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RESUMEN

Los canales paracelulares que se encuentran en las uniones estrechas tienen un papel fun-
damental en los flujos iénicos transepiteliales. Esta via estd formada por un gran nimero
de proteinas, entre ellas, las claudinas. En el epitelio renal, las claudinas confieren selectivi-
dad iénica a la unién estrecha. La rama gruesa ascendente de Henle (RGAH) es el segmento
tubular renal mas importante en la reabsorcién tubular de calcio. Sus células forman una
barrera impermeable al agua, transportan activamente sodio y cloro por la via transcelular
y proveen una via paracelular para la reabsorcién selectiva de calcio. Varios estudios han
llevado a un modelo en el que distintas claudinas forman el canal paracelular, especial-
mente la claudina 16 y 19. La claudina 16 media la permeabilidad paracelular catiénica en
la RGAH mientras que la claudina 19 incrementa la selectividad catiénica de la claudina
16 bloqueando la permeabilidad anidénica. Recientemente se ha encontrado que la actividad
promotora de la claudina 14 esta localizada exclusivamente en la RAGH. Cuando se coex-
presa con la claudina 16, 1a claudina 14 inhibe la permeabilidad de la claudina 16, reduciendo
la permeabilidad paracelular al calcio. El proceso de reabsorciéon de calcio en la RGAH esta
estrechamente regulado por el receptor sensor de calcio (CaSR) que monitorea los niveles
circulantes de Ca ajustando la tasa de excrecién renal de forma acorde. Dos micro-ARN, los
mir-9 y mir-374, son regulados directamente por el CaSR. Los miR-9 y miR-374 suprimen la

traslacién del ARNm de la claudina 14 e inducen su decaimiento.
© 2015 The Author. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. en nombre de Sociedad

Espafola de Nefrologia. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Role of claudins in renal calcium handling

ABSTRACT

Paracellular channels occurring in tight junctions play a major role in transepithelial ionic
flows. This pathway includes a high number of proteins, such as claudins. Within renal epit-
helium, claudins resultin an ionic selectivity in tight junctions. Ascending thick limb of loop
of Henle (ATLH) is the most important segment for calcium reabsorption in renal tubules. Its
cells create a water-proof barrier, actively transport sodium and chlorine through a trans-
cellular pathway, and provide a paracellular pathway for selective calcium reabsorption.
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Several studies have led to a model of paracellular channel consisting of various claudins,

particularly claudin-16 and 19. Claudin-16 mediates cationic paracellular permeability in

ATLH, whereas claudin-19 increases cationic selectivity of claudin-16 by blocking anionic

permeability. Recent studies have shown that claudin-14 promoting activity is only loca-

ted in ATLH. When co-expressed with claudin-16, claudin-14 inhibits the permeability of
claudin-16 and reduces paracellular permeability to calcium. Calcium reabsorption process
in ATLH is closely regulated by calcium sensor receptor (CaSR), which monitors circulating

Ca levels and adjusts renal excretion rate accordingly. Two microRNA, miR-9 and miR-374,

are directly regulated by CaSR. Thus, miR-9 and miR-374 suppress mRNA translation for

claudin-14 and induce claudin-14 decline.
© 2015 The Author. Published by Elsevier Espana, S.L.U. on behalf of Sociedad Espariola de

Nefrologia. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

El transporte transepitelial puede ocurrir por via transcelu-
lar, a través de las células epiteliales, o por via paracelular, o
sea, entre células epiteliales. En la ultima década se ha acu-
mulado evidencia que apoya el papel fundamental que tienen
los canales paracelulares en los flujos iénicos transepiteliales.
La via o canal paracelular se encuentra en las uniones estre-
chas (zonula occludens) de los epitelios de los vertebrados. Las
uniones estrechas constituyen la estructura mas apical del
complejo de unién intercelular. Las uniones estrechas estan
compuestas por un gran nimero de proteinas diferentes. De
ellas, las proteinas de membrana probablemente juegan un
papel primordial en determinar la permeabilidad paracelu-
lar, ya que sus dominios extracelulares protruyen dentro del
espacio paracelular, con una posicién ideal para influir el
movimiento paracelular de solutos. Las proteinas integrales de
membrana de las uniones estrechas incluyen a las ocludinas,
las moléculas de adhesién de uniones (junctional adhesion
molecules o JAM) y las claudinas. Las claudinas forman una
gran familia con por lo menos 26 miembros, identificadas por
primera vez en 1998'. Posteriormente se encontrd que la clau-
dina 16 o paracelina 1 estaba mutada en la hipomagnesemia
hipercalcitrica familiar (FHHNC)?: ya que la FHHNC parecia
deberse a un defecto en la reabsorcién paracelular de calcio
y magnesio en la rama gruesa ascendente de Henle (RGAH),
esta fue la primera indicacién de que quizés la claudina 16,
y por extensién las claudinas en general, podian jugar un rol
importante en la permeabilidad iénica paracelular del rinén.
En un estudio reciente de asociacién gendmica se identificé a
la claudina 14 como un gen de riesgo mayor para desarrollar
nefrolitiasis hipercalcidrica®, haciendo de esta proteina otro
candidato comprometido en la reabsorcién de cationes biva-
lentes. Toda esta informacién ha hecho que revisaramos la
importancia de las claudinas presentes en el rinén y su regu-
lacién en la reabsorcién tubular de calcio.

Estructura de las claudinas

Las claudinas son proteinas de 21 a 28kD con 4 dominios
transmembrana, 2 asas extracelulares, 2 dominios citoplas-
maticos —uno amino y el otro carboxilo terminal— y una
corta vuelta citoplasmatica. El primera asa extracelular (ECL1)

de las claudinas consiste en aproximadamente 50 aminodci-
dos con un motivo comun (GLWCC). Contiene aminoécidos
cargados positiva y negativamente. Las cargas en el ECL1
regulan la selectividad iénica a través de efectos elec-
trostaticos. La segunda asa extracelular (ECL2) consiste en
aproximadamente 25 aminodacidos con un motivo predicho de
hélice-vuelta-hélice que media las interacciones intracelula-
res delas claudinas. El dominio C terminal contiene el dominio
de unién PDZ que es critico para la interaccién con la proteina
submembrana ZO-1 y su correcta localizacién en la unién
estrecha. En el epitelio renal, las claudinas han mostrado con-
ferir selectividad idénica a la unién estrecha, resultando en
diferencias en la resistencia transepitelial y en las permeabili-
dades paracelulares. Por ejemplo: las claudinas 4, 5, 8, 11y 14
selectivamente disminuyen la permeabilidad a cationes a tra-
vés de las uniones estrechas, especialmente al sodio, potasio
hidrogenién y amonio; las claudinas 2, 15 y 16 incrementan
la permeabilidad a cationes, especificamente, sodio, potasio
calcio y magnesio®.

Expresion de las claudinas en los diferentes
segmentos tubulares

La mayor parte de las claudinas estan expresadas en el tibulo
renal. Cada segmento y tipo celular expresa multiples isofor-
mas. Se cree que el grupo especifico de claudinas expresadas
por cada segmento tubular determina las propiedades de per-
meabilidad unicas de cada segmento tubular’. La claudina
2 estd altamente expresada en el tubulo proximal, con sus
mayores niveles en su parte terminal y comienzo de la rama
descendente delgada de Henle, donde su responsabilidad fun-
damental es formar poros paracelulares, catién selectivos, de
alta conductabilidad para el sodio. La claudina 10a y la clau-
dina 17 son ambas conocidas por formar poros paracelulares
anién selectivos y son potenciales candidatas a mediar la reab-
sorcién paracelular de cloro en la parte distal de este segmento
tubular. Las claudinas 16 y 19 estidn expresadas en la rama
delgaday gruesa ascendente de Henle y son claramente reque-
ridas para la reabsorcién paracelular de cationes bivalentes.
Algunos investigadores creen que estas 2 claudinas forman el
poro paracelular que media la permeabilidad del calcio y mag-
nesio en la RGAH. Otros como Hou et al. han encontrado que
la claudina 16 incrementa la permeabilidad al sodio mientras
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que la claudina 19 disminuye la permeabilidad al cloro, lo que
genera un potencial dilucional que es la fuerza que moviliza el
calcio y magnesio por via paracelular. El segmento aldosterona
sensible del nefrén distal, donde hay reabsorcién activa de
sodio y secrecién de potasio e hidrogenion, el papel principal
de la via paracelular es actuar de barrera catiénica para pre-
venir la retrodifusién de los cationes transportados en forma
activa. En este segmento se expresan las claudinas 3, 4, 7, 8
y 10. Las claudinas 4 y 8 actiian como barreras catidnicas e
interactian de tal manera que la claudina 8 es requerida para
que la claudina-4 se ensamble dentro de la unién estrecha. La
claudina 7 se comportaria como un poro de Cl y seria respon-
sable de la conductabilidad paracelular para este anién en este
segmento tubular.

animales enteros, las excreciones fraccionales de sodio y cloro
eran comparables a las de los ratones salvajes en condiciones
normales. Sin embargo, cuando se los sometia a dietas altas
en sal las excreciones estaban significativamente elevadas.
Estos ratones knockout no tenian cambios sustanciales en el
metabolismo del K pero eran hipercalcitricos, indicando que
la claudina 2 podria mediar la reabsorcién paracelular del cal-
cio en el tibulo proximal. Ademads de la claudina 2, los tibulos
proximales expresan claudinas 10a, 12 y 17. Las claudinas 10a
y 17 pueden funcionar como poros selectivos aniénicos y ser
responsables de la reabsorcién paracelular de cloro. La clau-
dina 12 a nivel intestinal es regulada por la vitamina D y fun-
ciona como un poro selectivo para el calcio. En el tibulo proxi-
mal podria jugar un rol similar en asociacién con la claudina 2.

Manejo renal del calcio

En promedio el riién reabsorbe diariamente del 97 al 99% de
la carga filtrada de calcio. De este calcio reabsorbido, del 60
al 65% se reabsorbe en el tibulo proximal por via paracelu-
lar y del 25 al 30% en la RGAH también por via paracelular.
El tibulo contorneado distal reabsorbe el restante 8 a 10% del
calcio filtrado, pero por via transcelular®. Este proceso trans-
celular consta de 3 etapas: primero, la entrada apical de calcio
a través del canal TRPVS (transient receptor protein-vanilloid
5 channel); segundo la difusién intracelular del calcio desde
la membrana apical a la basolateral unido a una proteina lla-
mada calbindina-D28K; finalmente el calcio sale a través de la
membrana basolateral a través de un intercambiador Na/Ca
(NCX1) y de una calcio ATPasa (PMCA1b)’.

Reabsorcion tubular proximal de calcio

El tibulo proximal del rifién adulto es un epitelio muy permea-
ble que reabsorbe hasta 2/3 de toda la carga de cloro filtrada asi
como 2/3 del volumen del ultrafiltrado. Casila mitad de todo el
CINa reabsorbido lo hace por via paracelular. La primera por-
cién del tubulo proximal reabsorbe sodio en asociacién con
bicarbonato, de preferencia sobre el cloro, asociado a reab-
sorcién de agua. Esto hace que el liquido tubular que llega
a la parte final del segmento S1 y a los segmentos S2 y S3
del tabulo proximal tengan una concentracién de cloro mayor
que el liquido peritubular. En estas porciones del tibulo proxi-
mal, la via paracelular es preferentemente permeable al cloro,
que se reabsorbe por difusién pasiva siguiendo su gradiente
de concentracién, lo que genera a su vez una potencial luz
positiva, que moviliza la reabsorcién de sodio también por
via paracelular. La claudina 2, que ha mostrado actuar como
poro catiénico paracelular®, estd altamente expresada en el
tabulo proximal® asi como en el la rama descendente delgada
de Henle, mostrando sus niveles de expresién un incremento
axial. La claudina 2 ha mostrado que es capaz de transportar
potasio y calcio, lo que la hace un excelente candidato para ser
un poro paracelular que permite reabsorber cationes. Esto fue
confirmado por Muto et al. usando un modelo de knockout en
ratones para claudina 2'°. Estos animales tenian disminuida
la permeabilidad catiénica y presentaban reduccién de la
reabsorcién de CINa y agua cuando se median en tibulos pro-
ximales perfundidos aislados. En los estudios de balance en

Reabsorcion del calcio en la rama gruesa
ascendente de Henle

La RGAH es el segmento tubular renal més importante en
la reabsorcién tubular de calcio. Las células epiteliales que
revisten la RGAH forman una barrera impermeable al agua,
transportan activamente sodio y cloro por la via transcelular
y proveen una via paracelular para la reabsorcién selectiva de
calcio. El calcio se reabsorbe pasivamente de la luz al espa-
cio intersticial a través de la via paracelular movido por un
gradiente de voltaje transepitelial luz positivo!! (fig. 1). La
generacién de este voltaje transepitelial se atribuye a 2 meca-
nismos: 1) la secrecién de potasio apical a través del canal
renal (renal outer medullary potasium channel [ROMK]) y a la
secrecién basolateral de cloro a través de los canales de cloro
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Figura 1 - Gélula epitelial que reviste la RGAH: transportes
transcelulares y paracelulares.
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Kb (CIC-KDb) y bartrina, movidos por la reabsorcién de ClNa
por via apical a través del cotrasportador Na2CIK (NKCC2) y 2)
el voltaje transepitelial de difusién generado por el gradiente
de concentracién transepitelial de CINa sobre el canal parace-
lular catién selectivo en la RGAH. En el primer segmento de
RGAH el primer mecanismo provee un voltaje de alrededor
de +8mV, con una contribucién minima del potencial de difu-
sién en este segmento temprano porque todavia no se ha
desarrollado el gradiente de concentracién. Con la continua
reabsorcién de CINa a lo largo del eje de la RGAH, el fluido lumi-
nal se diluye y se genera un gran gradiente de concentracién
del espacio peritubular haciala luz tubular del segmento distal
de la RGAH. Ya que la permeabilidad paracelular de la RAGH es
catién-selectiva, el voltaje transepitelial positivo de difusién
se sobreimpone al voltaje transepitelial de transporte activo
y se transforma la principal fuente de fuerza de movimiento
para la reabsorcién de calcio a través del canal paracelular que
ahora se incrementa sustancialmente hasta + 30 mV.

Claudinas en el canal paracelular de 1a rama gruesa ascen-
dente de Henle

Varios estudios han llevado a un modelo en el que las
claudinas forman el canal para celular'?, especialmente 2 de
ellas: la claudina 16 o paracelina 1 y la claudina 19. Mien-
tras la claudina 16 esté expresada solo en la RGAH del rinén,
la claudina 19 tiene una expresién mas amplia, encontran-
dose ademads de la RGAH del rifién en el epitelio pigmentoso
de la retina. La claudina 16 media la permeabilidad parace-
lular catiénica en la RGAH'. La claudina 19 incrementa la
selectividad catiénica de la claudina 16, bloqueando la per-
meabilidad aniénica’. La selectividad catidnica paracelular
es requerida para generar el voltaje transepitelial difusional
luz positivo que mueve la reabsorcién de calcio y magnesio en
la RGAH'?. Los pacientes con FHHNC presentan mutaciones
de las claudinas 16 y 19. La similaridad fenotipica de ambas
mutaciones se explica por la interaccién directa entre ambas
proteinas’®. Sin embargo las mutaciones de la claudina 19 se
acompanan invariablemente de severas anormalidades ocula-
res (incluyendo miopia severa, nistagmo o coloboma macular)
por lo que ese fenotipo se lo conoce como FHHNC con severo
compromiso ocular’®. Recientemente se efectué un estudio de
anadlisis de asociacién genémica amplia (genome wide asso-
ciation analysis) en 37.734 pacientes litidsicos hipercalcidricos
y 42.510 controles no litidsicos en Islandia y Holanda®. Cuatro
variantes sinénimas comunes del locus del gen de la clau-
dina 14 (polimorfismos genéticos [SNP]) se asociaron en forma
significativa con la presencia de litiasis renal. Dos de ellos fue-
ron no exénicos y 2 exénicos. Ambos SNP exdnicos mostraron
una asociacién significativa con disminucién de la densidad
mineral ésea. La excrecién urinaria de calcio fue mayor en
los portadores homocigotos de uno de estos polimorfismos
comparado con los no portadores. Hasta hace poco la locali-
zacién de la claudina 14 a nivel renal era controvertida, hasta
que Gong et al. encontraron que la actividad promotora de la
claudina 14 estaba localizada exclusivamente en la RGAH del
rifién murino®. El ARNm vy el nivel de proteina de claudina
14 eran extremadamente bajos en ratones alimentados con
una dieta normal. Sin embargo, alimentando a los ratones con
dietas altas en calcio se aumentaba marcadamente el ARNm
y los niveles de proteina de claudina 14 en la RGAH. De forma
consistente con hallazgos previos, la claudina 14 funciona

como una barrera para la permeacién paracelular de cationes.
Cuando se coexpresa con la claudina 16, la claudina 14 inhibe
la permeabilidad de la claudina 16, de gran importancia como
canal paracelular catiénico de la RGAH. Los ratones knockout
para claudina 14 muestran funcién renal normal bajo condi-
ciones dietéticas normales. Sin embargo, sus rinones excretan
significativamente menos calcio y magnesio que los animales
salvajes cuando se los alimenta con dieta rica en calcio'’. La
observada asociacién entre claudina 14 y nefrolitiasis podria
explicarse por una disregulacién de la claudina 14 que bloquea
el canal de la claudina 16, produciendo un fenotipo variable
similar al de la FHHNC.

Sistema integrado de senalizacion que controla
al transporte de calcio en la rama gruesa
ascendente de Henle

Como ya mencionamos anteriormente, la RGAH es el prin-
cipal segmento responsable de la reabsorcién tubular de
calcio. Las células epiteliales que componen la RGAH forman
una barrera impermeable al agua, transportan activamente
CINa por via transcelular y proveen un canal paracelular para
la reabsorcién de cationes, entre ellos el calcio. La reabsorcién
paracelular de calcio es movida por un voltaje transepite-
lial luz positivo. Estéd claro que hay 2 prerrequisitos para la
generacion de este gradiente: 1) un importante gradiente tran-
sepitelial de CINa dependiente de la accién coordinada del
cotransportador Na/K/2Cl (NKCC?2), el canal de potasio ROMK,
ambos en la membrana apical, y el canal de cloro (CICKb-
bartrina) en la membrana basolateral (fig. 1); 2) un canal
paracelular catién-selectivo dependiente de la interaccién de
claudina 16, 19 y 14. Enfermedades monogénicas como el sin-
drome de Barter y el sindrome de FHHNC son causadas por
mutaciones en los genes que subyacen a ambos prerrequisitos.
El proceso de reabsorcién de calcio en la RGAH estd estrecha-
mente regulado por el receptor sensor de calcio (CaSR) que
monitorea los niveles circulantes de calcio, ajustando la tasa
de excrecién renal de forma acorde'®. Recientemente se ha
demostrado que el CaSR regula la reabsorcion de calcio a través
de cambios en la permeabilidad paracelular y no transcelu-
lar al calcio’. Cuando se activa el CaSR por un alto ingreso
dietético de calcio o por la induccién de hipercalcemia por
administracién prolongada de calcitriol, se aumenta la expre-
sién de claudina 14 en la RGAH'". De forma consistente con
esto, la activacién del CaSR por la administracién del calciomi-
mético cinacalcet lleva a un incremento de 40 veces el ARMm
de la claudina 14?°. Es mas, la sobreexpresién de claudina
14 en 2 modelos separados de cultivos celulares disminuyé
el flujo paracelular de calcio, disminuyendo la permeabilidad
catiénica. Usando animales que expresan Cre recombinasa
motorizado por el promotor de Six2, se generd un ratén que
tenfa niveles indetectables de ARNm de CaSR en el rifién’!.
Estos animales presentaron niveles de calcio urinario menores
que los controles cuando se los desafié con dietas suplemen-
tadas en calcio. Esto se asoci6 a una significativa reduccién
de la claudina 14. Por lo tanto la activacién del CaSR en la
RGAH incrementa la expresién de claudina 14 que, a su vez,
bloquea la reabsorcién paracelular de calcio?. También se han
identificado 2 micro-ARN, los mir-9 y mir-374 en las células de
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Figura 2 - Regulacion de las claudinas de la RGAH por el
calcio extracelular.

la RGAH, que son regulados directamente por el CaSR'®. Los
miR-9 y miR-374 reconocen sitios de unién parcialmente com-
plementarios localizados en la 3<UTR del ARN de la claudina
14, suprimiendo su traslacién e induciendo el decaimiento del
ARNm de manera sinérgica. Bajo condiciones dietéticas nor-
males, miR-9 y miR-374 reprimen el nivel de expresién génica
de claudina 14 y protegen la funcién de la claudina 16 en el
canal paracelular. Con una ingesta alta en calcio, se activa
el CaSR y down-regula los niveles de expresién de los miR-9
y miR-374, que causan un reciproco incremento en los nive-
les de expresién de claudina 14. El aumento de proteinas de
claudina 14 en las uniones estrechas inhibe la selectividad
catiénica de la claudina 16 en el canal paracelular, reduciendo
la reabsorcién de calcio en la RGAH. Gong et al. recientemente
reportaron que la administracién de inhibidores de la his-
tona desacetilaza (HDAC) disminuye el ARN mensajero para
claudina 14 y reduce drésticamente la excrecién urinaria de
calcio en ratones??. Es mas, el tratamiento con los inhibidores
HDAC estimulaba la transcripcién de los genes que codifican
micro-ARN-9 y micro-ARN-374 que han demostrado reprimir
la expresién de claudina 14, el regulador negativo de la via para
celular de reabsorcién de calcio (fig. 2).

Conclusién

Las claudinas han sido reconocidas como moléculas criticas
en laregulacién de la reabsorcién paracelular del calcio a nivel
renal. En especial las claudinas 14, 16 y 19 forman el canal
paracelular de la RGAH que regula la reabsorcién de calcio y
magnesio en esta porcién del tubulo renal, regulado a su vez
por el receptor sensor de calcio. Las mutaciones y polimor-
fismos que afecten a los genes que codifican estas proteinas
producirén invariablemente una disregulacién en la excrecién
urinaria de calcio. El conocimiento de la regulacién de la via

paracelular por el CaSR a través de los micro-ARN y su modi-
ficacién a través de inhibidores de la HDCA permite visualizar
nuevos tratamientos futuros para las enfermedades hipercal-
citricas.
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