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I. Lista de abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

AE1: Intercambiador anidnico cloruro-bicarbonato
a-KG: Alfa-cetoglutarato

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ATP: Trifosfato de Adenosina

B°AT1: Cotransportador de aminoacidos neutros
Ca?*: 16n calcio

CaMKIl: Proteina cinasa Il calmodulina dependiente de Ca?*
CCC: Conducto colector cortical

CCME: Conducto colector de la médula externa
CCMI: Conducto colector de la meédula interna

Ce: Cerebelo

ClI: 16n cloruro

CNBD: Dominio de union a nucleétidos ciclicos
CO2: Diéxido de carbono

Cor: Corazén

Cx: Corteza renal

DAH: Porcion delgada ascendente del Asa de Henle
DDH: Porcion delgada descendente del Asa de Henle
ENaC: Canal epitelial de sodio

FEK: Fraccion excretada de potasio

GA: Glutaminasa

GAMH: Porcion gruesa ascendente del Asa de Henle
GDH: Glutamato deshidrogenasa

GIn: Glutamina

Glu: Glutamato

H*: Protén

H20: Agua

HCN: Canales catidnicos activados por hiperpolarizacion y modulados por
nucledtidos ciclicos

HCOs": Bicarbonato

HRP: Peroxidasa de rabano

IgG: Inmunoglobulina G

K*: 16n potasio

KCR1: Proteina reguladora de canales de potasio
Kv1.3: Canal de potasio activado por voltaje 1.3
MaxiK: Canal de potasio de gran conductancia

Me: Médula renal

Mg?*: 16n magnesio

MinK: Proteina minima de canal de K*



MINT2: Proteina blanco de interaccion nuclear

MiRP1: Proteina relacionada con MinK

Na*: |6n sodio

NBCe1: Cotransportador sodio-bicarbonato electrogénico (Na*/3HCO3)
NBCn1: Cotransportador sodio-bicarbonato electroneutro (Na*/HCO3")
NHs: Amoniaco

NH4*: 16n amonio

NHE-3: Intercambiador sodio-protén

NKCC: Cotransportador sodio-potasio-cloruro (Na*/K*/2CI)
OAA: Acido oxaloacético

p38-MAPK: Proteina cinasa activada por mitbgeno

PEP: Fosfoenol piruvato

PEPCK: Fosfoenolpiruvato carboxicinasa

PIP2: Fosfatidil inositol 4,5 bifosfato

PKC: Proteina cinasa C

Rhbg: Glicoproteina Rhesus B

Rhcg: Glicoproteina Rhesus C

ROMK: Canal de potasio de la médula externa renal
SNAT: Transportador de aminoacidos neutros

TBS-T: Amortiguador salino Tris con Tween al 0.1%

TCA: Ciclo de los acidos tricarboxilicos

TCD: Tubulo contorneado distal

TCN: Tubulo conector

TCP: Tubulo contorneado proximal

TRP: Tubulo recto proximal

V-ATPasa: ATPasa vacuolar transportadora de protones



. RESUMEN

Los canales cationicos activados por la hiperpolarizacion y modulados por
nucledtidos ciclicos (HCN) son canales permeables a sodio (Na*) que
participan en la regulacion de la actividad marcapaso. Existen 4 isotipos
(HCN1- 4) y se encuentran distribuidos principalmente en el tejido nervioso y

cardiaco.

Recientemente, en nuestro laboratorio, se identificod a la familia de canales
HCN en el rifidn de la rata y se observé que se expresan de manera diferencial
a lo largo de la nefrona. Asimismo, se demostr6 que el canal HCN2 se
encuentra en la membrana basolateral de las células intercaladas secretoras
de acido del conducto colector y que participa en el transporte transcelular del

ion amonio (NH4™").

Las excrecién de NH4* en la orina a través de las células intercaladas es muy
importante para la regulacién del pH sanguineo debido a que es el principal
amortiguador urinario, por lo que su sintesis y transporte le permite a los

rinones incrementar la excrecion de protones.

Sin embargo, también en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, se
observé que en ratas con acidosis metabdlica crénica no se alteran los niveles

del canal HCN2, pero si se regula a la baja la abundancia relativa del RNAm.

Se sabe que existe una estrecha relacion entre los niveles plasmaticos de
potasio (K*) y la produccion renal de amonio, lo que a su vez regula el equilibrio
acido base. Por ello, en este proyecto se evaluo el efecto de una dieta con alto
contenido de K* (10%) sobre los niveles del canal HCN2 en el epitelio renal de
la rata, para lo cual se estudiaron dos grupos: control, sometido a una dieta
con contenido estandar de K* (0.6%) y experimental, alimentado con una dieta
alta en K* (10%).

La dieta alta en K* provocd una disminucion de los niveles del canal HCN2 en
la corteza renal con respecto al grupo control, mientras que en la médula renal
tuvo el efecto contrario, es decir, indujo un incremento de los niveles del
HCN2.



Estos resultados sugieren que en estas condiciones el canal HCN2 funciona
como un canal de sodio y, en consecuencia, su abundancia se regula a la baja
en la corteza renal, mientras que en la médula renal, se regula a la alta para

favorecer la eliminaciéon del exceso de K* en la orina.



. INTRODUCCION

3.1 CANALES IONICOS

La membrana plasmatica es un complejo supramolecular compuesto por
fosfolipidos, proteinas (transmembranales y periféricas), carbohidratos y
colesterol. Constituye una barrera selectivamente permeable que separa
fisicamente a la célula del ambiente externo y permite regular la composicion

del medio interno, de manera que éste sea favorable para la vida.

Las proteinas transmembranales que permiten el paso de solutos a través de la
membrana plasmatica son 1) las proteinas que forman poros, comunmente
llamados canales ionicos y 2) las proteinas transportadoras (por simplicidad
denominadas transportadores). Los canales idnicos se clasifican en términos

de su selectividad idnica y sus mecanismos de regulacién (Aidley, 1998).
Por su selectividad idénica se dividen en:
Canales catiénicos Canales anidnicos
» Canales de sodio (Na™) » Canales de cloruro (CI)
» Canales de potasio (K*)
> Canales de calcio (Ca?*)

> Canales catidonicos no selectivos

Por su mecanismo de regulacion se dividen en:
» Canales dependientes de voltaje
» Canales regulados por ligando

» Canales regulados por su combinacion con ligandos internos (tales

como: iones calcio, ATP, nucledtidos ciclicos, etc.)
» Canales sensibles a presion

» Canales de uniones celulares (conectan el citoplasma de dos células

adyacentes)



Los trasportadores se unen al soluto que va a ser transportado y sufren una
serie de cambios conformacionales que permiten su transferencia. Algunos
pueden catalizar un transporte activo, es decir, el transporte de un soluto en
contra de su gradiente de concentracion, el cual requiere un aporte
energético tal como la hidrélisis de ATP. Los canales i6nicos no unen al
soluto, forman poros hidrofilicos que atraviesan la bicapa lipidica, dichos

poros son estrechos, selectivos y no se encuentran abiertos continuamente

(Figura 1).
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Figura 1. Transportadores y canales iénicos (modificada de Cooper, 2000). a) Muestra el
mecanismo de transporte a través de una proteina transportadora. El soluto se une a un sitio
de la proteina, expuesto extracelularmente, lo que induce un cambio en su conformacién y una
vez que libera al soluto en el interior de la célula, regresa a su conformacion inicial. b) Muestra
el mecanismo de transporte a través de un canal. En la conformacion cerrada el flujo de iones
es bloqueado por una “compuerta”. La apertura de la compuerta permite rapidamente el flujo
de iones a través del canal. *Por simplicidad en esta imagen se describe el paso de solutos
desde el liquido extracelular hacia el citosol, sin embargo, el transporte también ocurre en la
direccion contraria, lo cual depende del tipo de proteina transportadora y de las necesidades de
la célula.

Ademas, los canales suelen presentar una elevada selectividad para
determinada especie idnica y se caracterizan por un umbral especifico de
activacién (Conti, 2010). El transporte a través de los canales siempre es a
favor del gradiente de concentracion (trasporte pasivo). Respecto a su
eficiencia de transporte, los canales tienen ventaja sobre los transportadores,

ya que permiten que iones con el tamafo y carga adecuados crucen la
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membrana a favor de sus gradientes electroquimicos a velocidades 1000 veces

mayores que las que se alcanzan mediante un transportador (Alberts, 2002).

3.2 CANALES DEPENDIENTES DE VOLTAJE

La mayoria de los canales dependientes de voltaje se abren después de una
despolarizacion, es decir, el cambio del potencial de membrana hacia valores
menos negativos que su potencial en reposo, pero también existen canales que
se activan cuando ocurre una hiperpolarizacion, es decir, una acentuacion del

potencial en reposo hacia valores mas negativos (Conti, 2010).

Los canales dependientes de voltaje desempefian una funcion clave en los
mecanismos que determinan la liberacion de neurotransmisores en las
terminaciones nerviosas y participan en la actividad ritmica espontanea de las

células marcapaso (Alberts, 2002).

3.3 CANALES CATIONICOS ACTIVADOS POR HIPERPOLARIZACION Y
MODULADOS POR NUCLEOTIDOS CiCLICOS (HCN)

Los canales catidnicos activados por hiperpolarizacién y modulados por
nucleodtidos ciclicos (HCN) permiten el flujo de Na* en condiciones fisiologicas
(Biel et al., 2009; Kusch et al., 2010), sin embargo, recientemente se demostrd
que en el tejido renal también transportan amonio (Carrisoza et al., 2011).
Existen 4 subtipos (HCN1- 4) y se encuentran ampliamente distribuidos en los

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

El flujo de iones Na*, a través de los HCN, genera una corriente entrante
llamada I|n (Biel et al., 2009; WahI-Schott y Biel, 2009), caracteristica en el

corazén y el cerebro para el control de la actividad de marcapasos eléctrico.

La corriente |n contribuye con diversas funciones nerviosas incluyendo la
determinaciéon del potencial de membrana en reposo, la generacion de
oscilacion neuronal, la regulacion de la integracion dendritica y la transmision

sinaptica, por lo cual esta implicada en multiples procesos fisiolégicos como los
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latidos del corazoén, los ciclos suefio-vigilia, el aprendizaje, la memoria, la

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

Estructura y distribucion

Los canales HCN estan ampliamente distribuidos en el corazén y el cerebro,
sin embargo, también se ha reportado su expresion en tejidos no excitables. En
la Tabla 1 se muestra la distribucion de las cuatro isoformas en diferentes

tejidos.

Tabla 1. Distribucion de la familia de canales HCN en la rata

Isoforma Localizacion

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

HCN2 Talamo, tallo encefalico, bulbo olfativo, ganglios de la raiz dorsal,
células cardiacas, riildn, ovario, células pancreaticas, retina y
glandula pituitaria.

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

HCN4 Bulbo olfativo, talamo, nddulo sinoauricular, fibras de Purkinje,
ganglios de la raiz dorsal, retina, ovario, células pancreaticas,
glandula pituitaria, rindn.

Santoro et al., 2000; Kaupp, 2001; Muller et al., 2003; EI-Kholy et al., 2007; Bolivar et al., 2008;
Yeh et al., 2008; Kouranova et al., 2008; Calejo et al., 2014.

Cada canal posee 4 subunidades, las cuales forman un poro y cada una de
ellas presenta 6 dominios transmembranales (S1-S6), incluyendo un dominio
cargado positivamente (S4) que funciona como sensor de voltaje (Vaca et al.,
2000) y un dominio de unién de nucledtidos ciclicos (cyclic nucleotide-binding
domain, CNBD) en el carboxilo terminal (Figura 2). En la region del poro tienen
un motivo glicina-tirosina-glicina (GYG) entre S5 y S6, el cual funciona como
filtro de selectividad en los canales de K* (Wahl-Schott y Biel, 2009; Macri et
al., 2012).
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C-Linker

CNBD

-

Figura 2. Estructura de los canales HCN (He et al, 2014). Izquierda: se muestra una
subunidad completa con sus seis segmentos transmembranales (S1-S6), el dominio sensor de
voltaje cargado positivamente (S4) y la region del poro que presenta el motivo GYG entre S5y
S6. El carboxilo terminal de los canales HCN contiene a la regién C-enlazadora, que consta de
6 a-hélices (A’-F’), y el dominio de unién a nucledtidos ciclicos (CNBD) que media su respuesta
a AMPc. EI CNBD consta de 3 a-helices (A-C), con una lamina 8 entre las hélices A y B.
Derecha: las cuatro subunidades se ensamblan en tetrameros homomeéricos o heteroméricos.

Cinética y regulacion

La activacién voltaje-dependiente de los canales HCN tiene lugar a voltajes
mas negativos que -50 mV, no obstante dicho potencial varia cuantitativamente
entre los diferentes subtipos del canal HCN. El canal HCN1 se activa alrededor
de -70 mV; el canal HCN2 a -95 mV; el canal HCN3 a -77 mV y el canal HCN4
a -100 mV. Sin embargo, estos potenciales de activacion pueden modificarse

por diversas condiciones (Altomare et al., 2003; He et al., 2014).

La expresion y propiedades funcionales de los canales HCN se diversifican
para adaptarse a sus papeles fisiolégicos correspondientes, a través de una
regulacion precisa. A corto plazo por metabolitos celulares que interactuan
directamente con los canales, o proteinas cinasas que inducen su fosforilacion.
Mientras que a largo plazo se regula su expresion, heteromerizacién o

redistribucion subcelular (He et al., 2014).
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Los canales HCN estan modulados por su unién a AMPc. La sensibilidad de los
canales HCN al AMPc estd mediada por el carboxilo terminal. La unién del
AMPc al CNBD acelera la apertura del canal y cambia el voltaje de activacién a
valores mas positivos (Zagotta et al., 2003; Wahl-Schott y Biel, 2009). Por otro
lado, los canales HCN también estan regulados por su interaccion con
diferentes proteinas y moléculas pequefias (PIP2, Filamina A, KCR1, MiRP1,
MINTZ2, etc.), proteinas cinasas (Tirosina cinasa Src, p38-MAPK, PKC, CaMKII)
y por neurotransmisores extracelulares, asi como por la concentracion

intracelular de iones cloruro y protones (Biel et al., 2009; He et al., 2014).

3.4 ANATOMIA Y FISIOLOGIA RENAL

El rindn es un 6rgano muy importante que tiene diversas funciones: la
excrecion de productos de desecho, la regulacion del equilibrio hidro-
electrolitico y de la presion arterial, el mantenimiento del equilibrio acido-base,
la regulacion de la produccion de eritrocitos, la secrecion, metabolismo y
excrecion de hormonas, asi como la produccién de calcitriol (vitamina D3),

entre otras (Guyton y Hall, 2011).

Los riflones son érganos, con forma de frijol, situados en la pared posterior del
abdomen fuera de la cavidad peritoneal, que forman parte del aparato urinario
junto con la vejiga, uréteres y uretra. En el humano adulto cada rifidon pesa en

promedio entre 140 y 150 gramos, y mide 10 cm de largo por 5 cm de ancho.

En la cara medial de cada rifidn se encuentra el hilio renal, sitio por el cual
pasan las arterias y las venas renales, los nervios renales, los vasos linfaticos y
el uréter. Este ultimo se origina en la pelvis renal, emerge por el hilio renal y
desciende hasta conectarse con la vejiga urinaria. La orina que se forma en los
rinones pasa por los uréteres hasta la vejiga urinaria, en donde se almacena
hasta que este 6rgano se distiende y se produce la miccién para expulsar la
orina a través de la uretra (Drucker, 2005).

Cada rinon esta rodeado por una capsula fibrosa de tejido conectivo que
protege sus estructuras internas. En un corte sagital del rindn se observan dos

regiones principales: corteza y médula La primera es la regién externa y rodea
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por completo a la médula. La segunda ocupa la regiéon central del rifién y se
divide en 8-10 estructuras conicas llamadas piramides renales, tal como se

muestra en la figura 3 (Guyton y Hall, 2011).

Calizmenor
Nefrona (aumentada de tamario)

Papila

Cortezarenal
Pelvis renal
—— Médularenal

Riﬁén—@ @ ; »

Ureter Piramiderenal
Vejiga——< ) 7 Iy
Uretra — * Ureter S ' - Cépsularenal

Figura 3. Organizacion general de los rifiones y del sistema urinario (Guyton y Hall, 2011)

La nefrona es la unidad funcional del rifién. Cada rifién tiene alrededor de 1.2
millones de nefronas (Boron, 2009), cuya regeneracion es muy lenta, por lo que
hay una reduccion gradual de su numero por lesidon, enfermedad o
envejecimiento (Maeshima, 2003; Bruno 2014). Cada nefrona esta integrada
por los segmentos siguientes: el glomérulo (rodeado por la capsula de
Bowman), el tubulo contorneado y recto proximal, el asa de Henle (con una
rama descendente delgada, una ascendente delgada y una ascendente
gruesa), el tubulo contorneado distal y el conducto colector (Figura 3). Cada
segmento esta compuesto por diferentes tipos celulares con funciones de

transporte especificas (Tabla 2).

Los iones se transportan desde el lumen tubular hacia el intersticio por via
transcelular o paracelular. En la primera, la velocidad del transporte de los
iones depende de los gradientes electroquimicos, de los canales idnicos y de
los transportadores presentes en las membranas apical y basolateral; mientras
que en la segunda, los iones pasan a través de las uniones estrechas entre las
células (Boron, 2009).
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Tabla 2. Transporte en los diferentes segmentos de la nefrona

Segmento de la Tipo celular Transporte
nefrona
Tubulo S1yS2 Reabsorcion: Na*, Cl-, K*, H20, HCOs',
contorneado Ca?*, Mg?*, aminoacidos, glucosa, urea
proximal (TCP) fosfato, sulfato, lactato y otros acidos
monocarboxilicos y dicarboxilicos.
Secrecion: H*, NH3/NH4*, bases y acidos
organicos (sales biliares, oxalato, urato,
catecolaminas, etc.).
Tubulo recto S3 Reabsorcion: Na*, ClI, glucosa y urato.
proximal (TRP) Secrecion: K*, cationes organicos
(neurotransmisores mono amina como la
dopamina y noradrenalina y cationes
organicos exogenos como la quinina,
morfina, etc.).
Porcién delgada Células DDH | Reabsorciéon: Na*, H20.
descendente del Secrecion: K*, urea y NH4"™.
Asa de Henle
(DDH)
Porcién delgada Células DAH | Reabsorcion: Na*
ascendente del Secrecién: urea
Asa de Henle
(DAH)
Porcion gruesa Células GAH | Reabsorcién: Na*, Cl, K*, Ca?*, Mg?* HCOs,
ascendente del fosfato y NH4™.
Asa de Henle Secrecion: H*
(GAH)
Tabulo TCD Reabsorcion: Na*, CI-, Ca?*, Mg?*, K*,
contorneado distal HCOs
(TCD) Secreciéon: H*
Tubulo conector | Células TCN | Reabsorcion: Na*, CI-.
(TCN) Células Secrecion: K*
intercaladas
Conducto colector Células Reabsorcion: Na*, CI-.
cortical (CCC) principales | Secrecion: K*
Células (a) Reabsorcién: K*, HCOs-

intercaladas

Secrecion: H*
(B) Reabsorcion: CI-
Secrecion: HCOs

Conducto colector Células Reabsorcion: K*, Na*, ClI, HCO3s
de la médula principales e | Secrecion: NHs, H*
externa (CCME) intercaladas
Conducto colector Células Reabsorcion: Na*, urea, K*
de la médula principales e | Secrecion: NH4*

interna (CCMI)

intercaladas

Alpern y Hebert, 2008; Boron, 2009; Conti, 2010; Guyton y Hall, 2011.
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Hay dos tipos de nefronas, las corticales y las yuxtamedulares (Figura 4). Las
primeras son las mas abundantes, su glomérulo se localiza en la parte mas
superficial de la corteza y tienen asas de Henle cortas que terminan en el sitio
donde comienza la médula interna. En cambio, las nefronas yuxtamedulares
son menos abundantes, sus glomérulos se localizan en la parte profunda de la
corteza renal, cerca de la médula externa, y presentan largas asas de Henle

que atraviesan la médula y desembocan en las papilas renales.

Tabulo colector inicial
Tabulo conector (Tcn) ™~
(TCN) N e

Tabulo
contorneado
distal (TCD)

Tabulo colector
cortical (TCC)
\\ 3

Nefrona

~
Vena vuxtamedularv__%r \
renal '
Arteriola \
aferente
Capsula y
espacio
de Bowman
. Tibulo —
Arteria contorneado Mo
renal proximal (TCP) |

Tibulo recto
proximal (TRP)

Porcion gruesa | -
ascendente del Asa \
de Henle (GAH) |

Porcion delgada ‘
descendentedelAsa -——
de Henle (DDH)

Porcién delgada
ascendente del
Asa de Henle (DAH)

| .
’ ~MEDULA EXTERNA
[

L, Conducto

| colector dela
/ médula externa

| (CCME)

|
f
f
fL MEDULA INTERNA

|
Conducto colector

l\ de la médula interna

J

(ccm)
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Figura 4. Estructura de la nefrona (Traducida de Boron, 2009)

La formacion de orina, mecanismo por el cual se excretan diferentes

cantidades de agua, iones y productos de desecho, es el resultado de tres

procesos renales:
1) Filtracion glomerular.

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

3) Secrecion de sustancias desde la sangre hacia los tubulos.
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Cada uno de estos procesos se regula de acuerdo a las necesidades del
organismo. En el proceso de filtracién glomerular, una gran cantidad de agua y
solutos pasa desde los capilares glomerulares hacia la capsula de Bowman. La
mayor parte de las sustancias del plasma se filtran libremente, excepto las

proteinas plasmaticas debido a su tamafio y carga negativa.

A medida que el ulltrafiltrado del plasma abandona la capsula de Bowman y
pasa por el tubulo de células epiteliales, su composicion se modifica por la
reabsorcion de agua y solutos hacia la sangre, y por la secrecion de algunas
sustancias desde los capilares peritubulares hacia la luz tubular. De este modo,
el rifdn regula la excrecion o reabsorcion de diferentes sustancias dependiendo
de las necesidades del organismo. Por ejemplo, algunas sustancias como la
glucosa, los aminoacidos, el bicarbonato (HCOs), etc. se reabsorben
totalmente en los tubulos, por lo que su excrecién urinaria es casi nula. Los
productos de desecho, como la creatinina, se reabsorben mal, por lo cual casi
el 100% de la cantidad filtrada se excreta. En el caso de los iones del plasma,
su reabsorcion y excrecion varian dependiendo de los requerimientos

corporales (Guyton y Hall, 2011).

3.4.1 REGULACION RENAL DEL EQUILIBRIO ACIDO-BASE

La regulacion del pH es critica para el funcionamiento de las células, por lo
tanto el pH extracelular debe mantenerse dentro de un margen estrecho. El
espectro de valores de pH extracelular compatible con la vida se encuentra

entre 6.8 y 7.8, siendo los valores normales de 7.35-7.45 (Conti, 2010).

Para alcanzar la homeostasis acido-base debe existir un equilibrio entre la
ingestion o la produccién de iones hidrégeno (H*) y su eliminaciéon neta del
organismo. El control preciso de la concentracion de H* en el liquido extra e
intracelular implica distintos procesos. Los pulmones y los rifiones regulan el
balance acido-base de la sangre, a través del control independiente de los dos
componentes del sistema de amortiguacién principal del cuerpo: CO2y HCOgs
(Boron, 2009).
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El organismo produce &cidos volatiles (CO2) y no volatiles (acido sulfurico,
acido fosforico y amonio), que proceden principalmente del metabolismo de las
proteinas. EI mecanismo principal de eliminacion de los acidos no volatiles es

la excrecion renal.

Los rifones regulan el equilibrio acido-base al excretar orina acida o basica,
segun se requiera, mediante tres mecanismos basicos: 1) secrecién de H*; 2)

reabsorcion del HCOs filtrado, y 3) produccién de nuevo HCO3s  y amonio.

La secrecion de H* y la reabsorcion de HCOs" tienen lugar en casi todas las
porciones del tubulo renal, salvo en las ramas delgadas descendente y
ascendente del asa de Henle. Alrededor del 80-90% del bicarbonato se
reabsorbe en los tubulos proximales, en la porcidon gruesa ascendente del asa
de Henle se reabsorbe otro 10% y el resto en el tubulo distal y el conducto

colector (Guyton y Hall, 2011).

Transporte de H* y HCOs3" en los segmentos tubulares proximales

En las células epiteliales del tubulo proximal, la secrecién de H* tiene lugar
gracias a la presencia de un intercambiador sodio-proton (NHE3) en la
membrana luminal, que utiliza el gradiente de sodio (Na*) generado por la
ATPasa Na*/K* para transportar Na* a favor de su gradiente de concentracion

y H* en contra de su gradiente de concentracién (Curthoys y Moe, 2013).

El HCOs filtrado reacciona en el lumen con el H* secretado para formar
H2COs3, que se disocia en CO2 y H20. EI CO2 se difunde hacia el interior de las
células tubulares, donde reacciona con H20 (bajo la accién de la anhidrasa
carbodnica tipo Il) para formar H2COs, el cual se disocia a su vez en HCOs y
H*. Los H* se secretan hacia el lumen y el HCOs3 se transporta hacia el
intersticio por el co-transportador Na*/3HCOs~ (NBCe1) presente en la
membrana basolateral de los tubulos proximales (Koeppen, 2009; Curthoys y
Moe, 2013).

Los mecanismos mediante los cuales se reabsorbe el HCO3 en la rama
ascendente gruesa del asa de Henle son similares a los descritos en el tubulo

proximal. Sin embargo, algunas de las isoformas de los transportadores
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involucrados son diferentes, por ejemplo, la salida de HCO3  hacia el intersticio
se da a traveés del cotransportador Na*/HCO3™ (NBCn1) (Koeppen, 2009).

Intersticio
Lumen
+ NHE-3
Na Na* ngea
HCO3 H* H*

Y ‘_Y" 3HCO3
H2CO3 Pasa

Anhidrasa Anhidrasa

carbodnica carbonica 3

Tipo IV Tipo ll 2K

HZO 3 CO2 —< C02

Figura 5. Manejo de H* y HCO3" en los segmentos tubulares proximales (Modificado
de Goldfarb, 2003).

Transporte de H* y HCOs" en los segmentos tubulares distales

En la region distal de la nefrona el epitelio tubular secreta H* mediante el
transporte activo primario, gracias a la presencia de la ATPasa vacuolar

transportadora de protones (V-ATPasa) en la membrana luminal.

La secrecion activa de H* tiene lugar en las células intercaladas tipo alfa,
situadas en la porcion final del tubulo contorneado distal y a lo largo del

conducto colector (Boron, 2009)

El CO:2 disuelto en la célula se combina con H20 para formar H2COs, el cual se
disocia en HCOs™ que se reabsorbe hacia la sangre y H* que se secreta hacia
el lumen por la V-ATPasa. El HCOs™ atraviesa la membrana basolateral via el
intercambiador CI-/HCOs AE1 (Wagner, 2009).

La secrecion de H* en la nefrona distal representa sélo un 5% de la cantidad
excretada de H*, sin embargo, es un mecanismo importante para la formacién
de orina con la maxima acidez. La concentracion de H* puede aumentar hasta

900 veces en los conductos colectores, reduciendo el pH en el liquido tubular
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hasta 4.5, el limite inferior de pH que pueden lograr unos rifiones normales
(Guyton, 2011).

Liquido Células tubulares Luz tubular
intersticial

renal

CI‘---.@-> Cl- bl LBl 2 ¢n
~<§~-~~<=-=-=- HCO;+H' Q » H+

H,CO,

Anhidrasa
carbonica

H20 Tipo 1l
+
CO, o e

Figura 6. Manejo de H* y HCO3  en las células epiteliales intercaladas de los segmentos
tubulares distales (Modificado de Guyton y Hall, 2011).

Sistema amortiguador del amonio

La homeostasis acido-base depende del metabolismo renal de amonio.
Grandes cantidades de bicarbonato se filtran por el glomérulo, pero en
condiciones normales los tubulos renales reabsorben practicamente todo el
bicarbonato filtrado. Por lo tanto, la generacién de nuevo bicarbonato es
necesaria para reponer el alcali consumido en el amortiguamiento de acidos

enddgenos y exogenos.

En condiciones normales, el 60-70% de nuevo bicarbonato formado por el rifidn
se debe al metabolismo renal de la glutamina (Weiner y Hamm, 2007). El
amonio (NH4*) y el bicarbonato se sintetizan simultdneamente en las células
tubulares (principalmente en el tubulo proximal) por la degradacién de la
glutamina (GlIn), la cual procede del metabolismo de los aminoacidos en el
higado (Boron, 2009).
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El tabulo proximal reabsorbe glutamina tanto del lumen como del intersticio
gracias a cotransportadores de Na*/GIn. Una vez dentro de las células
epiteliales la glutamina se metaboliza en la mitocondria bajo una serie de pasos
enzimaticos. Primero, la enzima glutaminasa (GA) actua sobre la glutamina
transformandola en NHs4* y glutamato. Este ultimo, se transforma en a-
cetoglutarato (aKG) y NH4*, bajo la accién de la glutamato deshidrogenasa
(GDH). Posteriormente, se obtienen dos HCOs™ a partir del metabolismo del a-

cetoglutarato (Figura 7).

Lumen

BoAT1 SNAT
Na*/Gln ) > GIn f

+
Na*/Gln Intersticio

Glucose

Figura 7. Amoniogénesis en el tubulo proximal (modificada de Weiner y Hamm, 2007). La
glutamina se transporta a través de la membrana apical y basolateral hacia el interior de la
célula. En la mitocondria, la enzima glutaminasa (GA) genera el primer i6n amonio y la
glutamato deshidrogenasa (GDH) produce el segundo. El metabolismo del a-cetoglutarato (a-
KG) conduce a la formacién de un ion HCOs. Ademas, el metabolismo en el citoplasma resulta
en la produccion de un segundo HCOs'. Por lo tanto, el metabolismo completo de una molécula
de glutamina produce dos NH4* y dos HCOs- Los circulos azules denotan proteinas
transportadoras. Las lineas grises punteadas indican componentes menores de transporte y las
lineas grises sélidas un componente mayor de transporte. Otras abreviaturas: NHE-3,
intercambiador Na*/H* tipo 3; OAA, acido oxaloacético; PEP, fosfoenolpiruvato; PEPCK,
fosfoenolpiruvato carboxicinasa; TCA, ciclo de los acidos tricarboxilicos; SNAT (Synaptic
neutral aminoacid transporter), transportador de glutamina; B°AT1, cotransportador de
aminoacidos neutros; NBC1 cotransportador Na*/3HCOgs-
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El NH4* que se produce en el tubulo proximal se secreta hacia el lumen por la
difusion de amoniaco (NHs) y el transporte de NH4* por el intercambiador apical
Na*/H* (NHE-3). El HCO3s se reabsorbe junto con el Na* a través de la
membrana basolateral hacia el liquido intersticial (Boron, 2009), tal como se
muestra en la Figura 7. Posteriormente, el NH4" luminal se reabsorbe
parcialmente en los segmentos distales del tubulo proximal (S3) y en la rama
ascendente gruesa del asa de Henle. En este ultimo segmento el NH4* puede
sustituir al K* (debido a que tienen propiedades biofisicas similares) en el
cotransportador apical Na*/K*/2CI- (NKCC2) y atravesar la membrana
basolateral via el intercambiador Na*/H* (NHE-4). Parte de este amonio se
recicla en el asa descendente delgada de Henle por canales de NH4* aun no
identificados y por la difusién pasiva de NHs (Weiner y Hamm, 2007; Han,
2011).

La absorcion de NH4" en la rama ascendente gruesa del asa de Henle y la
secrecion pasiva de NHs en la rama descendente delgada del asa de Henle
provocan la acumulacién de NH4* en el intersticio medular, lo que da lugar a
un gradiente de concentracion que favorece su entrada al lumen de los

conductos colectores (Weiner y Verlander, 2011).

La secrecion de amonio en el conducto colector contribuye con la mayor parte
(~80%) del contenido de NH4* en la orina y se lleva a cabo en las células
intercaladas secretoras de acido (Weiner y Hamm, 2007). EI amonio pasa del
intersticio al citoplasma de la célula intercalada a través de canales de NH4*
HCN2 (Carrizosa et al., 2011) y canales de NH3 Rhbg/Rhcg en la membrana
basolateral (Weiner y Verlander, 2011). Por ultimo, sale de las células a través
de canales de NH3 Rhcg presentes en la membrana apical. En el lumen el NH3
se combina con H* para formar NH4*, que se excreta. (Weiner y Verlander,
2011).

3.4.2 HOMEOSTASIS DEL POTASIO (K%)

El K" es el cation intracelular mas abundante y su concentracion extracelular se
encuentra regulada en 4.2 mEq/L, aproximadamente. El mantenimiento de

dicha concentracién es de vital importancia puesto que muchas funciones
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celulares son sensibles a los cambios en la concentracion de potasio (Guyton y
Hall, 2011).

El K* tiene dos funciones fisioldgicas principales: 1) La diferencia entre la
concentracion intracelular y extracelular de potasio es el determinante principal
para el establecimiento del potencial de membrana en reposo de una célula. El
potencial de membrana en reposo permite la generacién del potencial de
accion, el cual se requiere para el funcionamiento neuronal y muscular normal,
asi como para la secrecién exocrina de hormonas. 2) EI mantenimiento de la
concentracion intracelular de K* dentro del rango normal es indispensable para
una variedad de funciones celulares, incluyendo el crecimiento y la division
celular, la sintesis de ADN vy proteinas, la regulacion del volumen celular y la

actividad enzimatica (Goilav y Trachtman, 2010).

La mayor parte del K* total corporal (~98%) se encuentra dentro de las células,
y solo el 2% en el liquido extracelular, lo cual dificulta el mantenimiento de su
homeostasis en este ultimo compartimento. Por lo tanto, tras la ingesta de una
comida normal (~40mEq de K*) el K* se introduce a las células hasta que los
rinones puedan eliminar el exceso, esto evita que la concentracién de K* en el
liquido extracelular se eleve a valores que podrian ser mortales (valores de

referencia 3.5 - 5.0 mEqg/L de K* en plasma).

En individuos con un funcionamiento renal normal, practicamente todo el K*
ingerido en la dieta se elimina en la orina. Es asi que, un problema en la
eliminacion del K* podria provocar hipercalemia (concentracién plasmatica de
K* por encima de 5 mEqg/L), mientras que la pérdida excesiva de K* en el
liquido extracelular podria provocar hipocalemia (concentracion plasmatica de
K* menor a 3.5 mEqg/L). En ambos casos la falta de las respuestas
compensatorias adecuadas, induciria arritmias cardiacas (Goilav y Trachtman,
2010; Guyton y Hall, 2011).

Manejo renal del K*

La excrecion renal de K* juega un papel dominante en la respuesta a cambios
en su ingesta y el mantenimiento de los niveles de K* sérico. En condiciones

normales, alrededor del 50-70% del K* filtrado se reabsorbe en el tubulo
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proximal. Otro 20-30% del K* filtrado se reabsorbe en el asa de Henle, en
especial en la porcién gruesa ascendente, a través del cotransportador NKCC2.
La carga de K" filtrada que se reabsorbe en estos segmentos de la nefrona es
relativamente constante, por lo cual, las variaciones diarias en la excrecion de
K* se deben a cambios en la secrecion en los tubulos distal y colector (Goilav y
Trachtman, 2010).

En la region distal de la nefrona, especialmente en el TCN y el conducto
colector, el K* puede reabsorberse o secretarse dependiendo de las
necesidades del organismo. Ante una ingesta elevada de K*, la excrecion extra
requerida se consigue incrementando su secrecién. Por el contrario, si la
ingesta de K* es baja, su secrecion en los tubulos distal y colector disminuye
(Boron 2009; Guyton y Hall, 2011).

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

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

En circunstancias asociadas a una pérdida acentuada de K*, se detiene su
secrecion y hay una reabsorcidn neta de K* a través de las células
intercaladas. EI mecanismo aun no se conoce del todo, sin embargo, se
sugiere que el K* se reabsorbe por la ATPasa H*/K* localizada en la
membrana luminal y posteriormente pasa hacia el intersticio por canales
selectivos de K* (Boron, 2009).
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IV. ANTECEDENTES

La actividad y funcion de los canales HCN ha sido ampliamente estudiada en
tejidos excitables como el cerebro y el corazén. Sin embargo, su deteccion en
tejidos no excitables, tales como el pancreas o el rifion, es relativamente
reciente, por lo cual, su funcién y regulacién en este tipo de tejidos no estan

dilucidadas del todo.

Recientemente, en nuestro laboratorio, se identificé a la familia de canales
HCN en el rindn de la rata, los cuales se expresan de manera diferencial a lo
largo de la nefrona: el HCN1 y el HCN3 se encuentran en los tubulos
proximales, el HCN4 en el asa de Henle (datos no publicados) y el HCN2 en el

conducto colector (Carrisoza et al., 2011).

Asimismo, se demostré que el canal HCN2 se localiza en la membrana
basolateral de las células principales e intercaladas secretoras de acido del
conducto colector. En éstas ultimas, participa en el transporte transcelular de
NHa4*, el cual es importante en la regulacién del pH sanguineo al contribuir a la
excrecion neta de protones en la orina. Sin embargo, los niveles proteicos del

canal no se regulan por acidosis metabdlica cronica (Carrisoza et al., 2011).

Existe una estrecha relacion entre los niveles de K* y la formacién renal de
amonio. Cambios en la concentracién plasmatica de K* afectan la produccion
renal de amonio (Tannen, 1987), lo cual perturba la homeostasis acido-base
puesto que el sistema amortiguador NH3/NH4* es uno de los componentes

esenciales para la excrecion de acido en la orina (Alpern y Hebert, 2008).

Se sabe que el incremento de la concentracion plasmatica de K* por arriba de
5.5 mEq/L (hipercalemia) conduce a una disminucion en la excrecién renal de
amonio (DuBose y Good, 1991), lo cual puede deberse a que la hipercalemia
aumenta el pH intracelular al favorecer el intercambio H*/K*, deteriorando la
actividad de las enzimas implicadas en la amoniogénesis (Karet, 2009), y/o a
que una concentracidon luminal elevada de K* en la rama ascendente gruesa

del asa de Henle compromete la reabsorcién de amonio porque el K* y el NH4*
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compiten por el sitio de unién al co-transportador apical NKCC2 y a canales de
K*, reduciendo asi los niveles de NH4" en el intersticio medular y provocando
una disminucién en la difusion de NHs3 en el conducto colector medular, lo que
finalmente conduce a una disminucién en la cantidad de NHs4" excretada
(DuBose y Good, 1992).

V. JUSTIFICACION

El metabolismo y transporte renal de amonio es indispensable para mantener la
homeostasis acido-base del organismo, ya que contribuye a la excrecidén neta
de protones en la orina. Si este mecanismo se altera, el pH sistémico también

resulta alterado.

El estudio de “nuevos” canales que ayude a la comprensién de la homeostasis
acido-base en el rindn es de vital importancia, pues cambios relativamente
pequefios en el pH del organismo pueden producir trastornos graves en
multiples érganos. El objetivo general de este proyecto es determinar el efecto
de una dieta con un contenido elevado de K* sobre los niveles proteicos del
canal de amonio HCN2 en el rindbn de la rata, ya que esto apoyaria la
informacion actual sobre la funcién de este canal en el transporte de NH4" y

proporcionaria informacion de su regulacion.
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VI. OBJETIVO

Determinar el efecto que tiene una dieta alta en K* sobre los niveles de

proteina del canal de amonio HCN2 en el rifidn de la rata.

VIl. HIPOTESIS

Si el incremento de la carga de K* en la dieta disminuye la concentracion de
NH4* en el intersticio renal, entonces los niveles de proteina del canal de

amonio HCN2 disminuiran.
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Vil. METODOLOGIA

Para determinar si una dieta crénica alta en K* tiene efecto sobre la expresion
del canal HCN2 se utilizé la técnica de Western Blot, mediante la cual se
compararon muestras renales obtenidas de ratas del grupo control y del grupo

experimental.

Cada grupo se integré con siete individuos (ratas Wistar macho con un peso de
220-280 g) que se sometieron a la dieta durante 15 dias, con libre acceso a
agua y alimento. El grupo control se alimenté con una dieta estandar para
roedores con 0.6% de K* (Harlan®), mientras que al grupo experimental se le

indujo hipercalemia al alimentarlo con una dieta con 10% de K* (Harlan®).

Este protocolo dietario fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Quimica de la UNAM vy se utilizd previamente para evaluar el efecto de una
carga elevada de K* en la dieta sobre la abundancia proteica del canal de K*
dependiente de voltaje Kv1.3 (Carrisoza et al., 2010). Una cantidad elevada de
K* en la dieta no es letal. En la literatura se ha reportado el manejo de dietas
con 15% de potasio durante 7-13 dias (Muto et al., 1988; DuBose y Good,
1991; DuBose y Good,1992).

El penultimo dia se coloco a las ratas en jaulas metabdlicas para la recoleccion
de la orina de 24h, en la cual se midi6 el pH y la concentracién de Na* y K*,
usando electrodos ion selectivos. Asimismo, se tomd una muestra sanguinea

por via retro-ocular para la determinacion de electrolitos.

8.1 WESTERN BLOT
8.1.1. FUNDAMENTO

La técnica de inmunotransferencia (Western Blot) se utiliza para detectar y
cuantificar una proteina inmovilizada en una matriz inerte (Towbin et al., 1979).

Antes de emplearla es necesario contar con anticuerpos mono o policlonales
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capaces de reconocer a la proteina de interés, ya sea en un extracto crudo o

en una preparaciéon mas pura.

El extracto proteico se separa por electroforesis en un gel de poliacrilamida y
se transfiere a una membrana adsorbente con gran afinidad por proteinas
(generalmente nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno, PVDF), posteriormente

se hace la deteccion del epitope:

e Se incuba la membrana con el anticuerpo primario que reconoce a la
proteina de interés.

e Se agrega el segundo anticuerpo, dirigido contra la inmunoglobulina G
(IgG) que reconoce al anticuerpo primario y generalmente se encuentra
acoplado a una enzima que permite la deteccién de la banda de interés

mediante una reaccion colorida o quimioluminiscente.

En este caso, la deteccidon se llevé a cabo por quimioluminiscencia, mediante
un anticuerpo secundario acoplado a la enzima peroxidasa de rabano (HRP), la
cual cataliza la oxidacién del luminol en presencia de peréxido de hidrégeno;
inmediatamente después de la oxidacion, el luminol se encuentra en un estado
excitado (inestable) y al decaer al estado basal (reducido), emite energia en
forma de luz en la zona en la que se unieron los anticuerpos (Moore, 2009). La

luz emitida se detecta por medio de su exposicion en una pelicula fotografica.

8.1.2. METODO

Obtencion de las muestras para Western Blot

El ultimo dia del tratamiento cada rata se anestesié con pentobarbital sédico
(50 mg/Kg) via intraperitoneal. Una vez que la anestesia hizo efecto, se
extrajeron los rifilones, se disectaron la corteza y la médula renales y se

congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. Posteriormente, los tejidos se

! Este procedimiento, asi como el protocolo dietario, se llevd a cabo en el laboratorio de
canales iénicos de la Dra. Laura Escobar por la Maestra en Ciencias Bioldgicas Zinaeli Lépez
Gonzdlez
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descongelaron y se resuspendieron en amortiguador de extraccidn con

inhibidor de proteasas (1mL de amortiguador por cada 0.1g de tejido).

Los tejidos se homogeneizaron en frioy las muestras obtenidas se
centrifugaron a 1000g durante 10 minutos a 4°C. Se desecho el sedimento y se
contuvo el sobrenadante, correspondiente al extracto crudo de membranas
(Marples et al., 1995; Lee et al., 2001; Carrisoza et al., 2010).

La mitad del extracto crudo (enriquecido en membranas totales) se centrifugd
nuevamente a 17000g durante 20 minutos a 4°C. El sedimento obtenido se
resuspendid6 en amortiguador de extraccion (0.5 mL), para tener una
preparacion enriqguecida en membranas de alta densidad (membranas

plasmaticas) (Marples et al., 1995; Lee et al., 2001; Carrisoza et al., 2010).

Por ultimo se cuantificaron las proteinas de cada extracto membranal por el

meétodo de Lowry.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

1. Se prepararén geles de poliacrilamida al 5% (concentrador) y al 8%
(separador). La concentracion de 8% de poliacrilamida en el gel resulta
ser Optima para separar proteinas entre 37 y 250 KDa.

2. Para cada muestra se tomé una alicuota equivalente a 20 pg de
proteina, se mezclé con un volumen igual de amortiguador de carga
(95% buffer Laemmli (BIO-RAD), 5% de [-mercaptoetanol) y se
desnaturalizé a 70°C durante 10 minutos.

3. Se montaron los geles en la camara de electroforesis, colocando 500 mL
de la solucién de electroforesis y se procedid a cargar las muestras,
reservando el primer pozo parar el marcador de peso molecular (BIO-
RAD, 5uL).

4. Se corri6 la electroforesis durante una hora a 110V.

5. Al terminar la electroforesis, se coloco el gel separador en la solucién de

transferencia durante diez minutos.

31



Transferencia

1.

3.

Se cort6 la membrana de PVDF al tamano exacto del gel, se
permeabilizé en metanol durante diez segundos y posteriormente, se
sumergio junto con las toallas para electro-transferencia en la solucion
de transferencia durante 10 minutos.

Se monté el dispositivo para electro transferencia semi-humeda (Trans-
blot, BIO-RAD); colocando debajo dos toallas, encima la membrana,
después el gel y por ultimo otra toalla. La transferencia de las proteinas
a la membrana se llevo a cabo a 10 V durante una hora.

Al terminar el tiempo de transferencia se desmontd el dispositivo y la
membrana se colocé en amortiguador salino Tris con Tween al 0.1%
(TBS-T).

Inmunodeteccién

. Se bloguearon los sitios inespecificos de la membrana con una solucion

de leche al 5% en TBS-T, durante toda la noche a 4°C, con agitacion

constante.

2. Posteriormente, se decant6 la leche y se enjuagé el exceso con TBS-T.

3. Se cortdé la membrana en 50 KDa para tener por separado el canal

HCN2 (~100 KDa) y la actina (~40KDa).

Se incubd la membrana, correspondiente al canal, con el anticuerpo
primario (IgG de conejo anti-HCN2 ; Alomone) diluido 1:1000 en TBS-T
en un volumen final de 2 mL, durante 18h a 4°C en un incubador
rotatorio.

También se incubd la membrana correspondiente a la actina con el
anticuerpo primario (IgG de conejo anti-actina; Santa Cruz
Biotechnology) diluido 1:30,000 en TBS-T, durante una hora a
temperatura ambiente en agitacion constante.

Se retird la solucion del anticuerpo y se realizaron tres lavados de 10
minutos con TBS-T a temperatura ambiente.

Las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario (IgG de

burro anti-lgG de conejo, acoplado a peroxidasa de rabano; Abcam)
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diluido en TBS-T; 1:15,000 en el caso del canal y 1:30,000 para la
actina, durante una hora a temperatura ambiente en agitacion constante.

7. La solucion del anticuerpo se retird y se realizaron tres lavados de 10
minutos con TBS-T a temperatura ambiente.

8. Se prepar6 el reactivo de deteccibn por quimioluminiscencia
(Inmmobilon Western: Millipore) mezclando la solucion de luminol y la de
peréxido de hidrogeno en proporcion 1:1 (volumen final de 800uL).

9. El exceso de solucion TBS-T se retird de la membrana para cubrirla con
el reactivo de deteccion, se incub6 durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

10. Se escurrio el exceso de reactivo y se colocoé la membrana entre dos
acetatos dentro de un cassette para placas radiograficas.

11.Se procedio al revelado en el cuarto oscuro. Se colocé una hoja de placa
radiografica (Kodak 1D) sobre la membrana y se cerro el cassette. El
tiempo de exposicién puede ir desde 30 segundos hasta 15 minutos
dependiendo de la intensidad de la sefal.

12.Una vez terminado el tiempo de exposicion, se retird la placa
radiografica para sumergirla en la solucidon reveladora (Kodak) hasta
observar las bandas.

13.Posteriormente se enjuagdé con agua y se sumergid durante un minuto
en solucion fijadora (Kodak).

14.La intensidad de las bandas se cuantific6 por densitometria 6ptica
usando el software Kodak 1D. La intensidad de las bandas se normalizé
con el control de carga (actina)

15.Finalmente, se realizd6 el analisis estadistico para establecer si la

diferencia entre los grupos control y experimental era significativa.
8.2. ANALISIS ESTADISTICO
Todos los datos se analizaron mediante el programa Microsoft Excel 2010:

1. Para normalizar los resultados, se realizd6 para cada individuo un
cociente entre la densidad oOptica relativa de la banda del canal y la de

la actina correspondiente (D.O. relativa HCN2/D.O. relativa actina)
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2. Se obtuvo la media para cada grupo y se normalizé con respecto al
control.

3. Se aplicé a los datos (D.O. relativa HCN2/D.O. relativa actina) la prueba
t de Student de una cola y se consider6é una P< 0.05 como significancia

estadistica.

34



IX. RESULTADOS

Se estudiaron dos grupos de ratas, uno alimentado con una dieta control (0.6%
de K*) y otro con una dieta alta en K* (10%), durante 15 dias. Este ultimo grupo,
mostro pérdida de apetito y en consecuencia, disminucion de peso corporal
(Tabla 3). En la Tabla 4 se muestra la determinacion de electrolitos en plasma 'y

orina.

Tabla 3. Efecto de la dieta alta en K* sobre el peso corporal.

Grupo Ganancia de peso (g/dia)*
Control 31042
Alto K* 25117

Los resultados indican la media = el error estandar en las unidades correspondientes. *p<0.05

Tabla 4. Efecto de una dieta alta en K* sobre el pH urinario y los niveles de
K* en sangre y orina.

Dieta Numero de | pH urinario | Fraccion excretada | Concentracion
ratas de K* (FEK, %) plasmatica de K*

Control 7 6.52 + 0.16 17.73+1.13 3.97£0.13

Alto K* 7 8.62+0.12 153.41+8.5 5.43 £ 0.41

Los resultados indican la media * el error estandar en las unidades correspondientes. *p<0.05.
La fraccion excretada de K* (FEK) indica el porcentaje del K* filtrado hacia el tubulo proximal

[K*pring [creatininal
orina plasma % 100

[K*] prasma [creatininal oring

que aparece en la orina. FEK (%) = (

La fraccion excretada de K* (FEK) es del 2 % de la carga filtrada durante una
dieta baja en K*, del 10-20 % bajo una dieta “normal” en K*, y del 20-150 %
cuando el contenido de K* en la dieta es alto. (Boron, 2009). Como podemos
observar en la Tabla 3, la fraccion excretada es ocho veces mayor en el grupo
de alto K* con respecto al grupo control, lo cual concuerda con lo que ocurre

durante una elevada ingesta de K* (Figura 8).
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Dieta baja en K*

Aporte normal o aumentado de K*
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Figura 8. Transporte de K* a través de la nefrona (Modificada de Koeppen y Stanton,
2009). Los porcentajes se refieren a la cantidad del K* filtrado, reabsorbido o secretado por
cada segmento de la nefrona. A la izquierda, dieta muy pobre en K*. Se excreta una cantidad
de K* igual al 2% de la carga filirada de K*. A la derecha, aporte de K* con una dieta normal y
una dieta rica en K+. Se excreta una cantidad de K* que puede ir del 10-150% de la carga
filtrada.

La concentracion plasmatica de K* se incrementd en el grupo de alto K<, lo
cual refleja que la elevada cantidad de K* en la dieta sobrepasé la capacidad
excretora del rifion. El pH urinario también aumento en el grupo alimentado con
la dieta alta en K*, con respecto al grupo control. Esto concuerda con los datos
reportados en la literatura, y podria deberse a una inhibicién de la excrecion de
H* por la V-ATPasa en las células intercaladas, provocada por la presencia de
una gran cantidad de cargas positivas en el lumen por la elevada actividad de

los canales de potasio en la membrana luminal (Carrisoza et al, 2010).

Mediante Western Blot se identificd la banda correspondiente al canal HCN2 en
extractos enriquecidos en membranas totales de corteza y médula externa
renal (20 pg de proteina). Como controles positivos se utilizaron extractos
enriquecidos en membranas totales de cerebro y corazén (10 pg de proteina);
como control negativo se preincub6 el anticuerpo primario con su péptido
control (Alomone) durante una hora a temperatura ambiente. El péptido control

contiene la secuencia de aminoacidos del canal utilizada como inmunégeno
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para la produccion del anticuerpo, por lo cual, las bandas especificas no seran
visibles en el blot, ya que el anticuerpo preincubado no puede unirse a la

proteina en la membrana.

a-HCN2 a-HCN2+ PC
KDa Ce Cx Me Cor Ce Cx Me Cor
15[3—; :
100 o . 3 "
75
-

Figura 9. Inmunoblot control para el anticuerpo a-HCN2. En cerebro (Ce) se detectaron
bandas ~120 KDa y ~100 KDa correspondientes al canal HCN2 glicosilado y no glicosilado
respectivamente. En corteza renal (Cx), médula renal (Me) y corazén (Cor) se observa la
banda de ~100 KDa. Dichas bandas no se detectaron cuando el anticuerpo primario se pre-
incubd con su péptido control (a-HCN2+ PC). En corazén también se observa una banda ~110
KDa, sin embargo ésta no desaparecié cuando el anticuerpo a-HCN2 se preincub6 con el
péptido control, por lo cual es probable que deba a una inespecificidad del el anticuerpo
secundario.

Posteriormente, utilizando la técnica de Western Blot y la cuantificacion por
densitometria optica, se compararon los niveles de proteina correspondiente al
canal de amonio HCN2 en dos grupos de ratas: control (0.6 % de K*) y alto
potasio (10% de K*).

El estudio se llevd a cabo en corteza y médula renal, ya que el canal HCN2 se
encuentra en las células intercaladas secretoras de acido, presentes tanto en
el TCN como en el conducto colector cortical y medular (Boron, 2009). Ademas,
se sabe que los segmentos del conducto colector (cortical y medular) participan
en la excrecion de amonio por la orina (Star et al.,1987; Knepper 1991). Las
tasas de transporte en las diferentes regiones del conducto colector aun no se
conocen con exactitud, sin embargo, Alan Weinstein (2009) propuso un modelo
matematico que sugiere que la tasa de excrecion de amonio es similar en la

region de la corteza y la médula externa, pero menor en la médula interna.

Se compararon los niveles proteicos del canal HCN2 en extractos enriquecidos

en membranas plasmaticas y totales para discernir si el efecto puede deberse
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a la sintesis proteica de novo o a la translocacion del canal del citoplasma a la

membrana plasmatica.

Se detecté la banda correspondiente a la proteina actina la cual es un
componente fundamental de citoesqueleto y, por ello, se utiliza como un
control de la proteina total colocada en cada carril del gel de poliacrilamida. La
expresion de la actina no varia por efecto de la dieta, por lo que es util para

normalizar los resultados experimentales.
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Figura 10. Efecto de una dieta con alto contenido de K* sobre los niveles del canal HCN2,
en extractos enriquecidos en membranas totales de corteza renal de rata. (A) Western
Blot representativo del canal HCN2 y de la actina como control de carga, en muestras de
corteza renal de ratas sometidas a una dieta control (0.6 % de K*) o a una dieta con alto
contenido de K* (10%) durante 15 dias. (B) Grafica del analisis densitométrico de los niveles
del canal HCN2 ajustado contra la actina, en dietas control y alto K*. Las barras muestran la
media * el error estandar de las unidades densitométricas relativas del canal, n=7, *p<0.05.
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CORTEZARENAL

Extractos enriquecidos en membranas plasmaticas
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Figura 11. Efecto de una dieta con alto contenido de K* sobre los niveles del canal
HCNZ2, en extractos enriquecidos en membranas plasmaticas de corteza renal de rata. (A)
Western Blot representativo del canal HCN2 y de la actina como control de carga, en muestras
de corteza renal de ratas sometidas a una dieta control (0.6 % de K*) o a una dieta con alto
contenido de K* (10%) durante 15 dias. (B) Grafica del analisis densitométrico de los niveles
del canal HCN2 ajustado contra la actina, en dietas control y alto K*. Las barras muestran la
media + el error estandar de las unidades densitométricas relativas del canal, n=7, *p<0.05.

39



MEDULA EXTERNA RENAL

Extractos enriquecidos en membranas totales
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Figura 12. Efecto de una dieta con alto contenido de K* sobre los niveles del canal HCN2,
en extractos enriquecidos en membranas totales de médula renal de rata. (A) Western
Blot representativo del canal HCN2 y de la actina como control de carga, en muestras de
médula externa renal de ratas sometidas a una dieta control (0.6 % de K*) o a una dieta con
alto contenido de K* (10%) durante 15 dias. (B) Grafica del analisis densitométrico de los
niveles del canal HCN2 ajustado contra la actina, en dietas control y alto K*. Las barras
muestran la media % el error estandar de las unidades densitométricas relativas del canal, n=7,
*p<0.05.
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MEDULA EXTERNA RENAL

Extractos enriquecidos en membranas plasmaticas
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Figura 13. Efecto de una dieta con alto contenido de K* sobre los niveles del canal HCN2,
en extractos enriquecidos en membranas plasmaticas de médula renal de rata. (A)
Western Blot representativo del canal HCN2 y de la actina como control de carga, en muestras
de médula externa renal de ratas sometidas a una dieta control (0.6 % de K*) y a una dieta con
alto contenido de K* (10%) durante 15 dias. (B) Grafica del analisis densitométrico de los
niveles del canal HCN2 ajustado contra la actina, en dietas control y alto K* Las barras
muestran la media % el error estandar de las unidades densitométricas relativas del canal, n=7,
*p<0.05.

Los ensayos de Western blot sugieren que hay una disminucion de los niveles
del canal HCN2 en la corteza renal, mientras que en la médula externa se
observa que los niveles del canal se incrementan, por efecto de la dieta alta en
K+

El analisis densitométrico demostré una disminucion, estadisticamente
significativa, de ~50% de los niveles de proteina correspondientes al canal
HCN2 por efecto de la dieta en corteza renal, tanto en extractos enriquecidos
en membranas plasmaticas como totales. También, demostré un incremento,
estadisticamente significativo, de los niveles del canal HCN2 en la médula

externa renal.
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X. DISCUSION

La formacioén renal de amonio y bicarbonato, la excrecion urinaria de amonio y
la reabsorcion del 100% del bicarbonato hacia el espacio intersticial, son los

mecanismos principales que regulan la homeostasis acido-base.

El conducto colector tiene un papel critico en la excrecion de NH4*, puesto que
secreta alrededor del 80% del NH4" total que se excreta en la orina (Weinery
Hamm, 2007). Los uUnicos mecanismos propuestos hasta la fecha para la

excrecion de amonio en la orina a través de las células intercaladas, son:

1. Através del canal de NH4* HCN2 (Carrisoza et al., 2011)

2. Por medio de los canales Rh, que transportan NH3z pero no NH4*
(Weiner y Verlander, 2011).

3. Sustituyendo al K*, dado que tienen propiedades biofisicas similares
(Tabla 5), en transportadores tales como la ATPasa Na*/K* y el
cotransportador NKCC1 (Wall et al., 1999).

Tabla 5. Propiedades similares entre el NH4* y el K* (Weiner y Hamm, 2007)

Cation | Radio iénico | Radio hidrodinamico Movilidad en agua
(A) (A) (104 cm?2 s V)
NH4* 0.133 1.14 7.60
K* 0.143 1.14 7.62

NKCC1 no contribuye sustancialmente al transporte de NH4* en el conducto
colector (Wall y Fischer, 2002), mientras que la inhibicién de la ATPasa Na*/K*
no altera la excrecion de NH4* (Knepper y Burg, 1984). Esto deja a los canales
Rh y HCN2 como los responsables de la excrecion de urinaria amonio. Sin
embargo, considerando que al pH intersticial de ~7.3 la especie predominante
es el NH4* (Figura 14), el canal HCN2 desempenaria el papel primordial en la
excrecion de amonio en la orina, por ello es de vital importancia estudiar su

regulacion.
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Figura 14. Direccion del transporte de NH: y NH4* a través de la membrana apical y
basolateral de células de conducto colector (modificada de Weiner y Verlander, 2014)

Los niveles proteicos del canal HCN2 disminuyeron en la corteza renal, tanto
en extractos enriquecidos en membranas plasmaticas como en los de
membranas totales, lo cual indica que probablemente disminuye tanto su
sintesis como su translocacidon a la membrana. Esto apoya nuestra hipétesis y

puede ser resultado de dos causas:

1. La hipercalemia disminuye la amoniogénesis (Tannen,1977).
2. Un alto contenido de K* en el flujo luminal interfiere con la reabsorcion

de NH4" en todos los segmentos de la nefrona.

Ambas posibilidades conducen a wuna disminucidn de la concentracion de
NH4* en el intersticio, evitando asi que se genere el gradiente necesario para
su transporte a través del canal HCN2, por lo cual era de esperarse que su
abundancia proteica disminuyera. Sin embargo, en la médula externa se
observa una tendencia totalmente distinta a la esperada, ya que los niveles
del canal se incrementan por efecto de la dieta alta en K*. Esto refleja que hay

otras variables involucradas en la regulacion del canal.
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Para poder sugerir una explicacién al incremento inesperado de la abundancia
del canal, debemos tomar en cuenta tanto las caracteristicas del canal como la

respuesta fisioldgica del organismo ante una ingesta elevada de K*.

Como ya se menciond, durante la hipercalemia, la concentracién de amonio en
el intersticio disminuye (DuBose y Good, 1991). En condiciones fisioldgicas, el
canal HCN2 es permeable a Na® y NH4*, pero es mas afin por el NH4*
(Carrisoza et al., 2011). Sin embargo, el Na* estd en mucho mayor
concentracion que el NH4* en el intersticio, por lo que en condiciones

fisiolégicas, ambos cationes compiten por su paso a través de este canal.

Por otro lado, cabe recordar que ante una ingesta elevada de K*, el rifién logra
mantener la homeostasis de K* incrementando su secrecion en la porcion distal
de la nefrona y, por lo tanto, su excrecion urinaria (Boron 2009). Esto puede
atribuirse al aumento de la expresion y/o actividad de los canales de potasio
ROMK, Kv1.3 y Maxi-K en la nefrona distal (Wang y Giebisch, 2009; Carrisoza
et al., 2010).

Un incremento en la ingesta de K* estimula la actividad de la ATPasa Na*/K* y
la secrecion de aldosterona (Wang, 2004). Esta ultima aumenta los niveles de
la cinasa SGK1, la cual regula positivamente la expresién y actividad del canal
epitelial de sodio (ENaC) y del canal ROMK en la membrana luminal de las
células principales del conducto colector (Wang y Giebisch, 2009; Koeppen y
Stanton, 2009).

Ademas, se ha observado que una concentracion elevada de K* en el plasma
interfiere con la reabsorcibn de Na* y H20 en el tdbulo proximal, esto
incrementa el flujo luminal de Na* hacia la nefrona distal, con lo cual se activan
los canales Maxi-K que secretan K* en las células intercaladas del conducto
colector (Muto, 2001; Wang y Giebisch, 2009), tal como se muestra en la
Figura 13. Es por ello que en anos recientes se ha tomado en cuenta la

participacion de las células intercaladas en la excrecion de K* (Welling, 2013).
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Figura 15. Secreciéon de potasio a través de los canales ROMK, Maxi K y Kv1.1/1.3 en
condiciones control (panel izquierdo) y en respuesta a una elevada ingesta de potasio
(Carrisoza, 2012).

En las células principales, la entrada de Na* a través del ENaC es de vital
importancia, pues incrementa la actividad de la ATPasa Na*/K*, lo que

proporciona la fuerza motriz para la excrecion de K*.

Las células intercaladas también participan en la secrecién de K* durante una
elevada ingesta K*, dado que incrementa la expresion de canales de K*, en su
membrana luminal, sin embargo en dichas células no se ha descrito la
presencia de canales que permitan la entrada de Na*. Por lo tanto, una posible
explicacion sobre el incremento de la expresion del HCN2 en la médula renal,
durante la hipercalemia, es que podria funcionar como un via de entrada de
Na* a la célula para estimular la actividad de la ATPasa Na*/K*, y de este

modo favorecer la excrecion de la carga de K*.

Suponiendo que lo anterior ocurra, la entrada de Na* a la célula a través del
canal HCN2 favoreceria la excrecion de K* no sdlo por incrementar la actividad
de la ATPasa Na*/K*, sino también porque la entrada de Na* a la célula
despolarizaria la membrana, provocando la apertura de los canales de K*
Kv1.1/1.3. La apertura de los canales Kv (por la despolarizacién) y Maxi K (por

el flujo luminal) permitirian la salida de K" de la célula y por ende la
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hiperpolarizacién de la membrana plasmatica, con lo cual se abririan los

canales HCNZ2 y continuaria el proceso.

El transportador NKCC1 esta presente en la membrana basolateral de las
células intercaladas (Ginns et al., 1996), sin embargo, la velocidad de
transporte a través de un canal es unas 1000 veces superior a la de un
transportador (Alberts, 2002), por lo cual la cantidad de Na* que puede entrar a
través del NKCC1 no se compara con la que podria entrar a través del canal
HCN2.

Las causas de que la expresion del canal HCN2 se incremente Unicamente en
la médula son inciertas. Sin embargo, podria influir el hecho de que el
intersticio solo se vuelve hiperosmolar en la médula externa (Figura 14), y
tomando en cuenta que el Na* y sus aniones asociados (ClI- y HCOz3)
representan alrededor del 94% de los osmoles extracelulares (Guyton y Hall,

2011), se facilitaria la formacién de un gradiente para su paso hacia el interior

de la célula.
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Figura 16. Formacién de orina concentrada (Guyton y Hall, 2011). Con concentraciones
elevadas de vasopresina, la osmolaridad de la orina es aproximadamente la misma que la
osmolaridad del intersticio medular (Los valores numéricos corresponden a miliosmoles por
litro).
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Xl. CONCLUSIONES

Los niveles de proteina del canal catiénico HCN2, en el tejido renal, varian por

efecto de la dieta con alto contenido de K*:

En la corteza renal los niveles del canal HCN2 disminuyen, lo que podria
estar asociado a la disminucién de la concentracion de amonio en el
intersticio renal.

En la médula renal los niveles del canal HCN2 aumentan, lo cual
sugiere la participacion del canal HCN2 como un canal de sodio que
contribuye en la generacion de los gradientes electroquimicos

necesarios para eliminar una carga elevada de K*.

Xll. PERSPECTIVAS

Realizar ensayos de inmunohistoquimica y microscopia confocal para
determinar si se observa un cambio en la distribucién del canal HCN2,
en los conductos conector y colector de la corteza y de la médula renal,
por efecto de la dieta alta en K*.

Observar el efecto que tiene una carga aguda (24 h) de K* en la
expresion del canal HCN2 para determinar si el canal se regula a corto
plazo por el K* en la dieta.

Corroborar si una dieta sin K* tiene el efecto contrario sobre los niveles

del canal HCN2 en la corteza y médula renal.
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XIv.

SOLUCIONES Y REACTIVOS

Amortiguador de extraccion de proteinas

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

*Adicionar una tableta de inhibidor de proteasas a mL de la solucion.

Gel de poliacrilamida-SDS

Reactivos Gel separador 8% Gel concentrador 5%
(5mL) (2mL)

Agua desionizada 2.3 mL 1.4 mL

mix de acrilamida 30% 1.3 mL 330 L

Tris 1.5M pH 8.8 13mL |-

Tris1.0MpH68 | -——m- 250 yL

SDS al 10% 50 pL 20 uL

Persulfato de amonio al 10% | 50 yL 20 pL

TEMED 3 yL 2 uL

Solucién de electroforesis

Componente Cantidad Concentracion final

Trizma base 3.0285 g 25mM

Glicina 18.8 g 250mM

SDS 19 0.1%

Agua destilada cbp 1L

Solucién de transferencia (towbin) pH 8.3

Componente Cantidad Concentracion final
Trizma base 15149 25mM

Glicina 729 191mM

Metanol 100 mL 20%

Agua desionizada cbp 500mL

Solucién amortiguadora Tris pH 8.8 *

Componente Cantidad Concentracion final
Trizma base 9.0825 g 1.5M

Agua destilada cbp 50 mL

Solucién amortiguadora Tris pH 6.8 *

Trizma base 6.055 g 1.0M

Agua desionizada cbp 50 mL

*Ajustar pH con HCI 1N, aforar , filtrar y almacenar a 4°C
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Buffer salino tris (TBS) pH 7.6

componente cantidad
Trizma base 4.844 g
NaCl 16 g
Agua destilada cbp 2L

Ajustar pH con HCI 1N, aforar , filtrar y almacenar a
4°C

Solucion TBS-T (TBS con Tween 20 al
0.1%)

Diluir 1 mL de Tween 20 en 999mL de TBS

Contenido de las dietas

Macronutrientes %

Proteina 18.6

Grasa 6.2

Carbohidratos (disponibles) 44.2

Fibra 3.5

Minerales

Calcio 1.0 %

Fosforo 0.7 %

Sodio 0.2 %

Potasio Normal 0.6 %
Alto 10%

Cloruro 0.4 %

Magnesio 0.2 %

Zinc 70 mg/Kg

Manganeso 100 mg/Kg

Cobre 15 mg/Kg

Yodo 6 mg/Kg

Hierro 200 mg/Kg

Selenio 0.23 mg/Kg

Aminoacidos %

Acido aspartico 1.4

Acido glutamico 3.4

Alanina 1.1

Glicina 0.8

Treonina 0.7

Prolina 1.6

Serina 1.1

Leucina 1.8

Isoleucina 0.8
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Valina 0.9
Fenilalanina 1.0
Tirosina 0.6
Metionina 0.6
Cisteina 0.3

Lisina 1.1
Histidina 0.4
Arginina 1.0
Triptofano 0.2
Vitaminas

Vitamina A 30.0 Ul/g
Vitamina D3 2.0 Ul/g
Vitamina E 135 Ul/Kg
Vitamina K3 100 mg/Kg
Vitamina B 117 mg/Kg
Vitamina B2 27 mg/Kg
Niacina 115 mg/Kg
Vitamina Bs 26 mg/Kg
Acido pantoténico 140 mg/Kg
Vitamina B12 0.15 mg/Kg
Biotina 0.90 mg/Kg
Folato 9 mg/Kg
Colina 1200 mg/Kg
Acidos grasos %

Acido palmitico 0.7

Acido estearico 0.2

Acido oleico 1.2

Acido linoleico 3.1

Acido linolénico 0.3
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