 °C / 24 h 

Burro Conejo/A594 

(Molecular Probes) 
1:200 T A / 1 h 

Cabra V-ATPasa 

(Santa Cruz) 
1:200 4 °C / 12 h 

Burro Cabra/A488 

(Molecular Probes) 
1:500 T A / 1 h 

Lectina de Dolichus biflorus (aglutinina A) acoplada a Fluoresceína 5 g/mL T A / 5 min 

 
 

 

7.3. Expresión funcional de los canales Kv localizados en la membrana apical del 
conducto colector cortical. 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Especie: Rata.  
Cepa: Wistar. 

Género: Macho. 
Edad: 2 semanas. 

Dieta control  
(1.2% K w/w) 

Dieta con alto contenido 
de potasio (10% K w/w) 

n=4 

Obtención de los riñones. 

Microdisección de los CCC renales 

Ensayos de microperfusión in vitro de 
conductos colectores de la corteza renal. 

5 días  5 días  

n=4 

Tabla 7.3. Anticuerpos utilizados para los ensayos Inmunofluorescencia 
indirecta de células principales y células intercaladas. 

Condiciones de incubación: dilución, temperatura / tiempo de incubación. T A: Temperatura 
ambiente, A: Alexa 
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Microperfusión de Conductos colectores in vitro. 
     Para el ensayo de microperfusión de los CCC in vitro se utilizaron ratas de dos semanas de 

edad, debido a que los túbulos colectores de ratas adultas pierden su integridad al momento de 

la disección por presentar gran cantidad de tejido conectivo circundante.  Nuevamente, se 

dividieron dos grupos de ratas machos, con dieta de AK y dieta CK durante cinco días, se 

disectaron los CCC y en seguida se perfundieron con solución de Burg en un baño con la 

misma solución, a 37°C, pH7.4, 290 ± 2 mosmol/kg H2O. La cámara de perfusión se burbujeó 

continuamente con una mezcla de gases 95% de O2 y 5% CO2, para mantener el pH de 7.4. El 

fluido tubular se recolectó antes y después de la adición de Margatoxina (MgTx, 110 pM) a la 

solución de perfusión. Se analizaron las concentraciones de Na+ y K+ del fluido colectado, por 

flamometría en cámara de helio, se calcularon las tasas de secreción de K+ y de absorción de 

Na+.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
7.4. Análisis estadístico.  
 
     Todos los datos se analizaron  con el programa comercial Sigma Stat 3.5 y se evaluaron 

para determinar una distribución normal (paramétrica). Los valores de concentración de 

electrolitos, aldosterona, densidad óptica relativa de las bandas y transporte de K+ y Na+ 

presentaron una distribución paramétrica y se expresaron en términos de media + error 

estándar. Se aplicó a los datos el análisis de varianzas de una cola, combinada con la prueba 

de Bonferroni. Se consideró una P < 0.05 con significancia estadística. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7.2. Esquema de la micorperfusión 
de túbulos. 
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8. RESULTADOS. 
 

8.1. identificación de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 en el riñón de rata. 
 

Detección de los canales Kv1.1, Kv1.3 y Kv1.6. 
     Se identificaron por Western blot las proteínas correspondientes a los canales Kv1.1, Kv1.3, 

Kv1.6 en extractos de membranas totales (50 g de proteína) en todas las secciones del riñón: 

corteza, médula externa y médula interna. Se utilizó como control positivo un extracto de 

membranas de cerebelo (Ce); como control negativo se preincubaron los anticuerpos primarios 

con sus correspondientes péptido control, durante una hora y a temperatura ambiente (Figuras 

8.1, 8.2 y 8.3). 
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Figura 8.1. Western blot de los canales Kv1.1. 
Se detectó una banda de ~66 kDa 
correspondiente al canal Kv1.1 (flecha roja, 
panel izquierdo) en los extractos membranales 
de la corteza renal (Co), médula externa (ME) y 
médula interna (MI) del riñón de rata. La banda 
no fue detectada cuando se preincubó el 
anticuerpo primario con su correspondiente 
péptido control ( Kv1.1 + PC, panel derecho). 
Se utilizaron extractos membranales de cerebelo 
como control positivo (Ce). 

Figura 8.2. Western blot de los canales Kv1.3. 
Se detectó una banda de ~70 kDa 
correspondiente al canal Kv1.3 (flecha roja, 
panel izquierdo) en los extractos membranales 
de la corteza renal (Co), médula externa (ME) y 
médula interna (MI) del riñón de rata. La banda 
no fue detectada cuando se preincubó el 
anticuerpo primario con su correspondiente 
péptido control ( Kv1.3 + PC, panel derecho). 
Se utilizaron extractos membranales de cerebelo 
como control positivo (Ce). 

Figura 8.3. Western blot de los canales Kv1.6. 
Se detectó una banda de ~50 kDa 
correspondiente al canal Kv1.6 (flecha roja, 
panel izquierdo) en los extractos membranales 
de la corteza renal (Co), médula externa (ME) y 
médula interna (MI) del riñón de rata. La banda 
no fue detectada cuando se preincubó el 
anticuerpo primario con su correspondiente 
péptido control ( Kv1.6 + PC, panel derecho). 
Se utilizaron extractos membranales de cerebelo 
como control positivo (Ce). 
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Figura 8.5. Western blot de los canales 
recombinantes Kv11.1a y Kv11.1b, expresados en 
ovocitos de Xenopus leavis. Las bandas detectadas 
en el panel izquierdo correspondientes a las isoformas 
a y b del canal Kv11.1 inyectadas en los ovocitos 
desaparecen al preincubar los anticuerpos primarios 
con el correspondiente péptido control (PC) C: 
extractos membranales de cerebro, A: extractos 
membranales de ovocitos inyectados con la isoforma 
Kv11.1a, B: extractos membranales de ovocitos 
inyectados con la isoforma Kv11.1b, ni: extractos 
membranales de ovocitos no inyectados. 

Figura 8.4. Western blot de los canales 
Kv11.1a y Kv11.1b . En el panel izquierdo, se 
señala con flechas las bandas correspondienntes 
a las isoformas Kv11.1a (de ~135 kDa), y Kv11.1b 
(de ~80 kDa). Las bandas desaparecen al 
preincubar los anticuerpos primarios con su 
correspondiente péptido control (Kv11.1 + PC; 
panel derecho). Los * indican las formas 
glicosiladas de los canales (*Kv11.1a: ~155 kDa; 
*Kv11.1b: ~95 kDa). Ce: Cerebelo, Co: corteza 
renal, ME: médula externa renal, MI: médula 
interna renal. 
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Detección de las isoformas a y b del canal Kv11.1.  
     Los anticuerpos para el canal Kv11.1, detectan un epítope localizado en el extremo 

carboxilo de la proteína. Las isoformas Kv11.1a y Kv11.1b, son idénticas en el extremo 

carboxilo y solo varian en su extremo amino. Esto permitió detectar a las dos isoformas en el 

riñón de rata en sus formas glicosilada y no glicosilada. 

 

     Se comprobó la especificidad de los anticuerpos en la inmunodetección de las isoformas 

Kv11.1a y Kv11.1b, con inmunoensayos de detección de las isoformas recombinantes (Kv11.1a 

y Kv11.1b) expresadas en ovocitos de Xenopus leavis (Figura 8.5). 

 
Las isoformas del canal Kv11.1 estan glicosiladas.  

     Al incubar los extractos de membrana con N-Glicosidasa F, para hidrolizar las cadenas de 

polisacáridos unidas a la proteínas de membrana, se observó la desaparición de la banda de 

~150 kDa y de ~95 kDa (Figura 8.6). 

 

 

 
 
 
 

Figura 8.6. Western blot de los canales Kv11.1a y Kv11.1b, 
preincubados con N-Glicosidasa F. La bandas de ~150 y ~95 
kDa desaparecen al preincubar 50 g de proteína con 2 U de 
N-glicosidasa F (Roche Diagnostics) durante 18h a 37°C, 
previo a la electroforesis. 



53 

250m

75m

75m

Kv1.3 + PC

C
O
R
T
E
Z
A

250m

Kv1.3

M
É
D
U
L
A

Kv1.1

75m

Kv1.1 + PC

250m

75m250m

C
O
R
T
E
Z
A

M
É
D
U
L
A

Localización de los canales Kv en el epitelio renal. 
     Se identificaron los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 por inmunofluorescencia inidirecta 

en cortes sagitales de corteza y médula renal, donde se localizaron en diferentes estructuras 

tubulares en la corteza y en la médula renal. Como control negativo se preincubaron los 

anticuerpos primarios con su correspondiente péptido control, durante una hora, a temperatura 

ambiente. Las micrografías fueron obtenidas por microscopía confocal. Las flechas señalan a 

las estructuras tubulares donde se observó inmuno reactividad positiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.7. Inmunofluorescencia 
indirecta para el canal Kv1.1.  
Paneles izquierdos: inmunorreactividad 
positiva para los canales Kv1.1 en la 
corteza (señalada con puntas de flecha) 
y en la médula renal. 
Paneles derechos: control negativo, el 
anticuerpo primario se preincubó con su 
correspondiente péptido control (Kv1.1 + 
PC). No se detectó inmunorreactividad. 

Figura 8.8. Inmunofluorescencia 
indirecta para el canal Kv1.3. 
Paneles izquierdos: inmunorreactividad 
positiva para los canales Kv1.3 en la 
corteza (señalada con puntas de flecha) 
y en la médula renal. 
Paneles derechos: control negativo, el 
anticuerpo primario se preincubó con su 
correspondiente péptido control (Kv1.3 + 
PC). No se detectó inmunorreactividad. 
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     Se detectó la reactividad positiva para los canales Kv en distintas estructuras tubulares de 

la corteza. En la médula renal todos los canales se localizaron en los conductos colectores.  

 

 

Figura 8.9. Inmunofluorescencia 
indirecta para el canal Kv1.6. 
Paneles izquierdos: inmunorreactividad 
positiva para los canales Kv1.6 en la 
corteza (señalada con puntas de flecha) 
y en la médula renal. 
Paneles derechos: control negativo, el 
anticuerpo primario se preincubó con su 
correspondiente péptido control (Kv1.6 + 
PC). No se detectó inmunorreactividad. 
 

Figura 8.10. Inmunofluorescencia 
indirecta para el canal Kv11.1.  
Paneles izquierdos: inmunorreactividad 
positiva para los canales Kv11.1 en la 
corteza (señalada con puntas de flecha) 
y en la médula renal. 
Paneles derechos: control negativo, el 
anticuerpo primario se preincubó con su 
correspondiente péptido control (Kv11.1 
+ PC). No se detectó inmunorreactividad. 
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8.2. Localización diferencial de los canales Kv1 en los segmentos de la nefrona. 
 

     Para establecer la localización especifica de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 en la 

corteza y en la médula renal, estos se comarcaron con proteínas que se expresan de forma 

exclusiva en distintos segmentos  tubulares de la nefrona. (Metodología 7.1). A continuación se 

presentan las micrografías de los cortes histológicos con inmunoreactividad positiva para los 

Kv, ordenadas por su colocalización en los segmentos tubulares de la nefrona: TP, GAH, TCD 

y CC.  

 

Túbulo proximal (TP). 
 
     Los túbulos proximales fueron marcados con anticuerpos anti AQP1, que se 

expresa en la membrana apical (borde de cepillo) de los túbulos contorneado y 

recto proximal (en la región cortical), y en la porción delgada descendente del asa 

de Henle (en la médula). 

 

 
 

 
 
 
 
 

Kv11.1 – AQP1

50 m

Kv11.1

AQP1

Figura 8.11. Localización del canal Kv11.1 en los túbulos proximales. 
El canal Kv11.1 se localiza en el citoplasma de los túbulos proximales 
(verde) comarcados con AQP1 (rojo) en la corteza renal.  
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Porción gruesa ascendente del asa de Henle (GAH). 

 
     La porción gruesa ascendente del asa de Henle se marcó con anti glicoproteína 

Tamm-Horsfall, y comprende una región medular y una región cortical. En esta 

porción tubular se localizó al canal Kv1.6. 

 

 
 

 

 

Kv1.6

THP

Kv1.6

THP

75 m

Kv1.6 – THP

CORTEZA

MEDULA

Kv1.6 – THP

75 m

G

G

Figura 8.12. Localización del canal Kv1.6 en la GAH. El canal Kv1.6 se 
localiza en el citoplasma y en la región basolateral (punta de flecha) de la 
porción gruesa ascendente del asa de Henle (verde); comarcados con 
GPTH (rojo) tanto en la corteza como en la médula renal. En ningún caso 
se observa colocalización de ambas proteínas en la membrana luminal. 
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Túbulo contorneado distal (TCD) y túbulo conector (TCN). 

 
     El TCD y el TCN se localizan en la corteza renal, se marcaron con anti 

Calbindina-D28 kDa. En estos segmentos tubulares se localizaron los canales Kv1.1, 

Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1. 

 

 
 

 

 
 
 

Kv1.1

Calb

Kv1.1 - Calb

50 m

TCN

TCN

TCN

TCD

G

Kv1.3

Calb

50 m

Kv1.3 - Calb

TCN

CCC

TCN

G

Figura 8. 13. Localización del canal Kv1.1 en el TCD y TCN. El canal 
Kv1.1 se localiza perinuclear en el TCD y en el TCN (verde) comarcados 
con anti Calb (rojo). 

Figura 8.14. Localización del canal Kv1.3 en el TCD. El canal Kv1.3 se 
localiza en el citoplasma de las células del TCD (verde) con perfil apical, 
comarcados con anti Calb (rojo). 
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Figura 8.15. Localización del canal Kv1.6 en el TCD y TCN. El canal 
Kv1.6 se localiza en el citoplasma de las células del TCD y TCN (verde) 
comarcados con anti Calb (rojo). 

Figura 8.16. Localización del canal Kv11.1 en el TCD y TCN. El canal 
Kv11.1 se localiza en la membrana apical de las células del TCD y del 
TCN (verde) comarcados con anti Calb (rojo). 



59 

Conducto colector (CC). 
 

     El CC se marcó con anti AQP2. El CC se extiende desde la corteza  (conducto 

colector cortical: CCC), atraviesa las diferentes capas medulares  (conducto 

colector medular: CCM), hasta llegar a la papila renal. Se localizaron los canales 

Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11 a lo largo de todo el conducto, tanto en la porción 

cortical como en la porción medular.  
 

  
75 m

Kv1.1 – AQP2

AQP2

Kv1.1

Kv1.1 – AQP2

50 m

G

CCC TCN

TCDTCD

Kv1.1

AQP2

Corteza

Médula
Figura 8. 17. 
Localización del 
canal Kv1.1 en el 
CCC y CCM. El canal 
Kv1.1 se localiza 
perinuclear en las 
células del TCD y del 
TCN (verde). Este 
último comarcado con 
anti AQP2 (rojo), en la 
corteza renal. El canal 
Kv1.1 también se 
localiza en el CC tanto 
en la corteza como en 
la médula renal. En la 
corteza renal se 
aprecia una marca más 
definida que en la 
médula. 
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Figura 8.18. Localización del canal Kv1.3 en el CCC y CCM. El canal Kv1.3 
se localiza en el citoplasma, con perfil basolateral, de las células del CC 
(verde), comarcado con anti AQP2 (rojo), tanto en la porción cortical como en 
la porción medular.  
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Figura 8.19. Localización del canal Kv1.6 en el CCC y CCM. El canal Kv1.6 se 
localiza en el citoplasma, con perfil apical y basolateral, de las células del CC 
(verde), comarcado con anti AQP2 (rojo), tanto en la porción cortical como en la 
porción medular.  
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Figura 8.20. Localización del canal Kv11.1 en el CCM. El canal Kv11.1 se 
localiza en las células del TCN (verde) con un perfil apical, comarcado con 
anti AQP2 (rojo) en la corteza renal. El canal no fue detectado en el CCC, sin 
embargo en la médula renal, el canal se localiza en el citoplasma de las 
células del CCM. 
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     En la tabla siguiente se resume la localización de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 

en los diferentes segmentos de la nefrona. 
 

Tabla 8.2. Distribución de los canales Kv en la nefrona. 

Canal 
Kv 

TCP 

 

GAH 

 

TCD 

 

TCN 

 

CCC 

 

CCM 

 
Kv1.1   Perinuclear Perinuclear Perinuclear Perinuclear 

Kv1.3    
Citoplásmica 

y apical 
Citoplásmica Citoplásmica 

Kv1.6  
Citoplásmica 

basolateral 
Citoplásmica 

basolateral 
Citoplásmica 

basolateral 

Citoplásmica  

apical y 

basolateral 

Citoplásmica  

basolateral 

Kv11.1 Citoplásmica  Apical Apical  Citoplásmica 

 

     Cabe señalar que en el Western blot, la separación electroforética de las proteínas permitió 

identificar, por su tamaño molecular, a las dos isoformas del canal Kv11.1 (a y b) en el tejido 

renal, debido a que ambas comparten el mismo epítope para el anticuerpo utilizado. Sin 

embargo, no fue posible determinar por Inmunofluorescencia la localización diferencial de cada 

isoforma en particular, por lo que la localización del canal Kv11.1  en los segmentos tubulares 

puede corresponder a una o ambas isoformas. 

     La respuesta renal a un aumento del contenido de K+ en la dieta consiste principalmente en 

elevar la excreción urinaria del K+, la cual es consecuencia de un incremento en la secreción de 

K+, en la porción distal de la nefrona (Wright et al., 1971; Stanton y Giebisch, 1982). Esta 

respuesta adaptativa del riñón se asocia a un incremento en la densidad de los canales de K+ 

ROMK y MaxiK en las membranas luminales del TCN y del CCC (Najjar et al., 2005; Wang y 

Giebisch, 2009).  

      Los canales Kv identificados en el epitelio renal, se localizaron principalmente en las 

porciones distales de las nefronas, en donde tiene lugar la regulación fina de la secreción del 

K+. Para determinar su regulación por el contenido de K, se probó el efecto de una dieta con 

alto contenido en K+ sobre la expresión y distribución de los canales de potasio Kv1.1, Kv1.3, 

Kv1.6 y Kv11.1 en el epitelio renal (sección 8.3). 
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8.3. Efecto de una dieta con alto contenido en K+ (AK) sobre la expresión de los 
canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1. 
 
    Se estudiaron dos grupos de ratas, uno con una dieta control de K+ (CK: 1.2% de K+ w/w) y 

otro con una dieta alta en K+ (AK: 10% de K+ w/w) durante 15 días. Se tomaron muestras de 

sangre y orina de 24 horas de ambos grupos de ratas para medir los niveles de Na+ y K+ 

séricos y urinarios, así como la concentración de aldosterona sérica, con la finalidad de verificar 

la adaptación renal al incremento en la ingesta de K+. En la tabla siguiente se resumen los 

resultados de las mediciones de Na+, K+ y aldosterona. 

 

 
 

Dieta 
Na

+
 

sérico 
(mEq/L) 

K
+
 

sérico 
(mEq/L) 

Na
+
 

urinario 
(mEq/mL) 

 K
+
  

urinario 
(mEq/ mL) 

Aldosterona 
sérica (pg/mL) 

Control K (CK) 
(1.2% K

+
) 

(n=4) 
147.0 + 0.6 4.3 + 0.3 0.022 + 0.001 0.055 + 0.005 213.8 + 20 

Alto K (AK) 
(10% K

+
) 

(n=6) 
145.6 + 0.8 4.2 + 0.2 0.014 + 0.003 0.277 + 0.02* 1097.0 + 200.1* 

 

 

 

     Los niveles séricos de Na+ y de K+ no se modificaron estadísticamente entre las ratas de la 

dieta CK y las ratas de la dieta AK. Tampoco los niveles urinarios de Na+ presentaron cambios 

significativos entre los dos grupos. Sin embargo la excreción urinaria de K+ así como los niveles 

de aldosterona sérica se incrementaron cinco veces en el grupo AK con respecto los valores 

del grupo CK. Estos resultados demostraron que las ratas con una dieta AK tuvieron una 

respuesta excretora renal de K+ positiva. 
 

 

 

 

 

 

Los valores son el promedio de n + error estándar. Las ratas fueron alimentadas durante 15 
días y posteriormente se colectaron las muestras de orina de 24 h y sangre. *p0.05 vs 
control K. 
 

Tabla 8.3. Efecto de una dieta con alto contenido en K+ sobre los niveles de 
electrolitos y aldosterona. 
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Corteza

Kv1.6

Actina

CK      AK     CK        AK          CK      AK       CK       AK          

Actina

CK     AK      CK     AK          CK       AK     CK      AK          
Kv1.3

CK      AK      CK      AK          CK     AK    CK      AK          

Kv1.1

Actina

CK       AK     CK      AK          CK     AK     CK       AK           

Kv11.1

Actina

Médula

Efecto de la dieta AK sobre la expresión de los canales Kv en el epitelio renal. 
 

     Se compararon los niveles de expresión de las proteínas correspondientes a los canales 

Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 en los dos grupos CK y AK, para evaluar la respuesta en la 

síntesis de proteínas de los canales al incremento en la ingesta de K+. No se observaron 

cambios significativos en los niveles de expresión de las proteínas a partir de los extractos de 

membranas totales (incluyen membranas plasmáticas y microsomales). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 

Figura 8. 21. Efecto de una dieta con alto contenio en K+ 
sobre la expresión de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y 
Kv11.1a y Kv11.1b. Western blot comparativo de la expresión 
de las proteínas de los canales Kv en la corteza y en la 
médula renal, de extractos de membranas totales, entre los 
dos grupos. CK: grupo control (1.2% de K+ en la dieta); AK: 
grupo experimental (10% de K+ en la dieta). 
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Efecto de la dieta AK sobre la distribución de los canales Kv en el epitelio renal. 
 

     Se comparó la distribución de los canales Kv principalmente en los conductos colectores en 

la corteza (CCC) y en la médula (CCM) renales, entre el grupo CK y el grupo AK.  
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Figura 8.22. Inmunoperoxidasa indirecta para el canal Kv1.1 en la corteza y en la médula 
renal, entre los grupos CK y AK. Se observa inmunorreactividad positiva perinuclear sin 
cambios de localización entre los dos grupos. Imágenes capturadas con objetivos 20X. La barra 
corresponde a 50 m. 
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Dieta Control K 
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Figura 8.23. Inmunoperoxidasa indirecta para el canal Kv1.3 en la corteza y en la médula 
renal, entre los grupos CK y AK. En CK se observa la inmunorreactividad positiva para el 
canal Kv1.3 en el citoplasma de las células de los CCC y CCM (paneles izquierdos). Con la 
dieta AK se observa una relocalización de la inmunorreactividad hacia las membranas apicales 
de algunas células de los CCC y CCM (putas de flechas).En la figura 8.26 se presentan 
micrografías con mayor aumento, donde se aprecian dichos cambios más claramente. La barra 
corresponde a 50 m. 
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Figura 8. 24. Inmunoperoxidasa indirecta para el canal Kv1.6 en la corteza y en la médula 
renal, entre los grupos CK y AK. Se observa inmunorreactividad positiva para el canal Kv1.6 
en diferentes estructuras tubulares, sin cambios aparentes entre CK y AK, tanto en la corteza 
como en médula renal. La barra corresponde a 50 m. 
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Figura 8. 25. Inmunoperoxidasa indirecta para el canal Kv11.1 en la corteza y en la 
médula renal, entre los grupos CK y AK. Se observa inmunorreactividad positiva para el 
canal Kv11.1 en diferentes estructuras tubulares, sin cambios aparentes entre CK y AK, tanto 
en la corteza como en médula renal. La barra corresponde a 50 m. 
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Figura 8.26. Efecto de la dieta AK sobre la distribución de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y 
Kv11.1 en el epitelio renal. Micrografías Obtenidas con un objetivo 40X. El recuadro izquierdo que 
parece en los paneles CK en la columna izquierda, corresponden al control negativo de la 
inmunoperoxidasa para cada canal, donde se preincubó el anticuerpo primario con su correspondiente 
péptido control. 
 
 
 
 
 
 

Expresión del canal 
Kv1.1 en el CC con 
dietas CK y AK. El canal 
Kv1.1 muestra una 
disminución en la 
intensidad de marca 
perinuclear y mayor 
distribución citoplásmica 
en AK con respecto a 
CK. 
 
 
 
 
 
 El recuadro inferior 
izquierdo representa  un 
control negativo. La barra 
corresponde a 50 m. 

Expresión del canal 
Kv1.3 en el CC con 
dietas CK y AK. El canal 
Kv1.3 presenta una 
redistribución en su 
patrón de expresión de 
citoplásmica (en CK, 
panel izquierdo) a una 
expresión apical y 
subapical (en AK, panel 
derecho). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 El recuadro inferior 
izquierdo representa  un 
control negativo. La barra 
corresponde a 50 m. 

Expresión del canal 
Kv1.6 en el CC con 
dietas CK y AK. El canal 
Kv1.6 no muestra 
cambios en su 
distribución citoplásmica 
entre las dietas CK y AK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 El recuadro inferior 
izquierdo representa  un 
control negativo. La barra 
corresponde a 50 m. 

Expresión del canal 
Kv11.1 en el CC con 
dietas CK y AK. El canal 
Kv11.1 no muestra 
cambios en su 
distribución citoplásmica 
entre las dietas CK y AK. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 El recuadro inferior 
izquierdo representa  un 
control negativo. La barra 
corresponde a 50 m. 
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     Solo los canales Kv1.1 y Kv1.3 presentaron un cambio en la distribución subcelular, en 

respuesta a una dieta con alto contenido en K+. El canal Kv1.1 cambió parcialmente de una 

distribución perinuclear a una citoplásmica y el canal Kv1.3 de una distribución citoplásmica se 

localizó apical y subapical en algunas células (Figura 8.26). 
 

Expresión diferencial del canal Kv1.3 con la dieta con alto contenido en K. 
 

     El canal Kv1.3, localizado en el CC, mostró un cambio significativo en su distribución 

subcelular, como respuesta a una dieta con alto contenido en K+. En condiciones de una dieta 

control de K+, el canal Kv1.3 se localizó en las membranas citoplasmáticas a lo largo de todo el 

CC, pero en condiciones de una dieta con alto contenido en K+ se redistribuyó hacia las 

membranas apicales y subapicales de algunas células del CC, tanto en la corteza como en la 

médula renal. Para determinar el tipo celular donde se presentó el fenómeno de relocalización, 

se realizó un comarcaje para el canal Kv1.3 con lectina de Dolichus biflorus acoplada a 

fluoresceína, la cual marca las membranas apicales de las células principales, y un comarcaje 

del canal Kv1.3 con la V-ATPasa de H+, que se expresa exclusivamente en las células 

intercaladas secretoras de ácido del CC. Se determinó la localización del canal Kv1.3 en las 

membranas apicales de las células intercaladas ácido-secretoras, en condiciones de dieta AK. 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.27. Localización diferencial del canal Kv1.3 en las células intercaladas. El canal Kv1.3 fue 
inmunoteñido en color rojo con anticuerpos anti Kv1.3 y A594 (paneles centrales). Las células 
principales se marcaron con lectina de Dolichus biflorus (DB) acoplada a fluoresceína, en color verde 
(panel superior izquierdo). En otro corte las células intercaladas secretoras de ácido fueron marcadas 
con anticuerpos anti V-ATPasa y A488 (verde, panel inferior izquierdo). En el panel superior derecho se 
demuestra la ausencia del canal Kv1.3 en las células principales y en el panel inferior derecho, la 
localización del canal Kv1.3 y la V-ATPasa en la membrana apical de las células intercaladas (flechas). 
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Corteza Médula

CK      AK       CK        AK           

Actina

CK       AK       CK      AK          

Kv1.3

Kv1.1

CK        AK      CK        AK CK       AK       CK      AK 

Actina

CK      AK       CK        AK           CK        AK       CK      AK          

Actina

Kv1.6

Kv11.1a

Kv11.1b

Actina

CK      AK       CK        AK           CK      AK       CK       AK           

Efecto de la dieta sobre la expresión de los canales Kv en las membranas plasmáticas. 
 
     Se compararon los niveles de expresión de los canales Kv en los extractos enriquecidos con 

membranas plasmáticas, de la corteza y de la médula renal, entre los grupos CK y AK.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.28. Efecto de una dieta con alto contenido en K+ 
sobre la expresión de los canales Kv1.1, Kv1.3,Kv1.6 y 
Kv11.1a y Kv11.1b en las membranas plasmáticas.   
Western blot comparativo de la expresión de las proteínas de 
los canales Kv en la corteza y en la médula renal, a partir de 
extractos de membranas plasmáticas, entre los dos grupos. 
CK: grupo control (1.2% de K+ en la dieta); AK: grupo 
experimental (10% de K+ en la dieta). 
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     El análisis densitométrico demostró un incremento, estadísticamente significativo, del doble 

de proteína del canal Kv1.1 en las membranas plasmáticas en respuesta a una dieta AK, tanto 

en extractos de corteza como de médula renal. El canal Kv1.3 también mostró un incremento 

significativo de 2.5 veces en la corteza renal y 4 veces en la médula renal. Los canales Kv1.6 y 

las dos isoformas del canal Kv11.1, no mostraron cambios significativos en respuesta a una 

dieta AK (Figura 8.29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.29. Análisis densitométrico de los niveles de proteínas de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 
y Kv11.1a y Kv11.1b inmunodetectados por Western blot a partir de los extractos de membranas 
plasmáticas de la corteza y de la médula renal, en dietas CKy AK. Las barras representan la media + 
el error estándar de las unidades densitométricas relativas de AK con respecto a CK. n = 6/grupo dieta.   
*: p < 0.05 
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¿Los canales Kv1.1 y Kv1.3 son homo o heteromultímeros? 
 

     Los canales Kv1.1 y Kv1.3 incrementaron su expresión en las membranas plasmáticas de la 

corteza y de la medula renal con dietas de alto contenido de K+ (AK). Las proteínas Kv1 pueden 

asociarse como heterotetrámeros y forman canales funcionales en los tejidos excitables 

(Coleman et al., 1999; Shamotienko et al., 1999; Albarwani et al., 2003; Fergus et al., 2003). 

Para determinar si los canales Kv1.1 y Kv1.3 están asociados, se hicieron ensayos de 

coinmunoprecipitación. Los extractos de membranas plasmáticas de la corteza y de la médula 

renal, de ratas sometidas a dieta AK, se incubaron con el anticuerpo de conejo anti Kv1.3, y se 

precipitaron con perlas de agarosa A. Se realizaron ensayos de inmunoblot y se detectaron 

ambas proteínas: Kv1.3 y Kv1.1. Estos resultados indican una asociación heterotetramérica 

entre los canales Kv1.1 y Kv1.3 en las membranas plasmáticas en dietas de AK. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
8.4. Los canales Kv1.1 y Kv1.3 secretan K+ en el conducto colector cortical en las 
ratas sometidas a dietas con alto contenido en K+. 
 

     Las proteínas de los canales Kv1.1 y Kv1.3 se localizaron en el conducto colector del riñón 

de rata y mostraron cambios significativos en su distribución subcelular hacia las membranas 

plasmáticas (Kv1.1 y Kv1.3) apicales (Kv1.3) en dietas con alto contenido en K+. Además los 

canales Kv1.1 y Kv1.3 coinmunoprecipitaron a partir de extractos de membranas plasmáticas 

de corteza y de médula renal de las ratas sometidas a dietas con AK, lo cual sugiere la 

formación de canales heterotetrámeros Kv1.1-Kv1.3. Estos canales podrían participar en la 
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Inmunoprecipitación con  Kv1.3

Figura 8.30. Las subunidades Kv1.3 y Kv1.1 
coinmunoprecipitan con el anticuerpo anti Kv1.3 
en la corteza y en la médula renal. El canal fue 
inmunoprecipitado con el anticuerpo para el Kv1.3 y 
revelado con anti Kv1.3 (panel izquierdo) y anti 
Kv1.1 (panel derecho), Se aprecian las bandas 
correspondientes a las proteínas de ambas 
subunidades. Se usaron extractos de cerebelo como 
control positivo para la inmunodetección de los 
canales Kv1.1 y Kv1.3. 
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CK: dieta control de K+ (1.2 % w/w), AK: dieta con alto K+ (10% w/w); X: media; ES: error 
estándar; V: flujo tubular; JNa: transporte de Na+; JK: transporte de K+. 

CK

AK

Dieta

Sin Margatoxina Con Margatoxina [1nM]

secreción de K+, como una respuesta renal adaptativa a una ingesta de K+ elevada, tal y como 

se demostró con los canales de K+ ROMK y MaxiK (Wald et al., 1998; Palmer y Frindt, 1999; 

Frindt y Palmer, 2004; Najjar et al, 2005). Para probar esta hipótesis, se examinó la 

contribución de los canales Kv1.1 y Kv1.3 a la secreción renal de K+, mediante la técnica de 

microperfusión de CCC in vitro y el uso de Margatoxina (MgTx) que bloquea de forma 

específica a los canales Kv1.1 y Kv1.3 (Gutman et al., 2005). 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 

 

 

     Los resultados obtenidos del transporte de K+ y de Na+ en los CCC aislados se resumen en 

la tabla siguiente: 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

     La secreción de K+ en los CCC de ratas con dieta CK, fue de 7.35 + 1.08 pmol.min-1.mm-1 y 

no se afectó por la adición luminal de Margatoxina (bloqueador de los canales Kv1.1 y Kv1.3; 

Grissmer et al., 1994). En las ratas alimentadas con dieta AK, la secreción de K+ en los CCC 

Figura 8. 31. Conducto 
colector cortical aislado. 
Panel derecho: micrografía 
de un CCC disectado con 
microscopio estereoscópico,  
objetivo 10X. Panel izquierdo: 
micrografía de un CCC 
aislado y canulado para 
perfusión, con microscopio 
invertido y objetivo 40X. 

Tabla 8.4. Efecto del contenido de K+ en la dieta sobre el transporte de Na+ y K+ en 
los CCC. 
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fue de 11.37 + 1.04 pmol.min-1.mm-1, 54.69 % más de K+ con respecto a las ratas CK. Este 

incremento de la secreción de K+ en las ratas AK, se inhibió al adicionar Margatoxina al fluido 

luminal y la secreción de K+ descendió a valores de 5.97 + 1.63 pmol.min-1.mm-1, que son 

similares a los valores de transporte de K+ en los CCC de las ratas CK. Como era de esperarse 

no se observaron cambios significativos en la reabsorción de Na+ en los CCC entre las ratas 

CK y AK, ni antes ni después de la adición de MgTx. Estos resultados demuestran la 

participación de los canales Kv1.1 y Kv1.3 en la secreción de K+ en los CCC de ratas 

alimentadas con una dieta AK.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8.32. La Margatoxina reduce la secreción de K+ en los CCC aislados de ratas alimentadas 
con dieta AK. Transporte de K+ (JK) y transporte de Na+ (JNa) en los CCC aislados de ratas 
alimentadas con dieta CK (1.2 % w/w de K+) y dieta AK (10% w/w de K+); antes y después de la adición de 
MgTx [1nm], en la solución de perfusión. #: p<0.05 comparada con CK MgTx (-);  * : p<0.05 comparada 
con AK MgTx(-). * 
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9. DISCUSIÓN. 
 

Los canales de potasio Kv son proteínas de membrana que se asocian para formar 

homo o heterotetrámeros; facilitan la difusión selectiva de iones K+ en favor de su gradiente 

electroquímico, en respuesta a la despolarización de la membrana plasmática. Se ha estudiado 

ampliamente la expresión funcional y distribución de los canales Kv en las células excitables 

como son las neuronas, el músculo estriado, en las células del músculo liso, en las células del 

páncreas (Mühlbauer et al., 2007), y en las células del sistema inmune (Deutsch y Lee, 1989; 

Deutsch y Chen, 1993). Hay menos información sobre la expresión de los canales Kv en los 

epitelios así como de su papel funcional en los mismos. Siempre se propone que los canales 

Kv participan en el mantenimiento de los potenciales de membrana en los epitelios, en los que 

se presentan flujos transepiteliales de sodio (Hebert et al., 2005). 

Se ha identificado una gran cantidad de genes que codifican canales Kv en el riñón de 

mamíferos, sin embargo la información de su expresión y localización celular en los diferentes 

segmentos de las nefronas es escasa (Hebert et al., 2005). Por otro lado, se han registrado por 

patch clamp un sin número de corrientes de K+ en los epitelios renales, cuyas identidades 

moleculares no se han dilucidado, con la excepción de algunos canales como el ROMK (Kir 

1.1, KCNJ1) en TAL, TCD, CCC y el MaxiK (KCNMA1) en TCN y CCC (Hebert et al., 2005; 

Wang y Giebisch, 2009). Nuestro grupo reportó la expresión de los canales Kv1.1, Kv1.3 y 

Kv1.6 en los CC de la médula interna (Escobar et al., 2004). Se sabe que el Kv1.1 se expresa 

también en los TCD (Glaudemans et al., 2009). 

 

Expresión del canal Kv11.1 en el túbulo proximal. 
En este trabajo se realizó un estudio sistemático de la expresión, distribución y 

regulación de los canales Kv a lo largo de la nefrona. Se identificaron las proteínas 

correspondientes a las subunidades  (formadoras del poro) de los canales Kv1.1, Kv1.3, 

Kv1.6 y Kv11.1a y Kv11.1b por Western blot. Se demostró la presencia de las proteínas 

correspondientes en la corteza, médula externa y médula interna del riñón de la rata. Los 

ensayos de inmunofluorescencia indirecta revelaron una distribución heterogénea de los 

canales Kv en los diferentes segmentos tubulares de la nefrona; por lo tanto se realizó un 

estudio de comarcaje inmunofluorescente de los canales Kv con diferentes marcadores de los 

segmentos tubulares de la nefrona implicados en el transporte de K+. 

En el túbulo proximal, identificado con anticuerpos para el canal de agua, la AQP1, se localizó 

al canal ERG1 (o Kv11.1) en el citoplasma. Debido a que el anticuerpo anti ERG1 está 

diseñado contra un epítope localizado en la porción carboxilo terminal del canal, el cual se 
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conserva en las dos isoformas Kv11.1a y Kv11.1b, no fue posible diferenciar entre una y otra 

isoforma (Jones et al., 2004). El túbulo proximal es el sitio donde se lleva a cabo la reabsorción 

del 60 al 80 % de los solutos filtrados en el glomérulo. La reabsorción de una gran variedad de 

solutos como son la glucosa, los aminoácidos y los fosfatos, esta acoplada con la reabsorción 

de Na+ a través de los transportadores en la membrana apical: SGLT1, SGLT2, SLC1A1, 

SLC6A18-20, NaPi-IIa. Los transportadores usan el gradiente electroquímico del Na+ en la 

dirección lumen-citoplasma como fuerza electromotriz para el transporte de los solutos. La 

secreción de protones en el túbulo proximal también esta acoplada a la reabsorción de Na+ a 

través del intercambiador NHE3 (Boron y Boulpaep, 2005). La reabsorción de Na+ acoplada a 

todos estos mecanismos de transporte de solutos, provoca una despolarización suficiente para 

activar a los canales Kv, lo cual favorece la repolarización de las membranas plasmáticas.  

La reabsorción apical de Na+ incrementa la actividad de la ATPasa Na+/K+ presente en 

la membrana basolateral. Al aumentar la actividad ATPasa Na+/K+ también se incrementa la 

captación basolateral de K+. En consecuencia, los canales de K+ en la membrana basolateral 

participan en el reciclaje de K+ (Hurst et al., 1993). En el túbulo proximal se han localizado los 

canales Kv1.8 (KCNA10 o Kv1.10) (Yao et al., 2002) y el complejo KCNE1/KCNQ1 

correspondiente al canal Kv7.1 (KCNQ1), asociado con la subunidad MinK (KCNE1) (Vallon et 

al., 2001; Vallon et al., 2005), que regula positivamente su tráfico hacia la membrana 

plasmática (Ohyama et al., 2001). A este complejo se le atribuye un papel importante en el 

reciclaje del K+, acoplado a la reabsorción de Na+. Sin embargo en los ratones knockout de 

KCNQ1 se mantienen los niveles de absorción normal de Na+ y de glucosa, lo cual sugiere que 

la subunidad MinK podría estar asociada con otro canal de K+ en el túbulo proximal (Vallon et 

al., 2001). No descartamos que KCNE1 se asocie con el canal ERG1 en este segmento tubular 

(Carrisoza-Gaytán et al., 2010). 

 

Expresión del canal Kv1.6 en a porción gruesa ascendente del asa de Henle. 
En la porción gruesa ascendente del asa de Henle (GAH) se identificó al canal Kv1.6. 

Este segmento de la nefrona es otro sitio de gran relevancia fisiológica para el transporte de 

Na+ y K+. Los canales ROMK y Maxi K en las membranas apicales de las células epiteliales de 

GAH, tienen un papel importante en el reciclamiento del K+, esencial para el funcionamiento del 

cotransportador NKCC2 en las membranas apicales (Ecelbarger et al., 2001). El canal Kv1.6 se 

observó en el citoplasma con perfil basolateral en las células de la GAH, TCD, TCN, CCC y 

CCM. Se ha reportado que el transporte de K+ basolateral en GAH es a través de canales de K+ 

con una conductancia unitaria de ~10 pS y cuya identidad molecular no ha sido dilucidada 

(Paulais et al., 2002). La reabsorción de K+ en el GAH a través de un canal Kv estaría acoplada 
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al cotransportador basolateral KCC4 y a la reabsorción de potasio en la membrana apical por el 

cotransportador NKCC2. De manera interesante, la conductancia unitaria del canal Kv1.6 es de 

~9 pS (Gutman et al., 2005), esto sugiere que podría ser el canal de K+ que participa en el 

reciclamiento basolateral de K+ acoplado a la actividad de la ATPasa Na+/K+, a lo largo de 

todos los segmentos tubulares donde fue detectado. 

 

Expresión de los canales Kv1.1, Kv1.6 y Kv11.1 en el túbulo contorneado distal. 
En el TCD la localización de los canales fue heterogénea: Kv1.1 perinuclear, Kv1.6 en el 

citoplasma y Kv11.1 apical. En el TCD la reabsorción de Na+ es a través del intercambiador de 

NaCl sensible a tiazidas (NCC o TSC) y esta acoplada con la secreción de K+ a través de los 

canales ROMK. Es probable que también participen canales Kv en la secreción de K+ en este 

segmento tubular, en particular el canal Kv11.1 el que observamos se expresa en la membrana 

apical en condiciones de ingesta normal de K+ (1.2% de K+ w/w). También se sabe que el canal 

Kv1.1 está presente en la membrana apical en el TCD (Glaudemans et al., 2009), y su función 

esta acoplada a la reabsorción de Mg2+ por los canales TRPM6 en la membrana apical de las 

células del TCD del riñón murino. Es probable que el canal Kv11.1 también coadyuve a la 

reabsorción de Mg2+. 

 

Expresión de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 en el túbulo conector y en el 
conducto colector. 

El TCN y el CCC son las porciones distales de la nefrona donde la secreción de K+ está 

regulada por hormonas, como una medida adaptativa del riñón para el mantenimiento de los 

niveles de K+ sérico. En el TCN localizamos a los canales Kv1.1 perinuclear, Kv1.3 apical, 

Kv1.6 en el citoplasma con perfil basolateral y Kv11.1 apical. En el CCC se localizó al canal 

Kv1.1 perinuclear, Kv1.3 en el citoplasma y al Kv1.6 en el citoplasma con tendencia basolateral; 

el Kv11.1 no fue detectado en este segmento tubular. Es probable que en algunas condiciones 

metabólicas los canales Kv1 se agreguen como heteromultímeros (Manganas et al., 2000, Zhu 

et al., 2003a). Los canales que presentaron un perfil apical en el TCN: Kv1.3 y Kv11.1, y en el 

CCC: Kv1.6, podrían contribuir en la secreción basal de K+, en tanto que los canales Kv1.6 con 

perfil basolateral al reciclamiento basolateral del K+.  

El TCN como el CCC son estructuras tubulares heterogéneas, y están conformadas por 

dos poblaciones de células distintas tanto en su morfología como en su función. La dirección y 

magnitud del transporte de K+ neto en este segmento tubular, es el producto del balance de la 

secreción y la reabsorción de K+, mediados respectivamente por las células principales y las 

células intercaladas (Najjar et al., 2005). Los canales ROMK se localizan en las células 
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principales y han sido reconocidos como los canales responsables de la secreción basal de K+ 

(Palmer et al., 1997; Hebert et al., 2005). Su expresión en las membranas apicales se regula 

positivamente durante ingestas altas de K+, con lo cual aumenta la secreción urinaria de K+ y se 

mantienen los niveles séricos de K+ en los rangos fisiológicos normales. En contraste, los 

canales MaxiK se expresan en las células principales y en las células intercaladas (Najjar et al., 

2005; Palmer y Frindt, 2007). Originalmente se publicó la contribución del canal MaxiK en 

condiciones de aumento del flujo del volumen urinario (Woda et al., 2001; Najjar et al., 2005). 

Además, estudios recientes han demostrado el tráfico de los canales MaxiK hacia las 

membranas apicales y su contribución en la secreción de K+ en condiciones de ingesta con alto 

contenido de K+ (Hebert et al., 2005; Najjar et al., 2005; Wang, 2004). 

 

Efecto de una dieta con alto contenido en K+ sobre la expresión de los canales Kv. 
     La distribución subcelular diferencial de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 en el TCN 

y el CCC, sugiere una contribución heterogénea de los canales a los mecanismos de transporte 

transepitelial de K+. En este trabajo el efecto de una dieta con alto contenido en K+ (AK: 10 % 

de K+ w/w) y su comparación con el de una dieta control (CK: 1.2% de K+ w/w), permitió identificar 

los niveles de expresión y la distribución de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1, en las 

porciones distales de la nefrona. Para verificar la respuesta de las ratas al modelo de ingesta 

con alto contenido en K+, se analizaron los niveles de Na+ y de K+ urinarios y séricos así como 

los niveles de aldosterona sérica en ambos grupos de ratas: AK y CK . Como se esperaba, la 

excreción urinaria de K+ así como los niveles de aldosterona sérica se incrementaron cinco 

veces en el grupo AK con respecto los valores del grupo CK. Los niveles séricos de Na+ y de K+ 

se mantuvieron sin cambios significativos entre los dos grupos así como los niveles urinarios de 

Na+ (Tabla 8.3). Estos resultados son indicativos de que las ratas con una dieta AK tuvieron una 

respuesta adaptativa renal. 

     El análisis del nivel de expresión de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y Kv11.1 en la corteza y 

en la médula renal así como su distribución en los epitelios renales en respuesta a la dieta AK, 

nos llevaron a intuir la participación de algunos de estos canales en la secreción de K+ en la 

orina. No se observaron cambios significativos en el nivel de proteínas totales para ningún 

canal estudiado, y estos resultados son congruentes con lo reportado para los canales ROMK y 

MaxiK (Wald et al., 1988; Najjar et al., 2005). El incremento de cerca del doble de la expresión 

de los canales Kv1.1 y Kv1.3 en las membranas plasmáticas, tanto en la corteza como en la 

médula renal y su redistribución subcelular en los túbulos conectores y los conductos 

colectores, sugirió su participación como canales secretores. En AK la inmunorreactividad para 

el canal Kv1.1 se vio disminuida en el espacio perinuclear e incrementada en el citoplasma de 
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las células principales e intercaladas, mientras que el canal Kv1.3 se localizó en las 

membranas apicales y subapicales de las células intercaladas en estas condiciones 

metabólicas. Los estudios de microperfusión de túbulos confirmaron que el canal Kv1.3 es un 

canal secretor de K+ (Carrisoza-Gaytán et al., 2010). En este trabajo sugerimos que la 

Margatoxina, es capaz de bloquear tanto homotetrámeros del canal Kv1.3 como 

heterotetrámeros del canal Kv1.3 con algún otro Kv1, por lo que continuamos el estudio de la 

agregación del canal Kv1.1/Kv1.3. Los ensayos de coinmunoprecipitación confirmaron que el 

canal secretor es un heteromultímero de Kv1.1/Kv1.3 (manuscrito en proceso). Se detectó la 

expresión de los canales Kv1.1 y Kv1.3 en las membranas plasmáticas en dietas AK. La 

agregación multimérica de los canales Kv1 determina su tráfico en las células excitables 

(Manganas y Trimmer, 2000). Por ejemplo, se sabe que el Kv1.1 se distribuye 

predominantemente en el retículo endoplásmico. La asociación heterotetramérica del canal 

Kv1.1 con el Kv1.2 o el Kv1.4, incrementa la localización del canal Kv1.1 en las membranas 

plasmáticas (Manganas y Trimmer, 2000; 2001; Zhu et al., 2003b).  

     Una dieta con alto contenido en K estimula la expresión apical de canales de K+ en el CCC 

por una vía dependiente de la aldosterona y por una vía independiente de la aldosterona (Muto 

et al., 1988; Wald et al., 1998). Existe evidencia de que la cinasa SGK1 media el efecto de la 

aldosterona en la secreción renal de K+ (Wang y Giebisch, 2009). El estudio con ratones 

manipulados genéticamente demostró que el fenotipo de los ratones con depleción de SGK1 es 

similar al de los ratones con depleción del receptor de mineralocorticoides, los cuales presentan 

una secreción ineficiente de K+ en respuesta a una ingesta elevada de K+ (Huang et al., 2004). 

SGK1 y una PKA estimulan la secreción renal de K+ al promover el tráfico del canal ROMK del 

retículo endoplásmico hacia las membranas plasmáticas (Yoo et al., 2003). A su vez SGK1 

inhibe a la cinasa WNK4 cuya actividad inhibe a los canales ROMK (Huang et al., 2004; Ring et 

al., 2007). 

     El tetrámero Kv1.1/Kv1.3 podría tener una regulación similar al del ROMK en dietas AK. De 

hecho se sabe que la ubiquitinación de los canales Kv1.3 y Kv1.5 restringe su expresión en las 

membranas plasmáticas: la ubiquitinasa Nedd4-2 es la encargada de esta regulación negativa. 

Nedd4-2 se fosforila y se modula negativamente por SGK1, la que a su vez regula 

positivamente la expresión del Kv1.3 en las membranas plasmáticas de las neuronas 

piramidales (Henke et al., 2004). Las interrogantes sobre si estos mecanismos se conservan y 

regulan la expresión de los canales Kv1.1/Kv1.3 en las membranas apicales de las células 

intercaladas en condiciones de AK quedan como perspectivas de este proyecto de 

investigación. 
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El heterotetrámero Kv11.1/Kv1.3 contribuye a la secreción renal de K+. 
     Para probar si los canales Kv contribuyen a la secreción renal de K+ se realizaron ensayos 

de microperfusión in vitro de los CCC de ratas neonatos. Los ensayos de microperfusión 

demostraron que la secreción de K+ se incrementó cerca del 55 % en CCC aislados de ratas AK 

con respecto a las ratas CK. La adición de la Margatoxina al fluido de perfusión provocó una 

disminución del 48% del transporte de K+ hacia el lumen en los CCC de ratas AK, mientras que 

en dietas control (CK) no presentó un efecto significativo. Por consiguiente, la inhibición de los 

canales Kv sensibles a Margatoxina, abate la secreción de K+. Ensayos de microperfusión de 

CCC de ratas, con estimulación de la secreción de K por flujo (mecanismo de activación de los 

canales MaxiK) no evidenciaron sensibilidad a la Iberiotoxina, una toxina bloqueadora 

específica del canal MaxiK (Liu et al., 2009). Nuestros resultados demostraron que el 

incremento en la secreción de K+ en ratas con dietas AK, es debido a la regulación de la 

expresión de los canales Kv1 en el CCC pero no por el MaxiK descrito en ratón (Bailey et al., 

2006).Sería necesario realizar los mismos ensayos de microperfusión en CCC de ratas 

sometidas a dietas AK y con un bloqueador específico para ROMK, el 2,2’-

oxibis(metileno)bis(5-nitro-1H-benzo-[d]imidazol) (VU591), de reciente desarrollo (Gautman et 

al., 2011). También será importante trabajar con ratones manipulados genéticamente con 

depleción de los canales ROMK y el uso de Iberiotoxina, para inhibir la contribución del canal 

MaxiK y poder disecar así la contribución exclusiva de los canales Kv a la secreción de K+ en 

los segmentos de CCC en el modelo del ratón. 
 

     En conclusión, demostramos la expresión diferencial de los canales Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 y 

Kv11.1 en los epitelios renales involucrados en el transporte de K+. El canal Kv11.1 (ERG1) se 

detectó en el túbulo proximal, donde puede contribuir al reciclamiento basolateral de K+ 

acoplado con la actividad de la ATPasa Na+/K+ y/o al mantenimiento del potencial de 

membrana apical durante los procesos de reabsorción de Na+. El canal Kv1.6 se detectó con 

distribución citoplásmica y basolateral en las porciones distales de la nefrona a partir de la 

porción gruesa ascendente del asa de Henle, hasta los conductos colectores de la médula 

interna, donde podría tener una participación en el reciclamiento de K+ acoplado a la actividad 

de la ATPasa Na+/K+. El canal Kv11.1 (ERG1) también se detectó en las membranas apicales 

del TCD y del TCN, donde podría participar en la secreción basal de K+ (Figura 9.1). Los 

canales Kv1.1 y Kv1.3 se detectaron en el TCN y CC, fueron los únicos que mostraron una 

regulación de su tráfico en respuesta a una dieta con AK: del espacio perinuclear (Kv1.1) y del 

citoplasma (Kv1.3), a las membranas apicales. Los ensayos de microperfusión in vitro de los 

CCC permitieron establecer la participación de estos canales en la secreción renal de K+ en 
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Figura 9.2. Secreción de K+ en el CCC a través de los canales ROMK, MaxiK y Kv1.1/Kv1.3 en 
condiciones control (panel izquierdo) y en respeusta a una ingesta elevada de K+ (panel 
derecho). 

Figura 9.1. Distribución de los canales Kv1.1, Kv1.3, 
Kv1.6 y Kv11.1 en los segmentos tubulares de la nefrona. 

condiciones de una ingesta alta de K+. El canal secretor de K+ en estas condiciones 

metabólicas es el heteromultímero Kv1.1/Kv1.3 (Figura 9.2). 
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APÉNDICE A: ANATOMIA Y FISIOLOGIA RENAL. 
 
     Los riñones, junto con la vejiga, uréteres y uretra, constituyen el aparato urinario. 

Desempeñan un papel vital en el mantenimiento de un ambiente químico estable para el 

cuerpo. En los riñones se llevan a cabo importantes mecanismos de transporte de los iones 

(K+, Na+, Ca2+, Mg2+, Cl-, HCO3
-, etc.), son los responsables de filtrar las impurezas de la sangre 

al drenar los productos metabólicos de desecho del cuerpo, xenobióticos y fármacos, así como 

de mantener el balance en el líquido corporal, el equilibrio electrolítico y ácido base (Clark et al., 

2001).  

Los riñones también desempeñan importantes funciones endócrinas: la producción de 

hormonas como la renina (para la regulación de la presión arterial), eritropoyetina (producción 

de eritrocitos) y la hidroxilación de Vitamina D, así como la gluconeogénesis, que en periodos 

de ayuno prolongados contribuye a regular la glucemia transformando aminoácidos en glucosa. 

(Guyton y May, 2001; Houssay y Clingolany, 2000). 

Los riñones son órganos en par, situados en el 

espacio retroperitoneal, bajo el diafragma, en la pared 

abdominal posterior, a ambos lados de la columna 

vertebral. El borde superior de los riñones se 

encuentra a nivel de la doceava vértebra torácica y el 

borde inferior a nivel de la tercera vértebra lumbar 

(Figura A1). En el humano adulto cada riñón pesa en 

promedio entre 140 y 150 g y mide 10 cm de largo por 

5 cm de ancho. La superficie externa del riñón es lisa y 

presenta depresiones lineales superficiales que 

marcan los límites de los segmentos que conforman el 

órgano. Cada riñón tiene dos polos, superior e inferior, 

y dos caras, anterior y posterior, un borde externo 

convexo y uno interno cóncavo. El borde interno 

presenta una hendidura longitudinal llamada hilio renal, 

por donde pasan la arteria y la vena renal, los vasos linfáticos, los nervios y el uréter; llevando a 

una cavidad en cuyo interior se encuentran los vasos renales y la pelvis renal (Figura A2; 

Guyton y May, 2001). 

 

 

Figura A1. Localización anatómica 
del aparato urinario. 
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     Los riñones están cubiertos por una capa delgada de tejido conectivo, denominada cápsula 

renal. En un corte sagital del riñón se distinguen dos regiones, la corteza y la médula renal. La 

corteza es la región más externa del parénquima renal y es de color marrón y aspecto 

granuloso, en tanto que la médula renal (región interna del riñón) es de color más pálido y de 

aspecto estriado debido a la disposición de las estructuras tubulares en dirección radial a la 

pelvis renal. 

     En la corteza se distinguen dos regiones histo-topográficas: el laberinto y los rayos 

medulares. En el laberinto cortical se localizan los ejes vasculares, conformados por una 

arteria, una vena y un conducto linfático en disposición cortico-radial. Alrededor de cada eje 

vascular se localizan los corpúsculos renales y sus correspondientes túbulos contorneados 

proximales y distales. Los rayos medulares están conformados por los túbulos rectos 

proximales, la porción gruesa ascendente de asas de Henle y los conductos colectores de las 

nefronas.  

     La médula se divide en médula externa, que es la porción más cortical de la médula, y la 

médula interna. La médula externa se subdivide a su vez en dos porciones, la capa externa y la 

capa interna. La capa externa contiene paquetes de haces vasculares que sustituyen a los ejes 

vasculares de la corteza, porciones rectas del túbulo proximal (segmento S3) y del túbulo distal 

(porción gruesa ascendente del asa de Henle), así como conductos colectores. La capa interna 

está compuesta por haces vasculares completamente desarrollados (vasa recta), porciones 

delgada descendente y gruesa ascendente del asa de Henle y conductos colectores. La 

médula interna presenta una reducción del parénquima debido a que solo está conformada por 

conductos colectores, porciones delgadas del asa de Henle de nefronas yuxtamedulares y 

algunas porciones de vasa recta. (Houssay y Clingolany, 2000, Guyton y May, 2001; Kriz y 

Kaisslin, 2008). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura A2. Esquema de un corte 
sagital del riñón humano. 
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La nefrona. 
La nefrona es la unidad anatómica funcional del riñón. Es un sistema tubular continuo 

donde se forma la orina, a través de los siguientes mecanismos: la filtración glomerular, la 
reabsorción y la secreción tubular. Se estima que cada riñón humano contiene un millón de 

nefronas (Guyton y May, 2001; Boron y Boulpaep, 2005). Cada nefrona está formada por el 

corpúsculo renal y una porción tubular, que consta de varios segmentos sucesivos con 

estructuras y funciones particulares: un proximal y uno distal, conectados por el asa de Henle, 

que se proyecta radialmente en dirección medular. 

La posición del corpúsculo renal en la corteza permite clasificar a las nefronas en 

superficiales, media-corticales y profundas (yuxtamedulares) (Figura A3). La longitud de las 

asas de Henle permite catalogar nefronas con asas cortas que se localizan en la corteza renal 

(nefronas corticales) o que penetran hasta la médula externa (nefronas de asas cortas) y 

nefronas con asas que penetran hasta la médula interna a diferente profundidad (nefronas de 

asas largas), estas últimas participan de forma activa en la concentración de la orina. 

La posición de los corpúsculos renales no siempre coincide con la longitud de las asas, y 

tanto las nefronas superficiales como las yuxtamedulares, pueden tener asas cortas o asas 

largas de forma indistinta. (Kriz y Bankir 1988, Boron y Boulpaep, 2005; Geneser, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Corpúsculo renal. 

Figura A3. Esquema de una nefrona 
cortical y una nefrona yuxtamedular.  
Distribución de los segmentos que 
conforman a las nefronas en las 
diferentes capas del tejido renal: 
Corteza, porción externa y porción 
interna de la médula externa y médula 
interna. 
Corpúsculo renal superficial (CRS); 
Corpúsculo renal yuxtamedular: 
(CRYM); Túbulo contorneado proximal 
(TCP); Túbulo recto proximal (TRP); 
Porción delgada descendente del asa de 
Henle (DDH); Porción delgada 
ascendente del asa de Henle (DAH); 
Porción gruesa ascendente del asa de 
Henle (GAH); Túbulo contorneado distal 
(TCD); Túbulo conector (TCN); 
Conducto colector cortical (CCC); 
Conducto colector de la médula externa 
(CCME); Conducto colector de la médula 
interna: (CCMI). (Modificado de Kriz, 
1988). 
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Corpúsculo renal.      
     El corpúsculo renal es la primera porción de la nefrona, de estructura redondeada que mide 

aproximadamente 200m de diámetro. Se ubica en la corteza y está formado por el glomérulo 

y la cápsula de Bowman. 

El glomérulo es un penacho de capilares ramificados 

que se anastomosan entre sí. Se agrupan en 8 a 10 

lobulillos dispuestos en forma helicoidal alrededor de un 

eje, correspondiente a la porción interna del mesangio 

(Figura A4).  

La cápsula de Bowman es la estructura que rodea al 

glomérulo y está conformada por dos capas celulares. La 

capa externa de la cápsula o capa parietal, forma el límite 

exterior del corpúsculo renal. La capa interna o capa 

visceral, se compone de una capa de células epiteliales 

denominadas podocitos, con largas prolongaciones de su 

cuerpo celular que recubren los capilares del glomérulo. El 

espacio entre las dos capas se denomina espacio urinario.  

El proceso de filtración produce un ultrafiltrado de la 

sangre. Tiene lugar desde los capilares del glomérulo, a 

través de fenestraciones de sus células endoteliales, una 

membrana basal triple de laminina y la capa de epitelio 

visceral, hasta el espacio urinario capsular, quedando 

retenidos eritrocitos y sustancias con un diámetro mayor a 

80 Å. El ultrafiltrado del espacio urinario, pasa al túbulo proximal a través del polo urinario. 

Opuesto al polo urinario se encuentra el polo vascular, por el que ingresa una arteriola aferente 

(que da origen al penacho de capilares del corpúsculo) y egresa una arteriola eferente que 

recibe la sangre que regresa del penacho de capilares (Geneser, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A4. Micrografía electrónica 
de un corpúsculo renal. Aparato 
yuxtaglomerular (Y); Arteriola 
aferente (A); Arteriola eferente (E); 
Mácula densa (MD); Glomérulo (G);  
Cápsula de Bowman (B); Capilares 
(c); Espacio urinario (EU); Polo 
urinario (PU); Túbulo proximal (TP). 
Transición de asa de Henle a túbulo 
distal (*). 
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Túbulo proximal. 
     El túbulo proximal es el primer componente 

tubular de la nefrona, comienza en el polo 

urinario del corpúsculo renal y termina en la 

transición a porción delgada descendente del asa 

de Henle. El túbulo proximal se conforma de dos 

porciones: el túbulo contorneado proximal (TCP) 

y el túbulo recto proximal (TRP). Estas porciones 

se constituyen de tres segmentos: S1, S2 y S3. 

El segmento S1, comienza en el corpúsculo renal 

y comprende la primera porción del TCP. El 

segmento S2 inicia en la segunda mitad del TCP 

y termina en la primera mitad del TRP, en los 

rayos medulares. El segmento S3 incluye la 

mitad distal del TRP que se extiende al interior 

de la médula. Las células que conforman estos 

segmentos tubulares, presentan membranas 

luminales con numerosas microvellosidades 

llamadas borde de cepillo, un aparato vacuolar subapical (abajo del borde de cepillo) rico en 

membranas, correlacionado con el aparato endocítico, y poseen membranas basolaterales con 

numerosas interdigitaciones, que son invaginaciones pronunciadas y profundas de la 

membrana plasmática. Las uniones estrechas son superficiales, constituidas principalmente por 

un filamento simple. 

     En el túbulo proximal ocurre la reabsorción de gran parte del filtrado glomerular (60 – 70%), 

principalmente por vía paracelular, diversos compuestos orgánicos son secretados hacia el 

lumen tubular, y se recuperan las proteínas filtradas por el glomérulo, a través de la endocitosis 

mediada por receptores. Las células del TP presentan una gran variedad de proteínas 

transportadoras en la membrana plasmática, que acoplan la reabsorción del Na+ en dirección 

de su gradiente, con la reabsorción aminoácidos y glucosa (simporte) y con la secreción de 

protones (antiporte). También ocurre la reabsorción transcelular de agua a través del canal de 

agua Acuaporina 1 (AQP1), localizada en las membranas apicales y basolaterales. 

 

 

 

Figura A5. Micrografía electrónica de 
tubulos contorneados proximales. Corte 
transversal de los segmentos S1, S2 y S3 (a); 
Micrografía electrónica de células de los 
segmentos S1. S2 y S3 (b). Tomada de Kriz y 
Kaisslin, 2008. 
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Asa de Henle.  
     El asa de Henle es la siguiente porción tubular a partir del segmento S3 del túbulo proximal 

es el asa de Henle. Está conformada por tres segmentos, una porción delgada descendente 

(DDH), una porción delgada ascendente (DAH) y una porción gruesa ascendente (GAH). 

     En la asas de Henle cortas, la DDH está constituida 

por células planas sin interdigitaciones (epithelium tipo 

1). 

     En las asas de Henle largas, la DDH presenta un 

diámetro mayor y un epitelio más grueso que el de las 

asas de Henle cortas. Las células de este epitelio son 

heterogéneas, sus características estructurales cambian 

gradualmente conforme descienden en la médula 

interna, a estructuras más simples; por lo tanto esta 

porción se subdivide en:  

 La porción superior DDH largas (epithelium tipo 

2). El epitelio que la conforma puede ser complejo (en 

unas especies) o simple en otras. el primero está 

constituido por células con un alto grado de 

interdigitaciones (prolongaciones de la membrana 

plasmática), las uniones estrechas son muy poco 

profundas (superficiales), conformadas por una línea de 

unión. Estas características estructurales facilitan una 

vía de transporte paracelular; La forma de epitelio simple 

no presenta interdigitaciones y las uniones estrechas 

son más profundas y están conformadas por varias 

líneas de unión. Las características de este epitelio son 

la gran cantidad de microvellosidades luminales, así 

como una alta densidad de partículas submembranales 

ensambladas en las membranas apical y basolateral. 

 La porción inferior DDH largas (epithelium tipo 3). Consta de células planas, carentes de 

interdigitaciones, las uniones estrechas están a una profundidad apicobasal intermedia, 

compuestas por varias líneas de unión, con menor viabilidad para el transporte paracelular, 

presentan menor cantidad de microvellosidades luminales, y de partículas submembranales. 

Figura A6. Esquema de los 
diferentes epitelios que conforman 
a la porción delgada de las asas de 
Henle (Kriz y Kaisslin, 2008). 
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Figura A7. Micrografías electrónicas de la porción delgada del asa de Henle. Porción delgada 
descendente de asa corta (DDHc); Porción delgada descendente de asa larga, parte superior, epitelio 
complejo (DDHlsc); Porción delgada descendente de asa larga, parte superior, epitelio simple 
(DDHlss); Porción delgada descendente de asa larga, parte inferior (DDHli); Porción delgada 
ascendente (DAH), (Kriz y Kaisslin, 2008). 

DDHc DDHlsc DDHlss DDHli DAH

      La porción DAH está presente solo en las asas largas (epithelium tipo 4), e inicia antes de 

la curva de retorno del asa, por lo que funcionalmente, la curva del asa se considera parte de la 

DAAH. Las células en este segmento son planas, con una gran cantidad de interdigitaciones, 

unidas por uniones estrechas superficiales conformadas por una sola línea de unión. Esta 

organización, apta para la vía de transporte paracelular, corresponde con la alta permeabilidad 

a los iones reportada en este segmento (Boron y Boulpaep, 2005). 

 

 

     La porción GAH, asciende a través de la medula externa 

y los rayos medulares, se extiende por el laberinto cortical 

hasta la mácula densa. Las células de esta porción tubular 

poseen núcleos de gran tamaño, presentan 

interdigitaciones basolaterales con mitocondrias de gran 

tamaño, microvellos cortos y gruesos en la membrana 

apical, que bordean a las uniones estrechas y se 

encuentran a una profundidad apicobasal de intermedia a 

baja. Estas características morfológicas pueden contribuir a 

la baja permeabilidad del agua por vía paracelular en este 

segmento y a la vez una permeabilidad selectiva a los iones 

Mg2+ y Ca2+. El NaCl es absorbido activamente del fluido 

tubular, por vía transcelular, a través del cotransportador de 

Na, K, 2Cl (NKCC2), en la membrana apical de estas 

células (inhibido por los diuréticos de asa como la Furosemida y Bumetanida), y la alta 

densidad de ATPasa Na+-K+ en la membrana basolaterales. Por lo tanto el papel principal de 

estas células es la generación de un medio hiperosmótico en el intersticio de la médula renal. 

Figura A8. Porción gruesa 
ascendente del asa de Henle. 
Células de la capa interna de la 
médula externa (M); célula de la 
porción cortical (C) (Kriz y Kaisslin, 
2008).  
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Figura A9. Mácula densa (MD). 
Arteriola aferente (A); Célula granular 
(CG); Mesangio extraglomerular 
(MEG); Arteriola eferente (AE) (Kriz y 
Kaisslin, 2008). 

Figura A10. Segmentos distales de 
la nefrona. Túbulo contorneado distal 
(TCD); Túbulo conector (TCN); 
Conducto colector cortical (CCC). 
Mácula densa (MD); Glomérulo (G). 
(Kriz y Kaisslin, 2008). 

 

 

Mácula densa (MD). 
     La mácula densa es una región de células 

especializadas que entra en contacto con las arteriolas 

aferente y eferente del glomérulo. Por otro lado, las 

células de la pared de la arteriola aferente que están en 

contacto con las células de la mácula densa, son 

células musculares lisas especializadas en la 

producción de renina. Estas células, junto con la mácula 

densa y la matriz extraglomerular conforman el aparato 

yuxtaglomerular. Este es el sitio donde se secreta la 

renina (Boron y Boulpaep, 2005).  

 

Túbulo contorneado distal (TCD). 
El TCD, comienza al final del segmento tubular que 

conforma la mácula densa y se extiende hasta la 

transición con el túbulo conector, esta subdividido en dos 

segmentos estructurales el TCD1 y el TCD2; La 

transición de GAH a TCD está marcada por un 

incremento abrupto en la altura de sus células epiteliales. 

Este cambio estructural coincide con el remplazo del 

cotransportador NKCC2 (exclusivo en GAH) por el 

cotransportador de NaCl sensible a tiazida (NCC), 

responsable de la absorción transepitelial de Na+. Las 

células que conforman al TCD son similares a las de la 

GAH, con alta densidad de interdigitaciones 

basolaterales. También presentan microvellosidades 

gruesas en las membranas apicales. El segmento del 

TCD2 (segmento transicional), presenta menos 

interdigitaciones laterales y más pliegues en la 

membrana basal, este cambio estructural sutil viene 

acompañado con la expresión de los canales epiteliales de Na+ sensibles a la Amilorida (ENaC) 

y de canales de Ca2+ (TRPV5 ó ECaC), en las membranas apicales; así como la aparición de 

células intercaladas (descritas más adelante).  
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Figura A11. Túbulo conector 
(TCN). Panel superior: micrografía de 
un segmento de TCN con células 
intercaladas en su epitelio (ci); panel 
inferior: micrografía de una célula del 
TCN con interdigitaciones en su 
membrana basolateral (Kriz y 
Kaisslin, 2008). 

 

 
Túbulo conector (TCN). 
     El TCN es la siguiente porción a partir del TCD2, y es 

el intermediario entre el TCD (con células interdigitadas) y 

el conducto colector (con células no interdigitadas) 

conformado por dos tipos de células, las células del túbulo 

conector y las células intercaladas (ci). La organización de 

las uniones estrechas cambia, de bandas paralelas, a 

redes complejas anastomosadas. Las interdigitaciones 

son sustituidas por pliegues profundos e irregulares en la 

membrana basal; y Las microvellosidades en las 

membranas apicales se vuelven delgadas. Las células del 

TCN expresan en su membrana apical al ENaC, así como 

al canal de potasio Kir1.1 (ROMK: Rat Outer Medulla 

potassium channel), esto indica que la reabsorción 

transcelular de Na+ está acoplada a la secreción de K+. La 

expresión del canal TRPV5 en la membrana apical está 

asociada con la expresión de Calbindina D28k (CBD) en 

el citoplasma y con la expresión del intercambiador de 

Na+/Ca2+ (NCX: sodium calcium exchanger) y de la 

ATPasa de Ca2+/Mg2+, en la membrana basolateral. Lo cual indica que se lleva a cabo la 

reabsorción transcelular de Ca2+ en este segmento. La membrana basolateral se caracteriza 

por la expresión del canal de agua Acuaporina 2 (AQP2). El TCN se caracteriza funcionalmente 

por la regulación de la absorción de Na+ y la secreción de K+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



102 

Figura A12. Conducto colector 
cortical (CCC). Panel superior: 
micrografía de un segmento del  
CCC conformado por células 
principales (cp) y células intercaladas 
(ci). (Kriz y Kaisslin, 2008). 

Figura A13. Células del 
Conducto colector cortical  
(Kriz y Kaisslin, 2008). 
 

 

Conducto colector (CC). 
     El conducto colector es un segmento tubular que 

penetra las tres capas del parénquima renal, corteza, 

médula externa y médula interna. Colecta el fluido tubular 

de aproximadamente 10 nefronas y lo conduce hasta la 

papila renal donde descarga en el cáliz renal. Algunos 

autores describen el conducto colector inicial (CCI), que se 

presenta a partir del TCN y hasta la primera confluencia 

con otra nefrona. A partir de esta convergencia se 

denomina conducto colector cortical (CCC). Ambas 

porciones son idénticas y están conformadas por dos tipos 

de células, las células principales (cp) y las células 

intercaladas (ci). 

      Las células principales constituyen el 70% de la población 

celular de estos túbulos y presentan invaginaciones 

basolaterales poco desarrolladas. Funcionalmente son las 

responsables de la reabsorción de Na+ a través del ENaC 

acoplada a la secreción de K+ a través del canal ROMK al igual 

que las células del TCN. Las células intercaladas son iguales a 

las presentes en el TCN y se distribuyen en dos subpoblaciones: 

las células intercaladas tipo A (ciA) y las células intercaladas tipo 

B (ciB). Las ciA secretan H+, a través de la ATP asa vacuolar de 

H+ (V-ATPasa) y de a ATPasa H+/K+, que se expresan en la 

membrana apical. La V-ATPasa funciona en serie con un 

intercambiador de bicarbonato/cloro (HCO3
-/Cl-), localizado en la 

membrana basolateral, denominado AE1 o Banda 3. La ATPasa 

H+/K+ se expresa solo en condiciones de hipopotasemia o baja 

ingesta de K+ e intercambia K+ luminal por H+. Las ciA se 

localizan desde la porción distal del TCD hasta las porciones 

medulares del CC, constituyen la minoría de la población de ci 

en el CCC y la población total de ci en el en la porción medular 

del CC. Las ciB secretan HCO3
- a través del intercambiador 

aniónico de HCO3
-/Cl-, denominado Pendrina, en su membrana apical. El intercambio aniónico 

apical de las ciB funciona en serie con la V-ATPasa localizada en la membrana basolateral, 
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Figura A14. Corte 
transversal del Conducto 
colector de la médula 
interna (CCMI). El epitelio en 
este segmento tubular es 
homogéneo (Kriz y Kaisslin, 
2008). 
 

donde bombea protones al intersticio. Las ciB se distribuyen exclusivamente en la corteza renal 

desde el TCN hasta el CCC, segmento donde constituyen la mayor parte de la población de ci 

(Muto, 2001; Boron y Boulpaep, 2005; Kriz y Kaisslin, 2008). 

 

     El conducto colector medular (CCM) es la porción tubular que  

recibe el fluido de diferentes nefronas, que confluyen en el CCC 

(aproximadamente 10 nefronas por conducto colector). Éste se 

subdivide en conducto colector de la médula externa (CCME) y 

Conducto colector de la médula interna (CCMI), El número de 

células intercaladas disminuye a lo largo del conducto a medida 

que se penetra en la médula predominando las células 

principales como única población celular, denominadas células 

del conducto colector de la médula interna. 

 

     El trayecto tubular, encuentra su porción final en la papila 

renal con el Conducto de Bellini, cuyas células son de mayor 

tamaño que las descritas en los segmentos anteriores (Muto, 

2001; Boron y Boulpaep, 2005; Kriz y Kaisslin, 2008). 
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Figura A15. Excreción urinaria 
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Figura A16. Filtración glomerular (Guyton y May, 2001). 

Excreción urinaria 
     La excreción urinaria es el resultado de tres procesos de transporte de agua y solutos a 

través de los epitelios renales: la filtración glomerular, la reabsorción tubular y la secreción 

tubular. La filtración glomerular está dada por procesos físicos hidrostáticos, la reabsorción y la 

secreción tubular se llevan a través de procesos de transporte transepitelial: transcelular y 

paracelular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Filtración glomerular. 

     El proceso de filtración tiene lugar desde los capilares del glomérulo, hasta el espacio 

urinario capsular. La presión neta de filtración glomerular está dada por la suma de las fuerzas 

que favorecen y las fuerzas que se oponen a la ultrafiltración; las primeras son la presión 

hidrostática en los capilares glomerulares y la presión oncótica del espacio urinario; las 

segundas son la presión hidrostática del espacio urinario y la presión oncótica de los capilares 

glomerulares.  

 

 

 

 

 

 

Los riñones reciben un flujo sanguíneo de 1200 mL/min, aproximadamente el 25% del gasto 

cardiaco, a través de la arteria renal. La tasa de filtración glomerular es de 125 mL/min y es 

determinada por la presión neta de filtración, la permeabilidad hidráulica y el área de filtración. 
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Vía transcelular: Difusión simple

Difusión facilitada

Transporte activo

Vía paracelular:
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Figura A17. Mecanismos de 
transporte transepitelial. 

En total se producen 180 litros de filtrado glomerular al día, los cuales se reducen a 1 L/día de 

orina debido a la función tubular (reabsorción y secreción) (Guyton y Nay, 2001; Boron y 

Boulpaep, 2005). 

 

Reabsorción tubular. 

     La reabsorción tubular es el proceso de transporte transepitelial de agua y solutos (que se 

filtraron en el corpúsculo renal) del fluido tubular al torrente sanguíneo a través de los epitelios. 

La reabsorción tubular involucra dos etapas: primero, el transporte de sustancias desde el 

fluido tubular hacia el intersticio renal y después el transporte de sustancias desde el intersticio 

hacia el torrente sanguíneo. 

El transporte transepitelial de las sustancias ocurre a favor 

de su gradiente electroquímico transepitelial, en dirección 

lumen-intersticio y se lleva a cabo por las vías transcelular y 

paracelular. La vía transcelular implica a los mecanismos de 

transporte transmembranal como son: la difusión simple (las 

moléculas liposolubles atraviesan la bicapa lipídica 

libremente), la difusión facilitada (transporte pasivo de 

moléculas polares o iones, a través de canales y 

transportadores) y el transporte activo (en dirección opuesta 

al gradiente de los solutos, e involucra la hidrólisis de ATP). 

En la vía paracelular las sustancias difunden a través de las 

uniones estrechas y los espacios intercelulares. 

      Algunas hormonas, promueven y estabilizan la 

expresión de proteínas que facilitan la difusión (canales, transportadores o las bombas 

ATPasas) en los epitelios renales; por ejemplo: La aldosterona, estimula la reabsorción activa 

de sodio a nivel distal al estabilizar la expresión apical del canal de Na+ epitelial y estimular la 

actividad de la ATPasa Na+/K+ basolateral. La vasopresina estimula la reabsorción de agua, al 

promover la expresión apical y basolateral de canales de agua (acuaporinas) en los conductos 

colectores, también estimula la reabsorción de urea a nivel distal a través de los 

transportadores UT1. La angiotensina II y adrenalina estimulan la reabsorción de Na+ en los 

túbulos proximales al estimular al cotransportador Na+/K+ apical y a la ATPasa Na+/K+ 

basolateral (Guyton y May, 2001; Boron y Boulpaep, 2005). 
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Secreción tubular. 

     La secreción tubular es el proceso de transporte transepitelial, en el que los desechos y las 

sustancias en exceso, que no fueron filtrados inicialmente en los glomérulos o que fueron 

reabsorbidas, son transportados desde el torrente circulatorio hacia los túbulos, para su 

excreción. La secreción tubular, también involucra a los mecanismos de transporte activo y 

transporte pasivo a través de las membranas de los epitelios tubulares, en dirección intersticio-

lumen. 
 

     Las células epiteliales que conforman los diferentes segmentos tubulares presentan una 

gran variedad morfológica y funcional así como de transportadores y canales iónicos en sus 

membranas apicales y basolaterales. La distribución y la modulación de la expresión de estas 

proteínas de membrana determina si el transporte será a favor de la secreción o la absorción 

de los solutos (Muth y Caplan, 2003). 

En el cuadro siguiente se resumen los diferentes procesos de transporte de agua y los 

diferentes solutos involucrados a lo largo del componente tubular de la nefrona. 
 

Tabla A1. Procesos de transporte a lo largo de la nefrona (Guyton y May, 2001; Boron y 

Boulpaep, 2005). 

SEGMENTO TUBULAR TIPO CELULAR TRANSPORTE. 

Túbulo contorneado 
proximal (TCP). 

S1 
S2 

Reabsorción: Na+, Cl-, K+, Ca2+, Mg2+, H2O, fosfato, 
sulfato, glucosa, aminoácidos, mono y dicarboxilatos, 

urea, HCO3
-. 

Secreción: H+ y NH3 y urato. 

Túbulo recto proximal 
(TRP). S3  Reabsorción: Na+, Cl-, glucosa, urato. 

Secreción: K+. 
Porción delgada 

descendente del asa de 
Henle (DDH). 

Células DDH  Reabsorción: Na+. 
Secreción: K+, urea y NH4

+. 

Porción delgada 
ascendente del asa de 

Henle (DAH). 
Células DAH  Reabsorción: Na+, Cl-, Ca2+, K+, Mg2+, NH4+, HCO3

-. 

Porción gruesa 
ascendente del asa de 

Henle (GAH). 
Células GAH  Reabsorción: Na+, Cl-, Ca2+, Mg2+, H2O, fosfato, HCO3

-. 

Túbulo contorneado distal 
(TCD). TCD  Reabsorción: Na+, Cl-, Mg2+. 

Secreción : K+ 

Túbulo conector (TCN). Células TCN  
Células Intercaladas  

Reabsorción: Na+, Cl-. 
Secreción: K+ 

Conducto colector cortical 
(CCC, incluye al CCI). 

Células Principales  Reabsorción: Na+. Secreción: K+. 

Células Intercaladas 
() Reabsorción: K+. Secreción: H+. 

() Reabsorción: Na+, Cl-. Secreción: HCO3
- 

Conducto colector de la 
médula externa (CCME). Células principales Reabsorción: Ca2+, HCO3

-. Secreción: NH4
+ 

Conducto colector de la 
médula interna (CCMI).  Células CCMI   Reabsorción: K+, Urea, HCO3

-. Secreción: H+ 
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APENDICE B: GLOSARIO. 

 
Acidosis: Término clínico que indica un trastorno hidroelectrolítico que puede conducir a 
acidemia, y se define por un pH sanguíneo inferior a 7.35. La acidosis puede ser metabólica o 
respiratoria. 

Acidosis metabólica: Trastorno del equilibrio ácido-base, caracterizado por un incremento en 
la acidez del plasma sanguíneo y es, por lo general, una manifestación de trastornos 
metabólicos en el organismo. 

Alcalosis metabólica: Trastornos del equilibrio ácido-base en que una concentración baja de 
hidrógeno circulante y el consecuente aumento de la concentración de bicarbonato, eleva el pH 
del plasma sanguíneo por encima del rango normal (7.35-7.45). En la alcalosis metabólica se 
halla un pH arterial >7,45 y un bicarbonato plasmático >25 mmol/L como alteración primaria y 
un aumento de la pC02, por hipoventilación compensatoria. 

Alcalosis: Término clínico que indica un trastorno hidroelectrolítico en el que hay un aumento 
en la alcalinidad (o basicidad) de los fluidos del cuerpo, es decir, un exceso de base (álcali) en 
los líquidos corporales. 

Autosómico dominante: Patrón de herencia clásico o mendeliano que se caracteriza por 
presentar el fenómeno de dominancia genética para un determinado alelo de un gen cuyo locus 
se encuentra ubicado en alguno de los autosomas o cromosomas no determinantes del sexo. 

Autosómico recesivo: Patrón de herencia clásico o mendeliano y se caracteriza por no 
presentar el fenómeno de dominancia genética. En este patrón de herencia el fenotipo que 
caracteriza al alelo recesivo se encuentra codificado en un gen cuyo locus se encuentra 
ubicado en alguno de los autosomas o cromosomas no determinantes del sexo. Este alelo 
recesivo no se manifiesta si se encuentra acompañado por un alelo dominante. 

Calambre: Contracción espasmódica, involuntaria, dolorosa y poco durable de ciertos 
músculos, particularmente de los de la pantorrilla. 

Constipación: Dificultad para el paso de las heces o paso incompleto o infrecuente de heces 
compactas debida a una inhibición del peristaltismo producida por una enfermedad del tracto 
digestivo. 

Fibrilación ventricular: Trastorno del ritmo cardiaco que presenta un ritmo ventricular rápido 
(>250 latidos por minuto), irregular, de morfología caótica y que lleva irremediablemente a la 
pérdida total de la contracción cardíaca, con una falta total del bombeo sanguíneo y por tanto a 
la muerte del paciente. 

Fosfaturia: Pérdida excesiva de fosfatos en la orina; su eliminación normal es de 800 a 1.300 
mg/día. 

Glucosuria: Presencia de glucosa en la orina a niveles elevados. Intervalo normal de glucosa 
en la orina: 0 - 0.8 mmol/L (0 - 15 mg/dL). La glucosa se reabsorbe en su totalidad a nivel de 
las nefronas. La glucosuria renal es la consecuencia de un defecto hereditario de reabsorción 
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de glucosa en el túbulo renal, y viene definida por los siguientes criterios: glucosuria constante, 
niveles normales de glucosa en sangre, utilización normal de hidratos de carbono y ausencia 
de otras anomalías tubulares. 

Hiperaldosteronismo: Trastorno metabólico caracterizado por una sobreproducción y 
secreción de la hormona aldosterona por parte de las glándulas suprarrenales, lo cual conlleva 
a niveles disminuidos de potasio en el plasma sanguíneo y, en muchos casos a hipertensión 
arterial. 

Hiperaminoaciduria: Excreción aumentada de aminoácidos en la orina. La aminoaciduria 
normal es de 300 a 900 miligramos/día. 

Hipercalcemia: Trastorno hidroelectrolítico que consiste en la elevación de los niveles de 
calcio plasmático por encima de 10.5 mg/dL. La hipercalcemia puede producir trastornos del 
ritmo cardíaco, así como un aumento en la producción de gastrina y úlceras pépticas. Los 
valores normales de calcio sérico van de 8.5 a 10.2 mg/dL. 

Hipercalciuria: Es la presencia de un exceso de calcio en la orina. Los valores normales de 
calcio en la orina van de 100 a 300 mg/día, cuando se consume una dieta normal de calcio; sin 
embargo cuando se consume una dieta baja en calcio, la cantidad de éste en la orina será de 
50 a 150 mg/día. 

Hipercalemia (Hiperpotasemia, Hiperkalemia): Trastorno hidroelectrolítico que se define 
como un nivel elevado de potasio plasmático, por encima de 5.5 mmol/L. Sus causas pueden 
ser debido a un aumento del aporte, redistribución o disminución de la excreción renal. Niveles 
muy altos de potasio constituyen una urgencia médica debido al riesgo de arritmias cardiacas. 

Hipermagnesiuria: Aumento de la tasa de excreción de magnesio en la orina. La eliminación 
urinaria del magnesio es normalmente de 200 mg/día. 

Hipernatremia: Trastorno hidroelectrolítico que consiste en un elevado nivel de sodio en la 
sangre. Los valores normales de sodio en la sangre son de: 135 - 145 miliequivalentes por litro 
(mEq/L). 

Hipernatriuria (hipernatriuresis): Aumento en la tasa de excreción de sodio en la orina. Los 
valores normales de sodio en la orina son de 40 a 220 miliequivalentes por litro por día 
(mEq/L/día), dependiendo del consumo de liquido y sal del individuo. 

Hiperpotasiuria (hipercaliuria, hiperkaliuria): Aumento en la tasa de excreción de potasio en 
la orina. El rango normal para una persona que lleva una dieta regular es de 25 a 125 
miliequivalentes por litro al día (mEq/L/día). Sin embargo, se pueden dar niveles urinarios más 
altos o más bajos, dependiendo de la cantidad de potasio en la dieta y en el cuerpo. 

Hiperreninemia: Tasa anormalmente elevada de renina en sangre. Los valores normales van 
de 0.2 a 3.3 ng/mL/ hora. Actividad renina: 1,1 ± 0.92 ng/mL/h. 

Hipocalcemia: Es el trastorno hidroelectrolítico consistente en un nivel sérico de calcio total 
menor de 2.1 mmol/L u 8.5 mg/dL en seres humanos, y presenta efectos fisiopatológicos. Los 
valores normales de calcio sérico van de 8.5 a 10.2 mg/dL. 
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Hipocalciuria: Disminución de la cantidad de calcio contenido en la orina. Se observa 
particularmente en las osteomalacias, las insuficiencias paratiroideas y las insuficiencias 
renales glomerulares. Los valores normales de calcio en la orina van de 100 a 300 mg/día, 
cuando se consume una dieta normal de calcio; sin embargo cuando se consume una dieta alta 
en calcio, la cantidad de éste en la orina será de 50 a 150 mg/día. 

Hipocalemia (hipopotasemia, hipokalemia): Trastorno en el equilibrio hidroelectrolítico del 
cuerpo, que se caracteriza por un descenso en los niveles del ion potasio (K) en el plasma, con 
niveles por debajo de 3.5 mmol/L. 

Hipocloremia: Disminución de la cantidad de cloro (cloruro) contenido en el plasma sanguíneo. 
Con frecuencia obedece a una pérdida de cloro por vía digestiva (vómitos o diarrea profusa) o a 
una insuficiencia renal. Valores normales de cloruro en plasma: 96 -106 miliequivalentes por 
litro (mEq/L). 

Hipofosfatemia: Es un trastorno electrolítico en el cual existe niveles anormalmente bajos de 
fósforo en la sangre. Los valores normales van de 2.4 a 4.1 miligramos por decilitro (mg/dL). 

Hipomagnesemia: Niveles bajos de magnesio en la sangre. Los valores normales de 
magnesio en el suero son de 1.7 a 2.2 mg/dL. 

Hiponatremia: Trastorno hidroelectrolítico definido como una concentración de sodio en sangre 
por debajo de 135 mmol/L. 

Hiponatremia: Trastorno hidroelectrolítico que consiste un bajo nivel de sodio en la sangre. 
Los valores normales de sodio en la sangre son de 135 a 145 miliequivalentes por litro (mEq/L). 

Hipoparatiroidismo: Trastorno causado por la función disminuida de las glándulas 
paratiroides, caracterizada por una muy baja concentración de la hormona paratiroidea (PTH), 
de calcio y un aumento en la concentración de fósforo sanguíneo. Los valores normales de la 
PTH son de 10 a 55 picogramos por mililitro (pg/mL). 

Hipostenuria: Eliminación de orina poco concentrada. Las causas pueden proceder de las 
diversas enfermedades renales que incapacitan al riñón para concentrar la orina, a causa de 
una diabetes insípida, o por una ingesta excesiva de líquidos. 

Hipotensión: Condición anormal en la que la presión sanguínea de una persona es mucho 
más baja de lo usual, lo que puede provocar síntomas como vértigo o mareo. Los valores para 
un ser humano adulto, sano, en reposo, son aproximadamente 120 mmHg (16 kPa) para la 
presión sistólica y 80 mmHg (11 kPa) para la presión diastólica. 

Hipotonía: Disminución del tono muscular o flacidez. 

Isostenuria: Estado de insuficiencia renal en la que se genera de forma constante una orina de 
baja densidad. La densidad de la orina de un individuo sano es de 1010 a 1020 (peso 
específico: 1.010 - 1.030 g/L). 

Nefrocalcinosis: Es un trastorno en el cual hay demasiado calcio depositado en los riñones. 
Esta afección es común en los bebés prematuros. Puede ser provocada por 
hiperparatiroidismo, acidosis hiperclorémica idiopática, infecciones renales, etc. 
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Osteomalacia (raquitismo): Es una enfermedad producida por un defecto nutricional, 
caracterizada por deformidades esqueléticas. Es causado por un descenso de la mineralización 
de los huesos y cartílagos debido a niveles bajos de calcio y fósforo en la sangre. 

Parénquima: En histología animal, se denomina parénquima a aquel tejido que hace del 
órgano algo funcional. 

Parestesia: Sensación anormal de los sentidos o de la sensibilidad general que se traduce por 
una sensación de hormigueo, adormecimiento, producida por una patología en cualquier sector 
de las estructuras del sistema nervioso central o periférico. 

Polidipsia: denominación médica que se le da al aumento anormal de la sed y que puede 
llevar al paciente a ingerir grandes cantidades de fluidos, habitualmente agua. 

Polihidramnios: Es un término médico que se refiere a la presencia excesiva o aumento de 
líquido amniótico (por lo general mayor a los 2 L o un índice de líquido amniótico >18 mm) 
alrededor del feto antes de que este nazca. La alteración puede ocurrir cuando el feto no puede 
tragar la cantidad normal o suficiente de líquido amniótico o debido a diversos problemas 
gastrointestinales, cerebrales o del sistema nervioso (neurológicos) o de otro tipo de causas 
relacionadas con el aumento en la producción de líquido como cierto trastorno pulmonar del 
feto. 

Poliuria (gasto urinario excesivo): Es un síntoma médico que consiste en una emisión de un 
volumen de orina superior al esperado. Se define como un volumen superior a 2,5 L en 24 
horas para adultos y superior a 2.0 - 2,5 litros/24 horas para niños. 

Presión oncótica (coloidosmótica): Es la presión osmótica debida a las proteínas 
plasmáticas que aparece entre el compartimento vascular e intersticial. 

Proteinuria: Es la presencia de proteína en la orina en cuantía superior a 150 mg en la orina 
de 24 horas, esta puede ser transitoria, permanente o de sobrecarga. 

Renina: Es una proteína (enzima) segregada por las células yuxtaglomerulares del riñón. Suele 
secretarse en casos de hipotensión arterial y de baja volemia. La renina también juega un papel 
en la secreción de aldosterona, una hormona que ayuda a controlar el equilibrio hídrico y de 
sales del cuerpo. La renina activa el sistema renina-angiotensina-aldosterona al catalizar la 
hidrólisis de la molécula de angiotensinógeno (producida por el hígado) produciendo 
angiotensina I. La rotura se produce en un residuo de aminoácido leucina específico. 

Tetania: Espasmos en la musculatura estriada (contracciones dolorosas de los músculos de las 
extremidades) provocados por hipocalcemia, hipomagnesemia o por alcalosis tanto metabólica 
como respiratoria. 

Tono muscular: Grado de contracción que siempre tienen los músculos aunque estén en 
reposo. 
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Abstract Potassium (K+) channels participate in K+

secretion, K+ recycling, and cell volume regulation and
help to maintain the resting potential in mammalian kid-
neys. Previously, we identiWed a set of voltage-gated K+

channels (Kv1) in the inner medullary collecting duct of the
rat kidney. In the present work, we identiWed the voltage-
gated K+ channel ether-à-go-go-related gene (ERG) in the
rat kidney. mRNAs of ERG1a and its N-terminal splice-
variant ERG1b were detected. Immunoblots of the cortex
and medulla revealed two molecular mass proteins of 135
and 80 kDa, consistent in size with the nonglycosylated
ERG1a and ERG1b isoforms, respectively. However, bands
of 155 and 95 kDa, corresponding to mature glycosylated
ERG1a and ERG1b, respectively, were also observed. In
our immunohistochemical experiments, we could not diVer-
entiate the ERG1 isoforms because we used an antibody
against a carboxy-terminal epitope. ERG1 was diVeren-
tially localized in speciWc nephron segments: its localiza-
tion was intracellular in the proximal tubule and medullary
collecting ducts and in the apical membranes in the dis-
tal convoluted and connecting tubules. ERG1 was also

abundant in glomerular arterioles and renal vessels. In
summary, ERG1 displays a heterogeneous distribution in the
rat kidney.

Keywords ERG potassium channel · Proximal tubule · 
Connecting tubule · Collecting duct · Renal vessel · Kidney

Introduction

K+ channels participate in the maintenance of a negative
resting membrane potential in all cell types and in the repo-
larization of the membrane potential during an action
potential in excitable cells.

Ether-à-go-go-related gene (ERG) K+ channels belong to
the superfamily of voltage-gated K+ channels (Kv). The
best-known function of an ERG current is its contribution
to the repolarization of the heart action potential. The
human ERG channel (HERG) carries the delayed rectiWer
K+ current IKr in cardiac myocytes (Sanguinetti et al.
1995). IKr allows a rapid repolarization during phase III of
the cardiac action potential. IKr suppression can occur
either by loss of function mutations in the HERG gene
(Curran et al. 1995; Roden and Balser 1999) or by diverse
pharmaceutical agents, such as the gastrointestinal proki-
netic agent Cisapride (Propulsid), the class III antiarrhyth-
mic dofetilide and the antihistamine terfenadine (Rampe
et al. 1997), provoking a QT interval prolongation (long
QT syndrome) and a subsequent longer-lasting action
potential, which may lead to heart arrhythmia and sudden
death. Therefore, ERG channels are crucial determinants of
membrane excitability and maintenance of the cardiac rest-
ing potential (Barros et al. 1997; Bauer 1998; Bauer et al.
1999). ERG channels also contribute to muscle contraction,
oxygen sensing, and hormone secretion (Schwarz and
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Bauer 2004), as well as to establishing the resting membrane
potential in opossum esophageal smooth muscle (Akbarali
et al. 1999), rat stomach (Ohya et al. 2002a), mouse and
guinea pig gallbladders (Parr et al. 2003), human and
equine jejunum (Farrelly et al. 2003; Lillich et al. 2003),
and murine hepatic portal veins (Ohya et al. 2002b).

The opening of K+ channels in several tubule cells of the
kidney allows to recover the cell resting membrane poten-
tial, during the transepithelial Na+ transport by Na+-depen-
dent carriers and the amiloride-sensitive sodium channel
(ENaC; Hebert et al. 2005). In addition, K+ channels work
as cell osmoregulators, avoiding the cell swelling induced
during Na+ inXux to epithelial cells. Importantly, K+ recycling
in nephrons is carried out by the weak inwardly rectifying
ROMK channel and is a mechanism used to retain Na+ and
avoid K+ depletion during a restricted K+ dietary intake (Wang
et al. 2000). Finally, ROMK and the calcium and voltage-
dependent maxi-K+ channels participate in K+ secretion
into the urine in the distal nephron (Hebert et al. 2005).

In a previous study, we recorded an outward K+ selective
conductance in a primary cell culture of the rat inner med-
ullary collecting duct. The immunodetectable voltage-gated
potassium channels Kv1.1, Kv1.3 and Kv1.6 were identi-
Wed in the cytoplasm; Kv1.3 was also detected along the
basolateral membrane (Escobar et al. 2004).

In the present work, we report the novel Wnding of ERG1
channels in the rat kidney. Immunolocalization of ERG1
showed a heterogeneous and diVerential expression in renal
epithelia: intracellular in the proximal tubule (PT) and
medullary collecting duct (MCD), apical in the distal con-
voluted tubule (DCT) and connecting tubule (CNT). An
abundant expression of ERG1 was detected in vessels and
glomerular arterioles. ERG1a and ERG1b isoforms were
identiWed by RT-PCR and immunoblots.

Materials and methods

RNA puriWcation and RT-PCR assays

Male Wistar rats (200–250 g) were anesthetized by intra-
peritoneal administration of pentobarbital sodium. Brain
and kidneys were aseptically removed. Total RNA was
extracted with Trizol reagent (Invitrogen life technologies,
CA, USA) as previously reported (Escobar et al. 2004).
RNA (5 �g) from each sample was converted to cDNA
using the random primer p(dN)6 (Roche Diagnostics,
Rotkreuz, Switzerland) and reverse transcribed with MLV
reverse transcriptase (Invitrogen), according to the manu-
facturer’s instructions. Contaminating DNA was removed
with DNAse I (Ambion, Texas, USA). Two forward prim-
ers (Invitrogen) were designed with the following nucleo-
tide sequence for ERG1a (GenBank Z96106): 5�-CAT

CGT CGA CAT GCC GGT GCG GAG GGG CCA CGT
C-3� (sense) and ERG1b (GenBank AY669863): 5�-CAT
CGT CGA CAT GGC GAT TCC AGC CGG GAA GGA
G-3� (sense). A Sal I restriction site (shown in italics) was
added to subclone the amino end. The reverse primer had
the same nucleotide sequence for both ERG1 isoforms:
5�-TTC ATG TCG ATG CCG TT-3� (antisense). Fragments
were ampliWed by PCR with Taq DNA polymerase (Invit-
rogen) and electrophoretically visualized in 1% agarose gel.
D-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
cDNA was ampliWed as a positive control of the PCR reac-
tion. The primer sequences were as follows: 5�- CCT GCA
CCA CCA ACT GC-3� (sense) and 5�- CAA TGC CAG
CCC CAG CA- 3� (antisense). The GAPDH expected
weight was 453 bp. The molecular weight marker (MWM,
Invitrogen) was a mixture of � X174 RF/Hae III and �
DNA/Hind III fragment (1 �g).

Immunoblots

Brain and renal tissues were snap-frozen in liquid nitrogen
and stored at -80°C. Kidney tissue was sectioned into cor-
tex (Cx) and medulla (M) and homogenized in a solution
containing 250 mM sucrose, 1 mM EDTA, and 10 mM Tris
HCl buVer, pH 7.6 and Protease Cocktail Inhibitor
Complete Mini (Roche Diagnostics). Large tissue debris and
nuclear fragments were removed by two low-speed spins
(1000 g, 10 min each). Protein concentration was measured
with the Bio-Rad D C protein assay (Bio-Rad, CA, USA).
Samples containing 100 �g of protein were denatured in
Laemmli sample buVer (Bio-Rad) and 5% �-mercap-
toethanol, electrophoretically separated in 10% SDS-PAGE
and electroblotted to a nylon membrane (Amersham Bio-
sciences, Freiburg, Germany). The membrane was blocked
with 5% nonfat dry milk (Bio-Rad) in Tris-buVered saline
pH 7.6 (TBS) at 4°C overnight, incubated with rabbit anti-
ERG1 (1:300, Alomone, Jerusalem, Israel) designed against
a carboxy-terminal epitope common to both ERG1a and
ERG1b isoforms, diluted 1:300 in 0.1% Tween 20 in TBS at
4°C overnight, and incubated with the secondary antibody,
donkey anti-rabbit IgG coupled to horseradish peroxidase
(1:5,000; Amersham Biosciences) at room temperature for
1 h. Blots were revealed with ECL Plus western blot detec-
tion reagents (Amersham Biosciences). A brain sample was
the positive control. Primary antibodies preincubated with
their antigen control (Alomone) served as negative controls.

Glomeruli dissection

Glomeruli were microdissected from renal cortex slices in
cold dissection buVer (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM
NaH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 2 mM CaCl2, and 5.5%
glucose) supplied with 1% BSA and protease cocktail
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inhibitor. A pool of 50 glomeruli attached to their aVerent
and eVerent arterioles were transferred into Eppendorf
tubes, dissolved in Laemmli sample buVer (Bio-Rad) and
�-mercaptoethanol (5%) at 95°C for 5 min and immuno-
blotted with 8% SDS-PAGE.

Antibody evaluation with human ERG (HERG) isoforms 
expressed in oocytes

HERG1a and HERG1b in pGH19 plasmids were provided
by Dr. Gail Robertson from the University of Wisconsin.
Xenopus laevis (Nasco, Wisconsin, USA) oocytes were
obtained and microinjected with 20 ng of HERG1a or
HERG1b cRNAs according to Salvador et al. (2001).
Oocytes (n = 5) were homogenized after incubation for
4 days in ND96 solution (96 mM NaCl, 2 mM KCl,
1.8 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES, and 2.5 mM
pyruvate), pH 7.4 and 0.05 mg/ml gentamycin. Membrane
extracts were immunoblotted as described above. A brain
sample was used as the positive control.

Glycosidase assay

A brain sample (100 �g) was denatured in 0.05 M PBS, pH
7.4, 0.05 M EDTA, 0.5% SDS, and 1% �-mercaptoethanol
at 95°C for 5 min; the mixture was allowed to cool and
Triton X-100 was added to a Wnal concentration of 1%.
Samples (50 �g) were treated with 2 U of N-Glycosidase F
(Roche Diagnostics), incubated at 37°C for 18 h and immu-
noblotted with 6% SDS-PAGE.

ImmunoXuorescence and confocal imaging

Rat kidneys were Wxed by retrograde perfusion via the aorta
with 4% paraformaldehyde in PBS. Kidneys were removed
and Wxed overnight. After Wxation, tissues were cryopro-
tected with 30% sucrose in the paraformaldehyde solution
and frozen (¡30°C). Sagittal sections (10 �m) were cut in a
cryostat (Leica, CM1100), hydrated in PBS and incubated
for 30 min in 10 mM citrate buVer pH 9 at 80°C for antigen
retrieval. Samples were then permeabilized with 0.3%
Triton X-100 (10 min) in PBS and blocked with 1% BSA,
5% fetal bovine serum, 5% donkey serum, and 0.1% Triton
X-100 in PBS for 1 h. Samples were then incubated with
rabbit anti-ERG1 antibody (1:100; Alomone) in the same
solution for 24 h at 4°C. After three washes with 0.1%
Triton X-100 in PBS (PBS-T), sections were incubated
with secondary antibodies coupled to Alexa 488 (donkey
anti-rabbit, 1:200; Molecular Probes, OR, USA) for 1 h.
Samples were washed three times with PBS-T. The nega-
tive control was performed by preincubating the antibody
with the control peptide. Double-immunoXuorescence
staining of the same sections was performed using the

following antibodies: goat anti-Tamm-Horsfall glycoprotein
(TH, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), for thick
ascending limb (TAL), goat anti-calbindin-D28k (Santa
Cruz Biotechnology) for DCT and CNT, goat anti-AQP2
(Santa Cruz Biotechnology) for apical membranes of princi-
pal cells in CNT and CD (all 1:100; Santa Cruz Biotechnol-
ogy) or mouse anti-�1-Na+/K+-ATPase subunit (1:50; Sigma,
Toluca, Mexico) for basolateral membranes of distal seg-
ments. The secondary antibodies were as follows: donkey
anti-goat coupled Alexa 594 (1:500; Molecular Probes) and
horse anti-mouse coupled Texas Red (1:1000; Vector, CA,
USA). Finally, tissues were mounted on microscope slides
with Vectashield (Vector). Slides were examined and images
were captured with oil immersion 40£ and 63£ objectives
mounted on a confocal inverted microscope (Leica TCS-SP5).
Image analysis was performed with the Leica Application
Suite Advance Fluorescence Lite program.

Results

IdentiWcation of ERG1a and ERG1b isoforms

ERG1a and ERG1b mRNA expression was detected in rat
kidney tissue. The expected ampliWcation products for
ERG1a (2,147 bp) and ERG1b (1,121 bp) transcripts were
observed in the kidney samples (Fig. 1a).

ERG1 protein expression

ERG1 antibodies recognized four bands for ERG1 in the
brain, renal cortex, and medulla immunoblots, correspond-
ing to the expected bands for rat ERG1a and ERG1b gly-
cosylated and nonglycosylated proteins (Fig. 1b). The
molecular mass bands were consistent in size with maturely
glycosylated (155 kDa) and nonglycosylated (135 kDa)
ERG1a (Pond et al. 2000; Jones et al. 2004), while the 95-
kDa (mature) and 80-kDa (nonglycosylated) bands corre-
sponded to the ERG1b isoform (Zhou et al. 1998; Pond
et al. 2000; Jones et al. 2004). The mature glycosylated
ERG1a isoform is less abundant than the nonglycosylated
channel in kidney tissue compared to brain tissue, whereas
expression of the glycosylated ERG1b isoform is lower
than the nonglycosylated form in brain and kidney tissues.
Antibody adsorption was performed with the blocking pep-
tide as the negative control (Fig. 1b CP (+)).

Evaluation of the antibody against ERG1 isoforms

To test the eYciency of the ERG1 antibody in recognizing
ERG1a and ERG1b subunits, we carried out an immunoblot
assay with the recombinant human HERG1a and HERG1b
channels expressed in oocytes. Bands of 155 and 135 kDa,
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which corresponded to HERG1a (lane A), and the 95- and
80-kDa bands that were expected for HERG1b (lane B) were
observed (Fig. 2a). HERG1a and HERG1b appeared nongly-
cosylated for the most part, although glycosylated proteins
were also observed. In this assay, brain membranes were
used as a positive control. Furthermore, to conWrm that the
155- and 95-kDa bands corresponded to maturely glycosyl-
ated ERG1a and ERG1b, respectively, enzymatic deglycosy-
lation was carried out in brain samples. Accordingly, both
bands disappeared in the immunoblot assay after incubation
with glycosidase F (Fig. 2b). These results clearly demon-
strated that the antibody eVectively recognized ERG1a and
ERG1b glycosylated and nonglycosylated isoforms.

Immunolocalization of ERG1 in cortical and medullary 
tubules

ERG1 immunoreactivity was clearly observed in some
tubules in the renal cortex and in medullary collecting ducts

(MCD) (Fig. 3). A negative control was performed with
ERG1 antibodies preincubated with the control peptide.

Localization of ERG1 in proximal tubules and distal 
nephron

Since membrane proteins display diVerential localizations
along the nephron, we used antibodies against AQP2 or the
�1-Na+/K+-ATPase subunit to determine the localization of
ERG1 in the renal cortex. DiVerential expression of baso-
lateral �1-Na+/K+-ATPase occurs along the nephron; it is
weak in proximal and strong in distal segments (Wetzel and
Sweadner 2001). Accordingly, two expression patterns for
ERG1 are observed in the cortex;cytoplasmic in PT, mor-
phologically identiWed by their large brush border cells, and
at luminal membranes in some distal tubules (Fig. 4c).

Vasopressin regulates the insertion of AQP2 water chan-
nels into the apical plasma membrane of principal cells
(PCs) of the renal CNT (Kishore et al. 1996) and CD (Nielsen
et al. 1995); therefore, AQP2 serves as a marker of CNT
(Coleman et al. 2000) and CCD (Nielsen et al. 1993).
AQP2 is weakly expressed in CNT cells compared to PCs

Fig. 1 IdentiWcation of ERG1a and ERG1b mRNA in rat kidney tis-
sue. a Reverse transcription/polymerase chain reaction (RT-PCR)
ampliWcation of ERG1a (2,147 bp) and ERG1b (1,121 bp) splice vari-
ants from rat brain (b) and kidney (K) tissue. Molecular weight mark-
ers are (MWM) � X174 RF/Hae III and � DNA/Hind III fragment
(1 �g). GAPDH cDNA (453 bp; G) was the positive control; no cDNA
(NC) was the negative control. b Immunoblot analysis of rat kidney tis-
sue. Double-immunoreactive bands corresponding to ERG1a (approx-
imately 155 and 135 kDa) and ERG1b (approximately 95 and 80 kDa)
glycosylated (arrowhead) and unglycosylated (arrow) proteins, recog-
nized by ERG1 antibody in membrane protein extracts of kidney tis-
sue. Brain (b), renal cortex (Cx) and medulla (M). No immunoreactive
bands are recognized when ERG1 antibodies are preadsorbed with the
control peptide (CP (+))

     
a

b

Fig. 2 ERG1 antibody recognizes both ERG1a and ERG1b iso-
forms. ERG1a and ERG1b share a common epitope at the COOH ter-
minus recognized by the ERG1 antibody. Immunoblot of ERG1 from
a brain samples and recombinant HERG1a (lane A) and HERG1b
(lane B) expressed in Xenopus laevis oocytes. Negative control: non-
injected oocytes (ni) or control peptide assay (CP). b N-Glycosidase
F assay in brain samples: the 155 kDa HERG1a and 95 kDa HERG1b
glycosylated protein bands (arrowheads, lane N-Glycosidase F-) dis-
appear after overnight incubation with the enzyme, leaving the 135
and 80-kDa nonglycosylated HERG1a and HERG1b, respectively
(lane N-Glycosidase F +)
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of CCDs (Coleman et al. 2000). In this regard, heteroge-
neous apical localization of ERG1 was observed in both
AQP2-positive (arrows) and negative tubules (arrowheads),
as shown in Fig. 4f. The circular proWle of an AQP2-posi-
tive tubule suggests that ERG1 is expressed in CNT cells
(Zolotnitskaya and Satlin 1999). CCDs with a longitudinal
proWle (positive for AQP2) lack ERG1 (open arrows).

An important nephron segment of K+ recycling is TAL,
the previous tubule segment of the distal nephron, where
the Tamm-Horsfall glycoprotein (TH) is produced. There-
fore, we also explored the presence of ERG1 in this seg-
ment. Co-labeling of ERG1 and TH allows us to discard
ERG1 expression in TAL as well as in the macula densa
(Fig. 5).

Since distal nephron comprises DCT, CNT and CCD,
to determine the tubule-speciWc ERG1 expression, we car-
ried out double immunoXuorescence of ERG1 and calbin-
din-D28k, a marker of DCT and CNT (Campean et al.
2001) or AQP2, which stains CNT (circular proWle). We
observed ERG1 in DCT and CNT (Fig. 6). Micrographs
captured at a higher resolution (63£) for ERG1 and
AQP2 or ERG1 and �1-Na+/K+-ATPase immunolabeling
allowed the observation of apical and subapical localization
of ERG1 (Fig. 7).

ERG1 expression in glomerular arterioles and renal vessels

ERG1 protein expression was observed in both aVerent and
eVerent glomerular arterioles (Fig. 8a). Interestingly, the
immunoblot from glomeruli together with their arterioles
was positive only for the ERG1a isoform (Fig. 8c). Renal
vessels displayed a high expression of ERG1 in the smooth
muscle cells (Fig. 8d, f).

Discussion

We identiWed, for the Wrst time, transcription and protein
expression of the two ERG1 isoforms (ERG1a and ERG1b)
in the rat kidney. Since the ERG1 antibody recognized a
C-terminal epitope, the segment-speciWc distribution and
functionality for each of the ERG1 isoforms in kidney
tissue remains to be deWned.

Although we found higher expression of the nonglyco-
sylated ERG1a and ERG1b isoforms than the glycosylated
isoforms in the cortex and medulla (Fig. 1b), it has been
reported that nonglycosylated ERG1 channels are func-
tional and that glycosylation serves to control the mem-
brane turnover of the channels (Gong et al. 2002).

Fig. 3 Cortical and medullary 
expressions of ERG1 in the rat 
kidney. Kidney sections display 
positive immunoreactivity for 
ERG1 in some cortical tubules 
and in all medullary collecting 
ducts. Suppression of immuno-
reactivity is observed when the 
antibodies are preincubated with 
an excess of control peptide (CP) 
1 h before the overnight incuba-
tion. Scale bars = 50 �m

Anti ERG1 Anti ERG1 + CP

Cortex

Medulla
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Therefore, nonglycosylated channels are expected to be
functional in the kidney.

We found ERG1 channels in the cytoplasm of PT
cells. Reabsorption of glucose and amino acids is cou-
pled to Na+ inXux in PT, thereby depolarizing the lumi-
nal membrane. This depolarization is known to activate
the KCNQ1 potassium channel (Lang et al. 1986; Lang and
Rechwald 1992), which is crucial to keep the electrical
driving force for Na+ reabsorption. The �-subunit KCNE1
or MinK-related peptide (MiRP) associates with KCNQ1
(formerly KvLQT1) in the heart (Barhanin et al. 1996;
Sanguinetti et al. 1996) as well as in the luminal mem-
brane of rat and mouse PT (Vallon et al. 2005; Sugimoto
et al. 1990). However, mice lacking the KCNQ1 potas-
sium channel subunit maintain normal Na+ and glucose

absorption, suggesting that the �-subunit KCNE1 inter-
acts with another K+ channel in PT (Vallon et al. 2001).
Although we found ERG1 channels in the cytoplasm of
PT cells, we can speculate that surface membrane
traYcking of ERG1 subunits with KCNE1 (MinK) or
another unidentiWed KCNE isoform in PT tubules occurs
in some metabolic conditions (McDonald et al. 1997;
Finley et al. 2002). In fact, both HERG and KCNQ1 in
human ventricular myocardium are diVerently modulated
by MiRP isoforms (Abbott and Goldstein 2001). For exam-
ple, membrane expression of KCNQ1 is strongly suppressed
by MiRP3 (KCNE4; Grunnet et al. 2005) but not by
MiRP4 (KCNE5; Angelo et al. 2002). A diVerent traYcking
rate between KCNE1/ERG and KCNE1/KCNQ1 in PT
cells may also occur (Um and McDonald 2007). Thus, it

Fig. 4 Immunolocalization of 
ERG1 in proximal (PT) and dis-
tal tubules in the renal cortex. 
Double-immunoXuorescence 
labeling for ERG1 (green a, d) 
and the basolateral �1-Na+/K+-
ATPase (red b) and AQP2 (red 
e) in sagittal sections of the renal 
cortex. Merged image (c) shows 
faint and cytoplasmic immuno-
reactivity for ERG1 in PT, iden-
tiWed for the large brush border 
cells and weak �1-Na+/K+-ATP-
ase staining. Some distal tubules 
show strong basolateral �1-Na+/
K+-ATPase labeling with apical 
ERG1 labeling (arrows). ERG1 
is present in apical membrane 
domains of AQP2-positive 
tubules (arrows; f) in a transver-
sal proWle, which might be CNT. 
By contrast, ERG1 is absent in 
CCD, deWned by its strong 
AQP2 immunoreactivity (empty 
arrows; f). Scale bars = 50 �m
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will be helpful to determine if KCNE1 also has the ability to
control ERG1 traYcking.

In contrast to PT and MCD, ERG1 channels display an
apical proWle in the distal segments DCT and CNT, the
main sites involved in K+ secretion. Many patch-clamp
studies of ROMK and maxi-K channels in collecting
tubules have been reported (Wang et al. 1990; Wang et al.
2000; Palmer and Frindt 2007). ROMK forms the main
secretory channel in the distal nephron (Palmer et al. 1997),
while the maxi-K channel has been proposed to mediate K+

secretion in the absence of ROMK in patients with Bartter�s
syndrome (Bailey et al. 2006; Lorenz et al. 2002; Lu et al.
2002; Najjar et al. 2005). The low apparent abundance of
apical ERG1 channels and the presence of outwardly non-
inactivating potassium currents of ROMK channels in PCs

(Palmer et al. 1994) might explain why ERG1 channels
have not yet been functionally identiWed by patch-clamp
experiments. Additionally, ERG1 is blocked by the same
nonspeciWc blockers of ROMK and maxi-K channels,
which are commonly used in patch-clamp recordings of K+

channels from distal tubules (Trudeau et al. 1995; Smith
et al. 1996; Frindt and Palmer 2004; Palmer and Frindt
2007). Therefore, functional assays with speciWc blockers
for ERG1 will be necessary to determine its role in the dis-
tal nephron.

ERG1 was localized in the cytoplasm of MCD cells.
Since MCD reabsorbs only 3% of the Wltered Na+ load, it is
likely that a very low expression of K+ channels in apical
membranes of this segment is suYcient to maintain a nega-
tive resting membrane potential.

Fig. 5 ERG1 is not present in 
the thick ascending limb (TAL) 
or the macula densa. Double 
immunoXuorescence of ERG1 
(green a, d) with the Tamm-
Horsfall glycoprotein (red b, e) 
in the cortex. Merge images (c) 
show cytoplasmic localization of 
ERG1 in proximal tubules (PT) 
but no expression in TAL (*) or 
macula densa (f, arrowheads). 
Glomerulus (G). Scale 
bars = 50 �m
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Although only the ERG1a isoform was detected in glo-
merular arterioles, the presence of heteromultimers of
ERG1a/ERG1b in renal tubules cannot be excluded
because coexpression of ERG1a and ERG1b has been
observed in several tissues (Guasti et al. 2005; Hirdes et al.
2005; London et al. 1997; Ohya et al. 2002b; Mewe et al.
2008) and in diVerent tumor cells (Crociani et al. 2003).
Functional diVerences exist between ERG1a and ERG1b
homo- and heteromultimers. For example, ERG1b homo-
multimers exhibit a faster deactivation rate and less steady-
state inactivation than ERG1a. In addition, ERG1b presents
half-maximal activation at more positive potentials
(10 mV). Furthermore, ERG1a and ERG1b heteromulti-
mers produce K+ currents with intermediate values for
deactivation kinetics; whereas ERG1a determines the voltage

dependence of activation, ERG1b inXuences the steady-
state inactivation (Kirchberger et al. 2006).

Interestingly, epoxyeicosatrienoic acids (EETs), metabo-
lites of arachidonic acid produced by renal microvessels
(Zou et al. 1994), are potent dilators of renal arteries due to
activation of Kv channels (Zou et al. 1996). Accordingly,
K+ channels in smooth muscle cells of renal arterioles con-
tribute not only to maintaining the resting potential but also
have an important role in modulating renal blood Xow.
Consequently, activation of K+ channels produces vasodila-
tor eVects on renal vessels (Hebert et al. 2005; Martens and
Gelband 1996; Prior et al. 1998). In particular, ERG1 regu-
lates the contractile activity of portal veins (Ohya et al.
2002b) and epididymal ducts (Mewe et al. 2008). Although
further studies are needed to determine the role of ERG1 in

Fig. 6 Immunolocalization of 
ERG1 in the distal nephron seg-
ments DCT and CNT. ERG1 
immunoreactivity (green a, d) 
co-labeled with calbindin-D28k 
(red b) or AQP2 (red e). ERG1 
channels are localized on apical 
membranes of DCT and CNT 
positive for calbindin-D28k (c) or 
in CNT cells positive for AQP2 
(f, arrowhead). Note that in the 
same Wgure, the tubular transi-
tion from DCT to CNT lacks 
AQP2 but expresses ERG1 
(arrows). Scale bars = 25 �m
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renal arterioles and vessels, we can expect that activation of
ERG1 channels will have a vasodilator eVect.

In conclusion, we identiWed ERG1 potassium channels
in the rat kidney in PT, DCT, CNT and vessels. At this

stage, we could not identify the segment-speciWc expres-
sion of ERG1a and/or ERG1b isoforms, but only ERG1a
was identiWed in vessels. The presence of ERG1 in tubular
segments suggests its participation in membrane potential

Fig. 7 Double immunoXuores-
cence of ERG1 (green a, d, g), 
and AQP2 (red b, e) or �1-Na+/
K+-ATPase (red h) in a trans-
verse proWle of single tubules. 
Merged images (c, f, i) show 
positive (arrow) and negative 
(arrowhead) cells for AQP2 
expressing ERG1 at the apical 
membrane (c). Higher magniW-
cation of two cells with apical 
and subapical ERG1 and AQP2 
colocalization (f). Apical ERG1, 
basolateral �1-Na+/K+-ATPase 
(i). Nuclei are stained with DAPI 
(blue). Scale bars: 10 �m (c, i) 
and 5 �m (f)

Fig. 8 Localization of ERG1 in 
rat kidney vessels. ERG1 is 
observed in glomerular aVerent 
and eVerent arterioles 
(a, arrows). Transmission light 
microscopy shows arterioles 
(b, arrows). ERG1 immunoblots 
(c) from brain (lane 1) and 
glomeruli dissected with 
attached arterioles (lane 2). Only 
the ERG1a isoform (155 kDa 
glycosylated and 135 kDa 
nonglycosylated) is detected in 
kidney vessels. Transverse view 
of single vessels with high 
ERG1 immunoreactivity in 
smooth muscle cells (d, f). Light 
transmission images (b, e, g). 
Scale bar = 50 �m
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repolarization during Na+ absorption, whereas ERG1a in
glomerular arterioles and vessels may play a role in vasodi-
lation.
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Carrisoza-Gaytán R, Salvador C, Satlin LM, Liu W, Zavilowitz
B, Bobadilla NA, Trujillo J, Escobar LI. Potassium secretion by
voltage-gated potassium channel Kv1.3 in the rat kidney. Am J
Physiol Renal Physiol 299: F255–F264, 2010. First published April
28, 2010; doi:10.1152/ajprenal.00697.2009.—The fine regulation of
Na� and K� transport takes place in the cortical distal nephron. It is
well established that K� secretion occurs through apical K� channels:
the ROMK and the Ca2�- and voltage-dependent maxi-K. Previously,
we identified the voltage-gated Kv1.3 channel in the inner medulla of
the rat kidney (Escobar LI, Martínez-Téllez JC, Salas M, Castilla SA,
Carrisoza R, Tapia D, Vázquez M, Bargas J, Bolívar JJ. Am J Physiol
Cell Physiol 286: C965–C974, 2004). To examine the role of Kv1.3
in the renal regulation of K� homeostasis, we characterized the effect
of dietary K� on the molecular and functional expression of this
channel. We performed real-time-PCR and immunoblot assays in
kidneys from rats fed a control (CK; 1.2% wt/wt) or high-K� (HK;
10% wt/wt) diet for 5–15 days. Kv1.3 mRNA and protein expression
did not change with HK in the whole kidney. However, dietary K�

loading provoked a change in the cellular distribution of Kv1.3 from
the cytoplasm to apical membranes. Immunolocalization of Kv1.3
detected the channel exclusively in the intercalated cells. We investigated
whether Kv1.3 mediated K� transport in microperfused cortical collect-
ing ducts (CCDs). The HK diet led to an increase in net K� transport
from 7.4 � 1.1 (CK) to 11.4 � 1.0 (HK) pmol·min�1·mm�1. Luminal
margatoxin, a specific blocker of Kv1.3, decreased net K� secretion in
HK CCDs to 6.0 � 1.6 pmol·min�1·mm�1. Our data provide the first
evidence that Kv1.3 channels participate in K� secretion and that apical
membrane localization of Kv1.3 is enhanced in the intercalated cells by
dietary K� loading.

potassium diet; potassium transport; distal nephron; intercalated cell;
rat kidney; urine pH

Kv1.3 IS A VOLTAGE-GATED POTASSIUM channel (Kv), and its acti-
vation results in outward K� currents that suppress excitability
in neurons. Kv1.3 is widely distributed in diverse cell types:
lymphocytes (7, 9), neurons (63), kidney (11, 84), liver, skel-
etal muscle, testis, spermatozoa (29), and osteoclasts (3).
Kv1.3 participates in the stabilization of the cell resting mem-
brane potential in nonexcitable cells. In addition, Kv1.3 par-
ticipates in several cell functions that range from apoptosis
(64), cell volume regulation (9), to T cell stimulation (50).
Kv1.3 activity is regulated by phosphorylation: PKC enhances
Kv1.3 channel activity by shifting its voltage dependence in
human lymphocytes (8), while tyrosine phosphorylation at

multiple sites in the amino and carboxyl terminus of Kv1.3
channel suppresses channel activity (13, 14). Kv1.3 contributes
also to glucose homeostasis: the Kv1.3-deficient mice
(Kv1.3�/�) weigh less than control littermates and are pro-
tected from diet-induced obesity (82). Furthermore, inhibition
of Kv1.3 channel activity improves insulin sensitivity by up-
regulation of the glucose transporter GLUT4 at the plasma
membrane (83). Finally, Kv1.3 activity is upregulated by the
serum-glucocorticoid-activated kinase (SGK), one of the main
mediators of aldosterone’s action at the renal distal tubule (77).

K� channels fulfill a critical role in K� recycling and K�

secretion in the kidney. The mechanisms underlying and reg-
ulation of renal K� secretion have been studied mainly in the
mammalian cortical collecting duct (CCD), a segment that can
be isolated for patch-clamp analysis and in vitro microperfu-
sion (2, 4, 10, 12, 16, 19, 21, 42, 56, 57, 62, 65, 66, 79). A
high-K� diet (HK) for days to weeks stimulates net K�

secretion in the CCD (39, 41, 42, 61). The K� adaptation
exhibited by the distal tubule in response to chronic dietary K�

loading is due in part to an increase of the basolateral Na�-
K�-ATPase activity (39), and to an upregulation of the apical
ROMK (19) and maxi-K (42) channels in CDs.

It is well established that the ROMK inwardly rectifying K�

channel corresponds to the low-conductance or secretory K�

channel (SK) of the CCD (46). Due to its voltage independence
and weak inward rectification, ROMK allows K� ions to exit
the cell at voltages above the potassium equilibrium potential.
ROMK has been recognized as the major route for K� secre-
tion in the distal nephron under baseline conditions (75).
Intriguingly, patients with Bartter’s syndrome due to loss of
function of ROMK (59) and ROMK knockout mice (37, 38)
still show net K� secretion in the urine, without the hyperka-
lemia expected from the absence of ROMK. The maxi-K
channel has been proposed to mediate K� secretion in the
absence of ROMK (3, 37, 38, 42); however, iberiotoxin, a
specific inhibitor of the former channel, fails to completely
inhibit urinary K� excretion in ROMK knockout mice (4).
These observations suggest the presence of other K�-secretory
pathways in the kidney.

In a previous study, we recorded an outward K�-selective
conductance in a primary cell culture of the rat inner medullary
collecting duct. We identified three members of the Kv1
subfamily, i.e., Kv1.1, Kv1.3, and Kv1.6, by immunofluores-
cence and immunoblot assays (11). In the present study, we
examined the expression of Kv1.3 in cortical and medullary
CDs of kidneys from rats fed CK and HK diets.

Address for reprint requests and other correspondence: L. I. Escobar.
Edificio A, Departamento de Fisiología, Facultad de Medicina, Mexico City,
México 04510 (e-mail: laurae@servidor.unam.mx).

Am J Physiol Renal Physiol 299: F255–F264, 2010.
First published April 28, 2010; doi:10.1152/ajprenal.00697.2009.

0363-6127/10 Copyright © 2010 the American Physiological Societyhttp://www.ajprenal.org F255

 on S
eptem

ber 21, 2010 
ajprenal.physiology.org

D
ow

nloaded from
 

http://ajprenal.physiology.org


METHODS

Animals. Male Wistar rats (200 g) were used for all studies.
Animals were anesthetized by intraperitoneal administration of pen-
tobarbital sodium and killed by cervical dislocation. The animal
protocol for microperfusion studies was approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee at the Mount Sinai School of
Medicine.

Membrane protein extraction from rat kidney. Brain and kidney
[cortex (Cx); outer (OM) and inner (IM) medulla] were homogenized
(0.1 g tissue/1 ml) in a buffer solution containing 250 mM sucrose, 1
mM EDTA, 10 mM Tris·HCl buffer, pH 7.6, and a protease cocktail
inhibitor complete mini 1 tablet/10 ml (Roche Diagnostics, Rotkreuz,
Switzerland). Large tissue debris and nuclear fragments were removed
by two low-speed spins (1,000 g, 10 min, 4°C). The supernatant
(crude membranes) was collected and centrifuged (17,000 g, 20 min,
4°C). The pellet enriched in plasma membranes was resuspended in
buffer solution (300 �l). The protein concentration was measured with
the Bio-Rad D C protein assay (Bio-Rad, Hercules, CA).

Immunoblotting. Crude or plasma membrane samples (50 �g) were
electrophoretically separated in 6% SDS-PAGE and electroblotted to
a nylon membrane (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany).
Nonfat dry milk (5%, Bio-Rad) in TBS-T (20 mM Tris·HCl, 136 mM
NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.6) was added for 1 h. The nylon
membrane was incubated overnight with rabbit polyclonal antibodies
against Kv1.3 (1:300, Alomone, Jerusalem, Israel) diluted in TBS-T at
4°C. The membrane was rinsed three times (10 min each) with TBS-T
and incubated with the secondary antibody donkey anti-rabbit IgG
coupled to horseradish peroxidase (1:5,000; Amersham Biosciences)
in TBS-T for 1 h at room temperature (RT). Immunoblots were
detected using ECL plus detection reagents (Amersham Biosciences)
and exposed to autoradiographic film for 1 min (Kodak). A brain
sample and the primary antibody preincubated with its antigen control
served as the positive and negative control, respectively (6).

Real-time RT-PCR. Cx and medulla sections were isolated from
both kidneys and snap frozen in liquid nitrogen. Total RNA was
isolated from each kidney following the TRIzol method (Invitrogen,
Carlsbad, CA) as previously reported (11). To avoid DNA contami-
nation, all total RNA samples were treated with DNAase I (Invitro-
gen). Reverse transcription (RT) was carried out with 2.5 �g of total
RNA using 200 U of Moloney murine leukemia virus reverse tran-
scriptase (Invitrogen). Kv1.3 mRNA was quantified by real-time
RT-PCR on the ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Taq-
Man, Applied Biosystems ABI, Foster City, CA). Primers and probes
were ordered as kits: Rn01521807_s1 (Assays-on-Demand, ABI).
Eukaryotic 18S rRNA (predesigned assay reagent Applied by ABI,
external run) was used as an endogenous control. Relative quantifi-
cation of the Kv1.3 expression was performed using the comparative
CT method (36).

K diet and functional parameters. Male Wistar rats (200–250 g)
were fed a HK (10%) or CK (1.2%) diet (Harlan-Teklad, Madison,
WI) for 15 days (n � 6/group), and sterile distilled water was made
freely available. At the end of the study, rats were placed in metabolic
cages and urine spontaneously voided during 24 h was collected. Na�

and K� concentrations were measured in plasma and urine samples
with a NOVA4 electrolyte analyzer (NOVA Biomedical). Absolute
and fractional rates of Na� and K� excretion were calculated. In
addition, serum aldosterone levels were quantitatively determined by
radioimmunoassay (DiaSorin). Rats were anesthetized, and kidneys
were removed and processed as above. Thirty micrograms of protein
from Cx, OM, and IM were assayed for Western blot analysis.

Urinary pH and PCO2. Twenty-four hours before death, rats were
housed individually in metabolic cages with free access to tap water.
Individual 12-h urine samples were collected under mineral oil.
Urinary pH was measured immediately using a pH microelectrode
connected to an Orion 410A pH meter (Orion Research), whereas

urinary PCO2 concentrations were measured with a gas analyzer
(model 5395, Roche Diagnostics).

Immunohistochemistry. Tissues were retrograde perfused via the
aorta with ice-cold PBS (20 mM NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7.4 buffer,
149 mM NaCl, 2 mM KCl) for 5 min and then with 4% paraformal-
dehyde in PBS (PFAS) for 5 min. Kidneys were removed and fixed
overnight. After fixation, tissues were cryoprotected with 30% sucrose
in PFAS. Sagittal sections (�m) were cut in a cryostat (CM1100,
Leica), collected on slides, and hydrated in PBS. Antigen retrieval was
performed incubating the slides in 10 mM sodium citrate buffer, pH
6, for 30 min at 80°C. The samples were preincubated for 1 h at RT
with 0.3% H2O2 in PBS and permeabilized with 0.3% Triton X-100
(USB, Cleveland, OH) in PBS (10 min). Blocking was performed with
1% BSA, 5% fetal bovine serum, 5% donkey serum, and 0.1% Triton
X-100 in PBS for 1 h at RT. The samples were then incubated with
rabbit anti-Kv1.3 antibody (1:100; Alomone) in the same solution for
24 h at 4°C. Incubation without anti-Kv1.3 antibody or preincubation
of the antibody with the control peptide served as a negative control.
After three washes with 0.1% Triton X-100 in PBS (PBS-TX),
sections were incubated with the secondary antibody coupled to
horseradish peroxidase (donkey anti-rabbit, 1:200 Amersham) for 1 h
at RT. Samples were then washed with PBS-TX for 10 min, three
times and incubated with 0.03% diaminobenzidine (Sigma), 0.1%
H2O2, in PBS during 5 min. The samples were washed for 10 min in
PBS, dehydrated in an ethanol-xylol train, i.e., 30% EtOH (in tap
water); 70% EtOH; 90% EtOH; 100% EtOH; 100% EtOH; 50%
EtOH-50% xylol; 100% xylol, 100% xylol (5 min each), and mounted
on coverslips with Permount mounting media (Electron Microscopy
Sciences). Slides were observed under �20 and �40 objectives with
a bright light Nikon eclipse 80i microscope, and images were captured
with a Coolpix-4300 Nikon digital camera with four megapixels of
resolution.

Immunofluorescence. Tissues were processed as described above
but without preincubation with H2O2 after the antigen retrieval. To
identify specific cell types in CDs, double-immunofluorescence stain-
ing was performed using rabbit anti-Kv1.3 (1:100), a secondary
antibody coupled to Alexa 594 (goat anti-rabbit, 1:200; Molecular
Probes, Eugene, OR), and the specific CD principal cell marker
Dolichus biflorus aggutinin (DBA), coupled to 5 �g/ml fluorescein
(DBA-F; Sigma), or cells were immunostained with the goat anti-B1-
H-VATPase (1:200, Santa Cruz Biotechnology) as a marker of acid-
secreting intercalated cells in DBA-positive segments, and donkey
anti-goat secondary antibodies coupled to Alexa 488 (1:500; Molec-
ular Probes). Tissues were mounted on microscope coverslips with
Vectashield (Vector Laboratories). Slides were examined and images
were obtained with a �40 oil-immersion objective mounted on a
confocal inverted microscope (Leica TCS-SP5). Image analysis was
performed with the Leica Application Suite Advance Fluorescence
Lite program.

In vitro microperfusion assays. Kidneys from CK and HK rats were
removed via a midline incision, and single CCDs were dissected
freehand in cold (4°C) Ringer solution containing (in mM) 135 NaCl,
2.5 K2HPO4, 2.0 CaCl2, 1.2 MgSO4, 4.0 lactate, 6.0 L-alanine, 5.0
HEPES, and 5.5 D-glucose, pH 7.4, 290 � 2 mosmol/kgH2O. A single
tubule was studied from each animal. Isolated CCDs were microper-
fused in vitro as previously described (42, 56, 80). Briefly, each
isolated tubule was immediately transferred to a temperature- and
O2/CO2-controlled specimen chamber, mounted on concentric glass
pipettes, and perfused and bathed at 37°C with Burg’s perfusate
containing (in mM) 120 NaCl, 25 NaHCO3, 2.5 K2HPO4, 2.0 CaCl2,
1.2 MgSO4, 4.0 Na lactate, 1.0 Na3 citrate, 6.0 L-alanine, and 5.5
D-glucose, pH 7.4, 290 � 2 mosmol/kgH2O. During the 30-min
equilibration period and thereafter, the perfusion chamber was con-
tinuously suffused with a gas mixture of 95% O2-5% CO2 to maintain
the pH of Burg’s solution at 7.4 at 37°C. The bathing solution was
continuously exchanged at a rate of 10 ml/h using a syringe pump
(Razel, Stamford, CT).
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Transport measurements were performed in the absence of trans-
epithelial osmotic gradients, and thus water transport was assumed to
be zero. Three to four samples of tubular fluid were collected under
water-saturated light mineral oil by timed filling of a calibrated
�15-nl volumetric constriction pipette before and at least 20–30 min
after addition and in the continued presence of margatoxin (MgTX; 1
nM) in the luminal perfusate. CCDs were perfused at a rate of �2.5
nl·min�1·mm�1; the flow rate was maintained by adjusting the height
of the perfusate reservoir. To determine the concentration of K� and
Na� delivered to the tubular lumen, ouabain (200 �M) was added to
the bath at the conclusion of each experiment to inhibit active
transport, and an additional three to four samples of tubular fluid were
obtained for analysis. The cation concentrations of perfusate and
collected tubular fluid were determined by helium glow photometry,
and the rates of net transport (Jx; in pmol·min�1·mm tubular length�1)
were calculated using standard flux equations (56, 80). The calculated
ion fluxes were averaged to obtain a single mean rate of ion transport
for the CCD under each condition.

Statistics. The commercially available SigmaStat 3.5 program was
used for statistical analysis. All values were expressed as means � SE
and evaluated to determine a normal distribution. Statistical compar-
isons of differences were performed using one-way ANOVA com-
bined with the Bonferroni test. P � 0.05 was considered for statistical
significance. In each analysis, n refers to the number of animals in
each group.

RESULTS

Expression of Kv1.3 in rat kidney Cx and medulla. Immu-
noblotting analysis of Kv1.3 in crude and plasma membrane
samples from rat brain, kidney Cx, OM, and IM revealed a
band at �70 kDa (Fig. 1). The amount of Kv1.3 protein in
plasma membranes was lower than in crude membranes from
the three renal sections. Therefore, Kv1.3 is expressed predom-
inantly in the cytoplasm of the Cx and medulla, according to
our previous observations in the rat IM collecting duct (11).

Effect of high K� load on serum and urine electrolytes. It is
well established that an increase in dietary K� enhances the rate
of K� secretion in the distal nephron (39, 41, 42, 61). We fed rats
a HK (10%) or CK (1.2%) diet for 15 days. A summary of Na�

and K� concentrations in plasma and urine as well as that of
serum aldosterone in rats adapted to the above diets is shown in

Table 1. As expected, serum Na� concentration was not affected
by dietary K�, although a kaliuretic effect of HK was observed.
The urinary K� concentration was fivefold greater (0.277 � 0.02
meq K�/ml) in HK compared with CK rats (0.055 � 0.005 meq
K�/ml). Plasma K� was similar in HK and CK rats (4.3 � 0.3 and
4.2 � 0.2 meq/l, respectively), consistent with renal K� adapta-
tion (81). The serum aldosterone concentration in CK (213.8 � 20)
rats was significantly less than that measured in HK (1,097.0 �
200.1 pg/ml) rats, in accordance with other reports (34, 48, 61).

Effect of HK diet on Kv1.3 mRNA and protein expression in
rat kidney. First, we quantified the effect of the HK diet on
Kv1.3 mRNA expression in the whole kidney by real-time
RT-PCR. The steady-state abundance of the Kv1.3 transcript in
rats fed a HK diet for 15 days was similar to control animals
(Fig. 2A). We acknowledge that analysis of steady-state mRNA
expression after 15 days of a HK diet, once adaptation has
occurred, may have missed an earlier increase, as has been
described for genes regulated during metabolic acidosis (43).
Therefore, we proceeded to determine whether a HK diet
modified the channel protein expression. The relative amount
of Kv1.3 protein in crude membranes from the kidney sections
was not changed by the HK (Fig. 2B). In contrast, immunoblot
analysis of plasma membranes showed that Kv1.3 was signifi-
cantly increased in all kidney sections by the HK diet (Fig. 3A).
Specifically, quantification of Kv1.3 protein in plasma mem-
branes identified increases of 2.5-fold in Cx, 4-fold in OM, and
2-fold in IM (Fig. 3B) in response to dietary K� loading.
Therefore, we conclude that the HK diet upregulated Kv1.3
protein in plasma membranes.

Kv1.3 is localized in intercalated cells. Immunohistochem-
istry for Kv1.3 revealed significant changes in channel distri-
bution after the HK diet. Kv1.3 staining of CDs was intracel-
lular under the CK diet (Fig. 4, A and C). Remarkably, the HK
diet provoked the trafficking of Kv1.3 to the apical membranes
of CDs (Fig. 4, B and D). This finding suggested that to
enhance urinary excretion of the dietary K� load, Kv1.3 is
directed to luminal membranes of CDs to accomplish, at least
in part, this task. CDs include both principal and intercalated
cells (25). Coincident double-labeling of tissue sections with

Fig. 1. Immunoblot analysis of Kv1.3 protein in
rat kidney. Immunoreactive bands correspond-
ing to Kv1.3 protein were detected at �70 kDa
in crude membranes (cm) and plasma mem-
branes (pm). Samples were obtained from brain,
renal cortex (Cx), outer (OM), and inner (IM)
medulla. Bands disappeared when primary anti-
bodies were preincubated with their control pep-
tide (CP�).

Table 1. Effect of a high-K� diet on electrolytes and aldosterone levels

Diet n Serum Na, meq/l Serum K, meq/l Urinary Na, meq/ml Urinary K, meq/ml Serum Aldosterone, pg/ml

Control K� 4 147.0 � 0.6 4.3 � 0.3 0.022 � 0.001 0.055 � 0.005 213.8 � 20
High K� 6 145.6 � 0.8 4.2 � 0.2 0.014 � 0.003 0.277 � 0.02* 1,097.0 � 200.1*

Values are means � SE; n � no. of rats. Rats were fed for 15 days. *P � 0.05 vs. control K�.
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anti-Kv1.3 and DBA for principal cells or B1-H-VATPase for
intercalated cells revealed localization of Kv1.3 exclusively in
intercalated cells (Fig. 5).

Kv1.3 is a secretory channel during high dietary K�. The
observations of apical localization of Kv1.3 in intercalated

cells and its upregulation in the plasma membrane by HK
strongly suggested that Kv1.3 participates in K� secretion
under HK conditions. To test this possibility, we examined the
contribution of Kv1.3 to net K� secretion in isolated, microper-
fused CCDs. Net K� secretion was 7.4 � 1.1 pmol·min�1·mm�1

Fig. 2. Dietary K� intake has no effect on Kv1.3
channel transcript and protein expression. A: real-
time PCR assays were performed to detect the
relative abundance of Kv1.3 transcript in Cx, OM,
and IM from rats fed control K� (CK) and
high-K� (HK) diets. There was no significant
difference in the Kv1.3 mRNA expression in any
region between the CK and HK groups (n � 6).
B: representative Western blot showing Kv1.3 in
crude membranes from Cx, OM, and IM from rats
CK and HK diets. Crude protein (30 �g) was
loaded on each lane. No differences were observed
in Kv1.3 protein expression between the CK and
HK groups.

Fig. 3. Effect of dietary K� intake on Kv1.3
expression in plasma membranes. A: representa-
tive immunoblot of Kv1.3 in plasma membranes
from Cx, OM, and IM of rats fed CK and HK
diets. Thirty micrograms of protein was loaded
on each lane. B: significant relative increase was
detected in the 3 regions of kidney studied in
response to dietary K� loading, suggesting in-
creased trafficking or stability of Kv1.3 protein
to/on plasma membranes. Values are mean �
SE; n � 6/dietary group. *P � 0.05.
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in CK CCDs and was not affected by luminal MgTX, a specific
Kv1.3 blocker (18) (Fig. 6A). In rats fed a HK diet, net K�

secretion was 54% greater than that measured in CK tubules,
averaging 11.4 � 1.0 pmol·min�1·mm�1. This K�-secretory flux
was significantly inhibited to 6.0 � 1.6 pmol·min�1·mm�1 by
luminal addition of MgTX (Fig. 6A). Net Na� absorption was
similar in the absence and presence of MgTX in both CK and HK
CCDs.

Urinary alkalinization is produced by chronic HK loading.
An increase in Kv1.3 activity at the apical membrane would
tend to hyperpolarize the intercalated cell, which could affect
the activity of the H-ATPase pump. A more positive lumen
membrane voltage would decrease the electrochemical driving
force for H� secretion. To our knowledge, measurements of
total CO2 concentration and/or urine pH and PCO2 have not been
reported in rats fed a HK diet. Therefore, we measured urine pH
and PCO2 at 3, 7, and 10 days of HK. Remarkably, urine pH and
PCO2 changed significantly with HK (Table 2). Urine pH increased
from 6.27 � 0.05 (CK) to 7.55 � 0.14 (10 days of HK) and PCO2

(mmHg) quadrupled from 33.96 � 3.3 (CK) to 131.6 � 7.5 (10
days of HK). This HK-induced alkalinization of the urine is
consistent with either enhanced net HCO3

� secretion or net
inhibition of HCO3

� absorption in the rat CD by dietary K�

loading, possibilities that remain to be examined.

DISCUSSION

In this work we explored the regulation of Kv1.3 channels in
cortical and medullary CDs. Kv1.3 was localized mostly in the

cytoplasm under basal metabolic conditions. Kv1.3 protein
abundance is higher in the IM 	 OM 	 Cx.

ROMK and maxi-K channels are also localized in the
cytoplasm, and their trafficking to apical membranes in distal
tubules is regulated by dietary K� (26, 42, 76). Thus, for
example, the density of apical ROMK, estimated by patch-
clamp recordings, and apical maxi-K channels, assessed as
iberiotoxin-sensitive flow-stimulated net K� secretion, in-
creases in the CCD in response to a HK diet (16, 42, 45, 48, 71,
72, 73). Based on these reports, we examined the effect of
dietary K� loading on Kv1.3 mRNA and protein expression in
the whole kidney, as well as its cellular localization. As
expected, chronic K� loading led to enhanced K� urinary
excretion and an increase in plasma aldosterone levels, thereby
maintaining the physiological K� levels in plasma (Table 1)
(34, 48, 61, 81). Kv1.3 mRNA abundance in kidneys of
animals adapted to a HK diet was similar to that in CK rats;
whether an increase in transcript abundance occurred within
the first week of dietary K� loading was not examined. It
should be noted that abundance of the maxi-K 
- and �-subunit
mRNAs and maxi-K 
-subunit protein (42), as well as ROMK
mRNA (16) and protein (78), is not modified in the rabbit and
rat whole kidney, respectively; this may reflect the analysis
of an admixture of multiple nephron segments and cells,
“diluting” a response that might be localized to a single
tubule. However, upregulation of maxi-K 
- and �2-4-
subunit mRNAs by HK diet has been detected in single
CCDs (42).

Fig. 4. Immunohistochemistry of Kv1.3 in the
kidney Cx in rats fed CK (A) and HK diets (B).
Cortical collecting ducts (CCDs) are observed
with positive cytoplasmic (A) and polarized (B,
arrows) immunoreactivity. Higher magnification
shows a cytoplasmic distribution in all CCD
cells of Kv1.3 in CK rats (C); the inset at the
bottom left shows a negative control (preincuba-
tion of the anti-Kv1.3 antibody with the control
peptide). The HK diet enhances apical expres-
sion of Kv1.3 in a few cells (D, arrows). Bars �
50 �m.
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Kv1.3 protein was upregulated in plasma membrane frac-
tions from Cx, OM, and IM by HK diet. Importantly, HK
loading led to a change in immunodetectable channel cellular
localization from cytoplasmic to apical plasma membranes of
CDs. We concluded at this stage that an intracellular pool of
Kv1.3 exists under normal metabolic conditions and that K�

loading stimulates the trafficking of Kv1.3 in the CDs to the
apical membrane, as has been reported for ROMK and maxi-K
channels.

Kv1.3 trafficking has been explored in other cell types such
as pyramidal neurons, where the T1 domain of Kv1.3 mediates
targeting of the channel to the axonal surface (52). The cellular
distribution of Kv1.3 is also determined by different Kv1

-subunit associations to form a heterotetramer. Since Kv1.3
may associate with caveolin, heteromeric Kv1.3/Kv1.x chan-
nels target to distinct surface microdomains (67). To compli-
cate the picture further, Kv1.3 trafficking, targeting and activ-
ity are also altered by the presence of the �-subunit KCNE4.
KCNE4 associates with Kv1.3 in the endoplasmic reticulum
(ER) and reduces the number of Kv1.3 channels at the cell
surface (60). KCNE4 mRNA is abundant in the kidney (24),
but its protein localization in the distal nephron has not as yet
been explored. Finally, HK loading stimulates the expression
of apical K� channels in rat CCD by aldosterone-dependent
and -independent signaling pathways. An HK diet suppresses
the inhibitory action of WNK4 on ROMK channels through a

SGK1 pathway (28). SGK1 and PKA stimulate renal K�

secretion by promoting the export of ROMK channels from the
ER (85). Signaling pathways involved in the activation of Kv1.3
include the phosphatidylinositol-3 (PI3) protein kinase, 3-phos-
phoinositide-dependent protein kinase PDK1, and SGK1 (17, 77).
In addition, Kv1.3 is a target of the ubiquitin ligase Nedd4–2,
which leads to downregulation of the channel (27). Experiments
aimed at testing whether similar pathways regulate Kv1.3 activity
in intercalated cells, while important, remain beyond the scope of
this paper.

Double-immunofluorescence labeling experiments with DBA-F
and anti-B1-V-H-ATPase antibodies revealed apical mem-
brane localization of Kv1.3 in acid-secretory intercalated cells.
Morphological studies of intercalated cells in animals sub-
jected to different experimental conditions have been inter-
preted as pointing to a role for these cells not in K� secretion
but rather in K� reabsorption and in H� or NH4

� secretion (30).
Our detection of MgTX-sensitive and thus Kv1.3-mediated net
K� secretion in microperfused CCDs isolated from HK, but
not CK rats, provides strong evidence that Kv1.3 is present in
the apical membrane of rat CD and participates in K� secretion
during HK.

Although MgTX is relatively specific for Kv1.3 homomul-
timers, a related issue is the possible existence of other Kv1
homomultimers and/or Kv1.3/Kv1.x heteromultimers in the
distal nephron. First, MgTX IC50 for homomultimers of

Fig. 5. Kv1.3 expression in collecting duct
intercalated cells from kidneys of HK-fed
rats. Shown is detection of principal cells
with Dolichus biflorus aggutinin coupled to
fluorescein (DBA-F; A; green), intercalated
cells with goat-anti-B1-H-VATPase anti-
body (D and G; green), and Kv1.3 with an
anti-Kv1.3 antibody (B, E, and H; red) in
collecting ducts of HK-fed rats by indirect
immunofluorescence confocal microscopy.
Note that Kv1.3 is localized only to cells
lacking DBA-F staining (C; merged) and in
presumably intercalated cells expressing api-
cal H�-VATPase (F and I; merged). Arrows
point to apical Kv1.3-H�-VATPase colocal-
ization (yellow). Bars � 25 �m.

F260 Kv1.3 IS A SECRETORY CHANNEL IN THE RAT KIDNEY

AJP-Renal Physiol • VOL 299 • JULY 2010 • www.ajprenal.org

 on S
eptem

ber 21, 2010 
ajprenal.physiology.org

D
ow

nloaded from
 

http://ajprenal.physiology.org


Kv1.1, Kv1.2, and Kv1.3 is 144, 675, and 230 pM, respectively
(32), and Kv1.3/Kv1.x heteromultimers have less inhibitor
sensitivity. Therefore, 1 nM MgTX in the luminal perfusate
solution will block apical homo- and/or heteromultimeric
Kv1.1, Kv1.2, and Kv1.3 channels. Whether these channel
combinations participate is still an open question. In any case,
it will mean that we are underestimating the contribution of
Kv1 channels to K� secretion in dietary HK. Therefore, the
data presented in this paper indicate the important role of Kv1
channels in K� secretion during HK loading. Furthermore,
since the Kv1.3 knockout mice do not develop obesity and no
kidney failure has been reported so far, we can speculate that
K� secretion in HK diets is compensated not only by the
upregulation of ROMK and maxi-K channels, but in addition
by other homo- and/or heteromultimeric Kv1 channels (Kv1.1–
Kv1.7) in the distal tubule. In addition, the fact that ROMK
knockout mice secrete K� and that K� secretion in these
animals is not completely eliminated by iberiotoxin, a specific
inhibitor of Ca2�-activated maxi-K channels (37, 38), suggests
now that Kv1.3 is an alternative pathway to accomplish this
task.

Many patch-clamp studies have clearly identified conducting
ROMK and maxi-K channels in distal tubules (45, 46, 47, 71,

74). An immediate question is why Kv1.3 channels have not as
yet been functionally identified in these segments. While few
electrophysiological analyses of intercalated cells have been
performed, maxi-K channels have been characterized in inter-
calated cells (44), where their single-channel conductance (� �
100–200 pS) (15, 44) is an order of magnitude higher than the
corresponding Kv1.3 conductance (� � 7–14 pS) (3, 84). Since
both Kv channels activate in the same voltage range, we
believe that large maxi-K currents mask the corresponding
Kv1.3 currents in intercalated cells. Furthermore, Kv1.3 is
blocked also by the nonspecific blockers Ba2� and TEA,
commonly used in electrophysiological assays of maxi-K cur-
rents in distal tubules (44, 45, 49, 79).

Another unresolved question is how intercalated cells could
mediate net K� secretion. It is well established that the driving
force for K� secretion through ROMK channels in principal
cells is determined by electrogenic Na� absorption through
apical Na� channels (ENaC) and enhanced basolateral Na�-
K�-ATPase activity. Intercalated cells are generally consid-
ered to lack significant basolateral pump activity. However,
immunocytochemical studies in the rat kidney performed with
monoclonal antibodies directed against the Na�-K�-ATPase

-subunit and an antigen-retrieval technique revealed little
labeling in intercalated cells of the CCD and outer medullary
collecting duct (54). Although ouabain-sensitive currents were
not detected in intercalated cells in rat connecting tubule and
CCD (49), functional measurements of Na�-K�-ATPase pump
activity have been reported (5).

It is now accepted that maxi-K channel-mediated, flow-
stimulated net K� secretion in the CCD is mainly due through
intercalated cells, as the density of conducting (33, 44, 49, 57)
and immunodetectable (12, 22, 23, 42, 51) channels in these
cells is greater than that in principal cells. So how do interca-
lated cells take up K� at their basolateral membranes to sustain
K� secretion? Immunodetectable NKCC1 is found along the
basolateral membrane of type A H�-secreting intercalated cells
(but not principal cells) in the rat outer medullary collecting
duct (20), where it participates in the transepithelial transport
of Na�, K�, and Cl� (68, 69). Mice with genetic disruption of
NKCC1 exhibit increased plasma renin (but not aldosterone)
and a higher serum K� concentration, with inappropriately low
urinary K� excretion compared with wild-type mice (40, 70).
The sensitivity of maxi-K channel-mediated, flow-stimulated
but not basal JK to basolateral bumetanide (35), measured in
microperfused rabbit CCDs and without an effect on flow-
stimulated net Na� absorption (JNa), suggests that basolateral
NKCC1 may participate in K� uptake into intercalated cells to
sustain K� secretion. In addition, we now have evidence that a
cationic nonselective HCN channel (activated by cAMP and
hyperpolarization) is present in intercalated cells that can
mediate basolateral Na� and K� uptake (Escobar LI, unpub-
lished observations). HCN channels in intercalated cells will

Table 2. Effect of a high-K� diet on urine pH and PCO2

levels

Day 0 Day 3 Day 7 Day 10

pH 6.27 � 0.05 7.03 � 0.23 7.66 � 0.15 7.55 � 0.14
PCO2, mmHg 33.96 � 3.3 67.04 � 9.3* 107.7 � 9.1* 131.6 � 7.5*

Values are means � SE. Rats were fed for 15 days. *P � 0.05 vs. control K�.

Fig. 6. Margatoxin (MgTX) reduces net K� secretion in CCDs isolated from
HK-fed rats. Net transport of K� (JK; A) and Na� (JNa; B) in single CCDs from
CK (n � 4) and HK (n � 3; 5 days) rats is shown before and after 1 nM MgTX
is added to the luminal perfusate. In CK rats, MgTX failed to have any
significant effect on net K� secretion. K� secretion, significantly increased in
response to dietary K� loading, was inhibited by MgTX. Na� absorption was
not affected by MgTX. #P � 0.05 compared with CK diet tubule. *P � 0.05
compared with HK tubules perfused without MgTX.
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allow Na� (basal conditions) or K� (in HK load) uptake.
Passive Na� uptake by HCN channels will explain basal JK by
K� channels present in the luminal membrane of intercalated
cells. In fact, a recent preliminary patch-clamp study identified
a Na�-activated high-conductance K channel in intercalated
cells in the rat CCD, which notably expresses mRNA encoding
Slo2 K� channels (35). Remarkably, in microperfused rat
CCDs, flow-stimulated K� secretion was IBX insensitive (35),
suggesting that K�-secretory pathways other than those medi-
ated by ROMK and the maxi-K channel exist in the rat CCD.
In conclusion, NKCC1 and HCN2 channels may allow Na�

and K� influx into intercalated cells, thereby providing a
means of continuous substrate (K�) to be secreted into the
urinary fluid. We propose that ROMK and Kv1.3 channels
mediate net K� secretion in rat CCD under basal and HK
dietary conditions, respectively, in rat CCD.

HCO3
� secretion in the CCD of both rats and rabbits is

mediated by apical Cl�/HCO3
� exchange (58). The apical

anion exchanger pendrin is involved in HCO3
� secretion in type

B intercalated cells (53). However, pendrin is also present in
type non-A-non-B intercalated cells (31). The majority of
filtered HCO3

� is reabsorbed by the proximal tubule. Consistent
with this, high rates of urinary HCO3

� excretion during alkali
loading or in response to metabolic alkalosis have largely been
attributed to inhibition of HCO3

� reabsorption in the proximal
tubule (1). However, the final regulation of urine acidification
takes place in the collecting duct, which is a site of both
reabsorption and secretion of HCO3

�. Based in our results,
alkalinization of the urine during HK load may result from
inhibition of either HCO3

� reabsorption in the distal nephron
and/or a metabolic alkalosis promoted by suppressed vacuolar
H-ATPase activity in CCD. We speculate that in the CCD, in
which a lumen negative potential is generated by Na� trans-
port, total CO2 flux is altered when the potential is altered:
absorption of CO2 in the CCD will fall in parallel with a fall in
lumen negative transepithelial potential, with increased K�

secretion. Therefore, our results suggest that K� secretion
during a HK diet produces alkalinization of the urine due to
inhibition of the H-V-ATPase pump. However, the possibility
that HK regulates acid-base homeostasis at the level of the
intercalated cell in the distal nephron remains to be further
explored.

In conclusion, our findings contribute importantly to the
understanding of kidney K� homeostasis and reveal that Kv1.3
is a novel K�-secretory channel in the rat kidney.
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The hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated HCN2 channel transports
ammonium in the distal nephron
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and Laura I. Escobar1

1Departamento de Fisiologı́a, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autónoma de México, México DF, México; 2Department of
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Recent studies have identified Rhesus proteins as important

molecules for ammonia transport in acid-secreting

intercalated cells in the distal nephron. Here, we provide

evidence for an additional molecule that can mediate

NH3/NH4 excretion, the subtype 2 of the hyperpolarization-

activated cyclic nucleotide-gated channel family (HCN2),

in collecting ducts in rat renal cortex and medulla. Chronic

metabolic acidosis in rats did not alter HCN2 protein

expression but downregulated the relative abundance of

HCN2 mRNA. Its cDNA was identical to the homolog from

the brain and the protein was post-translationally modified

by N-type glycosylation. Electrophysiological recordings in

Xenopus oocytes injected with HCN2 cRNA found that

potassium was transported better than ammonium, each

of which was transported significantly better than sodium,

criteria that are compatible with a role for HCN2 in

ammonium transport. In microperfused rat outer medullary

collecting duct segments, the initial rate of acidification,

upon exposure to a basolateral ammonium chloride pulse,

was higher in intercalated than in principal cells. A specific

inhibitor of HCN2 (ZD7288) decreased acidification only in

intercalated cells from control rats. In rats with chronic

metabolic acidosis, the rate of acidification doubled in both

intercalated and principal cells; however, ZD7288 had no

significant inhibitory effect. Thus, HCN2 is a basolateral

ammonium transport pathway of intercalated cells and may

contribute to the renal regulation of body pH under basal

conditions.
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The family of hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-
gated cationic non-selective (HCN) channels has been widely
characterized in excitable tissues, where it regulates pace-
maker activity.1–4 Transcripts of HCN isoforms have been
found in non-excitable tissues including the liver3,4 and
kidney,5,6 whereas protein expression of the four HCN
isoforms (HCN1–HCN4) has been detected in ovary7 and
pancreatic cells,8,9 and only HCN2 has been detected in the
renal inner medulla.5 Although it has been accepted that
the HCN3 channel has a fundamental role in coordinating
peristalsis of the upper urinary tract,10 the physiological role
of HCN channels in non-excitable cells is still uncertain.

Maintenance of salt, water, and acid–base homeostasis is
accomplished in the kidney. The proximal tubule reabsorbs
80% of the bicarbonate (HCO3

�) and 60% of the Naþ filtered
at the glomerulus. Most of the transcellular NaHCO3

reabsorption in the proximal tubule is mediated by the
apical Naþ /Hþ exchanger NHE3, which at the same time
contributes to most of the NaCl reabsorption.11 The regu-
lation of plasma HCO3

� concentration and systemic arterial
pH depends critically on the ability of the kidney to produce
and secrete ammonium (NH4

þ ).12 The proximal tubule is
the principal site of renal NH4

þ production,13 as well as
an important site of NH4

þ secretion.14 Approximately 25%
of the filtered Naþ , Kþ , Cl�, and HCO3

� (ref. 15) and
40–80% of NH4

þ (ref. 16) delivered out of the proximal
tubule are reabsorbed in the thick ascending limb of the loop
of Henle and concentrated in the interstitium. Finally, the
distal nephron reabsorbs about 5% of the filtered NaHCO3

�

and also excretes NH4
þ into the urine to maintain the total

body acid–base homeostasis. Within the distal nephron, Naþ

absorption is mediated by principal cells, whereas the acid-
secreting intercalated cells regulate acid–base homeostasis
by contributing to NH4

þ excretion.17,18 The acid-secreting
intercalated cells secrete Hþ via the luminal vacuolar-type
H–ATPase19 and the H–K–ATPase.20

The Rhesus glycoproteins Rhbg and Rhcg were the first
ammonia (NH3) transporters reported in mammals.21
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However, Rh glycoproteins operate as gas channels and thus
transport NH3 but not NH4

þ .22,23 Rhbg and Rhcg are found
in principal cells and in acid-secreting intercalated cells in
distal segments of the nephron.24 Mice with Rhbg dele-
tion display normal acid–base parameters and basal NH3

excretion.25 In contrast, in mice with genetic ablation
of Rhcg, urinary NH4

þ excretion is reduced by 40%.26

Furthermore, chronic metabolic acidosis (CMA) upregulates
Rhcg expression in intercalated cells in the medulla but not in
the cortex.27

In this work, we identified an immunodetectable HCN2
channel in the rat renal cortex and medulla. To unravel the
physiological role of HCN2, we applied different experimental
strategies. We examined the effect of CMA on channel
expression, isolated complementary DNA and conducted
functional studies of HCN2 heterologously expressed in
Xenopus oocytes, and examined basolateral NH4

þ uptake
(using a fluorescent pH indicator dye) in individually identified
cells, in microperfused outer medullary collecting ducts
(OMCDs) isolated from control and acidotic animals, in the
absence and presence of a specific HCN channel blocker.

RESULTS
HCN2 in the rat kidney

HCN2 was detected by immunoblotting in the rat renal
cortex and medulla. Antibodies against HCN2 produced
immunoreactive bands corresponding to immature (90 kDa)

and N-glycosylated (120 kDa) proteins (Figure 1a) as expected,
based on previous studies conducted on the brain.6,28–30 We
performed a glycosidase assay to confirm that HCN2 is also
glycosylated in the kidney (Figure 1b). HCN2 expression
was higher in plasma compared with microsomal membranes
isolated from both the cortex and medulla (Figure 1c).

Immunofluorescence analysis also confirmed the presence
of HCN2 in the cortex and medulla of rat kidney (Figure 2).
To determine the segment and cell type to which the anti-
HCN2 antibody bound, double-immunofluorescence assays
were performed. Aquaporin 1 antibody was used as a specific
marker for proximal tubules. Expression of aquaporin 2
was observed in connecting tubule, cortical collecting duct,
OMCD, and inner medullary collecting duct cells (Figure 3,
red).31 HCN2-positive immunoreactivity was detected in
connecting tubule and along the collecting ducts. Therefore,
we proceeded to stain with antibodies against the H–ATPase
B1-subunit, a specific marker of acid-secreting intercalated
cells.17 We found that HCN2 localized to the basolateral
membranes of both acid-secreting intercalated and principal
cells in the cortex and medulla (Figure 4).

Renal HCN2 complementary DNA

Kidney HCN2 was compared with its homolog the HCN2
gene in the brain. A conventional PCR strategy was followed
to obtain and amplify kidney HCN2. We partially sequenced
the NH2 terminus from glutamate E165 to the proximal S6
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Figure 1 | Subtype 2 of hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cationic non-selective (HCN2) protein expression.
(a) Immunoblotting detection of HCN2 protein in plasma membrane fractions from whole-rat brain, renal cortex, and medulla from control
rats (left) and from rats subjected to 5 days of dietary acid loading (right). No immunoreactivity was detected after adsorption of HCN2
antibodies with their corresponding antigens (P-ads). (b) HCN2 antibody identified B120 kDa (glycosylated) and B90 kDa (unglycosylated)
bands (arrowhead and arrow, respectively) in control samples. Only the 90 kDa band was detected when samples (100 mg) were incubated
with glycosidase (5 U). (c) HCN2 immunoblotting was performed with 100 mg of plasma membranes (PMs) and microsomes (MMs).
P-ads, peptide adsorption.
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segment, corresponding to 50% of the CNBD-binding
domain, up to phenylalanine F580. This amplified kidney
HCN2 ccomplementary DNA encodes a protein of 415 amino
acids with a 100% identity to brain HCN2 (not shown).

Effect of metabolic acidosis on HCN2 expression

Consumption of an acid load leads to an adaptive increase in
renal acid excretion that demands activation and/or regu-
lation of various acid–base transport pathways. These include
increased ammoniagenesis, excretion of titratable acids,
generation of HCO3

�, and Hþ secretion. Adaptation is also
associated with changes in electrolyte and water handling
and with extensive remodeling of the nephron.14–17 In this
context, we examined the effect of chronic NH4Cl intake
(that is, acid loading) on the expression of HCN2. As shown
in Table 1, CMA led to an increase in blood urea nitrogen
and serum chloride concentration and in a significant fall in
serum HCO3

� concentration as expected.32 CMA was also
associated with a significant reduction (B60%, Po0.0006)
in the relative mRNA abundance of HCN2 in the cortex;
in contrast, no changes were detected in the medulla
(Figure 5b). However, CMA did not elicit changes in HCN2
protein expression in total membranes from the cortex
(Supplementary Figure S1 online), neither in microsomes
nor in plasma membranes from the cortex and medulla
(Figure 5c). Immunolabeling studies of kidneys harvested
from animals subjected to CMA did not show changes in the
cellular distribution of HCN2 in collecting ducts but revealed

diffuse labeling along the thin descending limbs in the medulla
(Supplementary Figure S2 online).

HCN2 channels transport NH4
þ ions

Acid-secreting intercalated cells participate in the renal regu-
lation of acid–base homeostasis and constitute the exclusive
site where transepithelial transport allows for NH4

þ excretion
into the urine.17 As HCN2 was localized to the basolateral
membrane (Figure 4), suggesting a role in transepithelial
transport, we sought to conduct functional studies of HCN2
expressed in Xenopus laevis oocytes. We measured the ionic
currents of the heterologously expressed channel and found
that HCN2 transported Kþ4NH4

þ44Naþ (Figure 6a).
The following relative current ionic ratios were estimated:
K/NH4¼ 1.95±0.096, K/Na¼ 7.28±0.54, and NH4/Na¼
3.75±0.37 (Figure 6b). The amplitude of NH4

þ currents
increased with NH4Cl concentration, and their inhibition by
ZD7298, a specific HCN channel blocker,33 depended on
the external [NH4

þ ] (Supplementary Figure S3 online). Also,
Ba2þ inhibited NH4

þ currents (Supplementary Figure S4
online), a result similar to that reported previously for native
and cloned hyperpolarization-activated HCN channels.34

NH4
þ uptake by HCN2 in isolated tubules from OMCD

To test whether HCN2 also conducts NH4
þ in the native

OMCD, we applied the NH4Cl pulse technique to micro-
perfused control rat OMCDs loaded with 15 mM of the
acetoxymethyl ester of 2070-bis(-2-carboxyethyl)-5(and 6)-
carboxyfluorescein (BCECF) (Invitrogen, Carlsbad, CA) to
examine the sensitivity of basolateral NH4

þ uptake to
ZD7298. The initial slope of acidification (the 490/440 nm
fluorescence intensity ratio/1000 s) in acid-secreting inter-
calated cells in ZD7288-treated OMCDs exposed to bath
NH4Cl (1.47±0.49; n¼ 6) was significantly less than that
observed in untreated cells (2.89±0.47; n¼ 6; Po0.05;
Figure 7). The inhibitor was without effect on the slope of
acidification measured in principal cells in the same tubules
(Figure 7). OMCDs isolated from acid-loaded rats showed a
twofold higher rate of acidification in acid-secreting inter-
calated cells and in principal cells. However, the rate of
acidification was not affected by 10 mM ZD7298 in either cell
type in tubules isolated from CMA rats.

DISCUSSION

Our data show that HCN2 is localized to cells in the distal
nephron of the cortex and medulla. HCN channels are cation
selective but only weakly selective for Kþ over Naþ , with
variable permeability ratios of about 5:1 (refs 4,35,36).
Because NH4

þ and Kþ have an identical hydrodynamic
radius,37 it is not surprising that NH4

þ permeates HCN
channels. In fact, NH4

þ can produce HCN pacemaker
currents in photoreceptors.38 Despite the HCN channel
preference for conducting Kþ , under physiological condi-
tions, native inward currents will be carried predominantly
by Naþ because of its greater electrochemical gradient. How-
ever, metabolic conditions are expected to influence the

Cortex Cortex P-ads

Medulla P-ads

Inner strip

Outer strip

OM

IM

Figure 2 | Immunofluorescence detection of subtype 2 of
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cationic
non-selective (HCN2) channels. Sagittal sections display positive
immunoreactivity for HCN2 in the cortex and in the outer (OM)
and inner medulla (IM). Suppression of immunoreactivity is shown
when antibodies are preincubated with an excess of control
peptide (P-ads) 1 h before the overnight incubation. Bar¼ 50mM.
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cation selectivity of HCN2 channels in the distal nephron in
order to maintain electrolyte and acid–base homeostasis.

The renal response to metabolic acidosis includes increased
expression of various ion transport proteins that contribute to
increased synthesis and excretion of NH4

þ and the net
production and absorption of HCO3

�. This adaptation allows
the kidney to enhance ammoniagenesis and gluconeogenesis
from plasma glutamine to recover acid–base balance. NH4

þ accu-
mulates in the renal medulla during acidosis, provoking counter-
current multiplication and energy-dependent recycling between

the ascending (tALH) and descending thin limbs (tDLH)39 and
the thick ascending limb of Henle’s loop.17 Approximately 80%
of NH4

þ excreted in the urine is translocated across the acid-
secreting intercalated cells of the collecting duct.40

HCN2 protein expression was not regulated by CMA in
plasma membranes from the cortex and medulla, and there-
fore HCN2 appears to be a constitutive membrane protein in
the distal nephron. In contrast, in CMA, protein upregulation
of HCN2 in tDLH (Supplementary Figure S2 online)
suggests that HCN2 serves as an NH4

þ entry pathway that
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Figure 3 | Subtype 2 of hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cationic non-selective (HCN2) channels is localized to
distal nephron segments in the rat cortex and in the outer and inner medulla. Sections were colabeled with antibodies directed
against HCN2 and aquaporin 2 (AQP2) or aquaporin 1 (AQP1), visualized with secondary antibodies conjugated to Alexa 488 (green) and
Alexa 594 (red (Invitrogen, Carlsbad, CA)). HCN2 is expressed exclusively in the connecting and collecting ducts (merged). Bar¼ 50 mm.
CCD, cortical collecting duct; CNT, connecting tubule.
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facilitates the passive secretion of NH4
þ and then the counter-

current multiplication of NH4
þ in the rat renal medulla.

Control experiments in oocytes show that block by
ZD7288 decreases when [NH4

þ ]o is elevated (Supplementary
Figure S3 online), as suggested by Cheng et al.41 ZD7288-
induced block of HCN2 is voltage dependent and modulated
by [Kþ ]o. This voltage-dependent block seems to be caused
by an increased influx of permeant ions (Kþ , NH4

þ , and
Naþ ) that relieves channel block, similar to the [Kþ ]o-
dependent clearing of tetraethylammonium from the inner
pore of delayed rectifier Kþ channels in squid axon.42

We detected a strong expression of immunodetectable
HCN2 channel in both acid-secreting intercalated cells
and principal cells. However, the activity of the channel, mea-
sured as inhibitor-specific intracellular acidification follow-
ing exposure to basolateral NH4Cl, was detected only in acid-
secreting intercalated cells under basal conditions (control,

Figure 7b). Our inability to detect robust HCN2 activity in
principal cells does not support the hypothesis that HCN2
participates in pH homeostasis. What can be the function of
HCN2 channels in principal cells then? Our findings predict
that Naþ can enter principal cells by HCN2 and favor Kþ

secretion by potassium channels. In fact, urinary Kþ secre-
tion in the cortical collecting duct depends on both apical
and basolateral Naþ entry.43 Naþ entry via HCN2 channels
in principal cells might be an alternative pathway for
providing substrate for and stimulating Naþ–Kþ–ATPase
activity in the absence of luminal Naþ entry, as has also been
proposed for the basolateral Naþ /Hþ exchanger.43 Further-
more, Naþ might also enter acid-secreting intercalated cells
by HCN2 channels and favor Kþ secretion by Kv1.3 channels
in animals fed a high Kþ diet, as we described recently.44

In conclusion, the function of cation-non-selective HCN2
channels in responding to variations in renal metabolism
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Figure 4 | Immunolocalization of subtype 2 of hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cationic non-selective (HCN2)
channels in principal and acid-secreting cells in the outer medullary collecting duct. Double-immunofluorescence labeling with
antibodies directed against HCN2 (secondary: Alexa 488; green) and aquaporin 2 (AQP2; secondary: Alexa 594; red) or the H–ATPase
B1-subunit (secondary: Alexa 594; red). Cells that express both HCN2 and AQP2 or H–ATPase are shown in the bottom panels (merged).
AQP2 and H–ATPase are observed in apical membranes (*), whereas HCN2 is in the basolateral membranes (arrows). Bar¼ 25mm.

Table 1 | Blood composition and urine pH from control and acidotic rats

Group BW (g) pH urine Cl� (meq/l) Na+ (meq/l) K+ (meq/l) CO2 (meq/l) BUN (meq/dl) SCr (mg/dl)

Control, n=7 215±0.8 6.7±0.07 122±4.7 149±1.3 3.8±0.3 19.2±1.6 22.9±1.5 0.48±0.1
Acidosis (5 days), n=5 209±6 5.9±0.01 136±2 149±1.1 2.8±0.3 11.2±0.8 31.8±3.4 0.36±0.04
P-value NS 0.000003 0.03 NS NS 0.002 0.02 0.02

Abbreviations: BUN, blood urea nitrogen; BW, body weight; Cr, creatinine; NS, not significant; SCr, serum Cr.
Serum electrolytes, total CO2, Cr, and BUN levels were measured in control rats (water; n=7) or in those subjected to metabolic acidosis (280 mM NH4Cl intake for 5 days; n=5).
Values are means±s.e.
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is likely determined by the repertoire of ion transporters
expressed in principal cells and in acid-secreting intercalated
cells.

HCN channels are half-maximally activated (V0.5) in the
voltage range from –60 to –100 mV;45 however, V0.5 can be
displaced toward depolarizing values depending on the cell
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environment. Acid-secreting intercalated cells in the rat
connecting tubule and cortical collecting duct are charac-
terized by a low membrane potential (–36 mV).46 Therefore,
HCN2 channels to be activated must be modulated by
extra- and/or intracellular factors. In fact, HCN2 voltage
activation is profoundly shifted to more positive potentials by
cyclic AMP,45 endogenous phosphatidylinositol 4,5-biphos-
phate,47,48 and by activation of P38 mitogen-activated protein
kinase.49 In addition, bicarbonate has also a stimulatory effect
on the generation of cyclic AMP by a soluble adenylyl cyclase
in acid-secreting intercalated cells.50 Furthermore, currents
carried by HCN2 show strong Cl� dependence.51

Our inability to detect a significant effect of ZD7288 on
the acidification rate in acid-secreting intercalated cells in
OMCDs isolated from acidotic rats was unexpected. Similar
to native HCN, HCN2 is modulated by cytosolic pH and is
not sensitive to changes in external pH. Intracellular
acidification induces a downregulation of the current by
shifting the activation curve to the left and also slows down
the speed of activation. In contrast, alkalinization enhances
the current by shifting the activation curve to more
depolarized voltages and, in addition, accelerates opening
kinetics.52 As the resting pHi in acid-secreting intercalated
cells (namely, B7.2) is unaltered during CMA, presumably
because of adaptation of the efficient Hþ extrusion pathways
and intracellular buffering,53 one cannot attribute the loss of
inhibitor sensitivity to a CMA-induced change in pHi.
Clearly, further studies will be necessary to unravel the role of
HCN2 in CMA.

OMCDs isolated from acid-loaded rats showed a twofold
higher rate of acidification in acid-secreting intercalated
cells and in principal cells than was detected under control
conditions. These results suggest that the increased rate
of acidification in microperfused tubules from animals

subjected to CMA may be due to enhanced apical and/or
basolateral expression of other NH3 transport pathways,
including the NH3 transporter family member Rhcg in
principal cells and in acid-secreting intercalated cells.54

Although one may argue that the most precise evidence
supporting a physiological role of HCN2 in the renal regu-
lation of acid–base homeostasis would be to study mice with
targeted deletion of HCN2 in acid-secreting intercalated cells,
adaptation of the animals to the loss of the gene product by
upregulation of alternate pathways for NH4

þ excretion may
impact expression of a phenotype. Therefore, future studies
should be directed to generating conditional knockouts of
HCN2 in the unique cell populations comprising the
collecting duct.

There has been extensive investigation focused on
identifying the specific transport proteins in acid-secreting
intercalated cells responsible for basolateral NH4

þ uptake, a
necessary step in urinary acidification. The Na/K/2Cl
cotransporter NKCC1 is expressed in the basolateral
membrane of acid-secreting intercalated cells in the OMCD
and inner medullary collecting duct.55 However, NKCC1 does
not seem to participate in NH4

þ transport in acid-secreting
intercalated cells.56 NH4

þ uptake by Na–K–ATPase is an
important determinant of pHi and net acid secretion but
only in the rat terminal inner medullary collecting duct.57

Importantly, Rhcg found in principal cells and in acid-
secreting intercalated cells appears to account partially for
basal NH3 excretion and to contribute to increased NH3

excretion with CMA.26,58

In summary, our findings demonstrate that basolateral
HCN2 is a pathway for NH4

þ uptake in acid-secreting inter-
calated cells under basal conditions, suggesting its partici-
pation in NH4

þ transepithelial transport and, in turn,
in urinary NH4

þ excretion in the distal nephron of the
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Figure 7 | (Ammonium) NH4
þ uptake by subtype 2 of hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cationic non-selective

(HCN2) channels in microperfused rat outer medullary collecting ducts (OMCDs). (a) Effect of the HCN2 inhibitor ZD7288 (10 mM) on the
response of OMCD principal (PC) and acid-secreting intercalated (IC) cells to an NH4Cl pulse. OMCDs were loaded with 15mM of the
acetoxymethyl ester of 2070-bis(-2-carboxyethyl)-5(and 6)-carboxyfluorescein (BCECF) (Supplementary Material online). The fluorescence
ratio intensities (FIRs; 490/440 nm) were measured over time in individually identified cells in untreated and inhibitor-treated OMCDs.
The mechanisms accounting for the three phases of the response (initial alkalinization, slow acidification, and then rapid acidification) are
discussed in Supplementary Material online. The slopes of the slow acidification (measured over the initial 60 s and normalized to 1000 s)
were calculated by exponential curve fitting of the fall in FIR from the peak value. (b) Sensitivity of basolateral NH4

þ uptake into OMCD
intercalated and principal cells to 10mM ZD7288, an inhibitor of HCN2. In microperfused control rat OMCDs, ZD7288 led to a statistically
significant reduction in the slope of acidification (over the first minute; presumably reflecting NH4

þ entry across the basolateral membrane;
*Po0.05) in acid-secreting intercalated but not principal cells. In OMCDs isolated from rats adapted to chronic acidosis, ZD7288 did not
produce a significant effect.
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mammalian kidney. Future experiments must be performed
to elucidate the role of HCN2 in CMA in the distal nephron.

MATERIALS AND METHODS
Care and handling of animals
See Supplementary Material online.

RNA purification and reverse transcription-PCR
Total RNA was isolated as described by Carrisoza-Gaytán.44 Comple-
mentary DNA was synthesized from 5mg of cortex RNA using the
random primer p(dN)6 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland) and
reverse transcribed with MLV reverse trancriptase (Invitrogen) accor-
ding to the manufacturer’s instructions. A set of primers were
designed, derived from the exon sequences of rat HCN2 (NM_
053684). Exons 2–4 were amplified with degenerate primers 50-TGCTG
CAGCCKGGSGTCAACAARTTCTCCCT-30 (sense) and 50-CATGTAC
TGCTCCACYTGCTTGTACTTCTC-30 (antisense); exons 5 and 6 were
amplified with primers 50-TACAAGCAAGTGGAGCAG-30 (sense) and
50-CCCCAAAATAGGAGCCAT-30 (antisense). DNA fragments were
amplified, purified, and sequenced as reported by Carrisoza-Gaytán.44

Real-time reverse transcription-PCR
Reverse transcription was carried out with 2.5mg of total RNA using
200 U of Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
(Invitrogen). The mRNA levels of HCN2 were quantified using the
ABI Prism 7300 Sequence Detection System (TaqMan, Applied
Biosystems, ABI, Foster City, CA). Primers and probes were ordered as
Rn01408575_gH (Assays-on-Demand, ABI). As an endogenous control,
we used eukaryotic 18S rRNA (predesigned assay reagent applied by ABI,
external run). The relative quantification of gene expression was
performed using the comparative Connecticut method.59

Western blot analysis
Membrane sample extraction was performed as previously described.44,60

Plasma membranes were obtained by centrifugation at 17,000 g for
20 min and microsomes at 150,000 g for 1 h at 4 1C. Immunoblots were
performed with a rabbit anti-HCN2 antibody from Alomone (Jerusalem,
Israel) (1:200) following procedures previously established.44,60 Mem-
brane samples (100mg) were electrophoretically separated in 10%
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and electroblotted to a nylon
membrane. Non-fat dry milk (5%) (Bio-Rad, Hercules, CA) in TBS-T
(20 mM Tris-HCl, 136 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.6) was added for
1 h. Each blot was first incubated with an anti-HCN2 antibody at 4 1C
overnight and then with donkey anti-rabbit IgG coupled to horseradish
peroxidase (1:5000; Amersham Biosciences, Freiburg, Germany), the
secondary antibody, for 1 h. Immunoblots were detected using ECL plus
detection reagents (Amersham Biosciences).

Glycosidase assay
The procedure is described in Supplementary Material online.

Immunofluorescence assays
Procedures are described in detail in Supplementary Material online.

HCN2 expression and electrophysiological assays in Xenopus
laevis oocytes
Procedures are described in Supplementary Material online.61

NH4
þ uptake assay in microperfused rat OMCD

The methodology is described in detail in Supplementary Material
online.62–66
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