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Resumen 
 

La regulación del transporte iónico es importante en mamíferos ya que 
disfunciones en él producen enfermedades cardiovasculares, 
neurodegenerativas, etc. En este contexto, se ha descrito que mutaciones en el 
gen que codifica para la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) están 
asociadas con enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas; como el 
síndrome de Wolf Parkinson White que provoca arritmias y la epilepsia 
mioclónica progresiva de tipo Lafora. La disfunción de transportadores de iones 
esta implicada en la fisiopatología de estas enfermedades. La regulación post-
traduccional ejerce el control rápido y estricto de proteínas de membrana en 
respuesta a estímulos concretos. Tanto la fosforilación como la ubicuitinación 
se estudian en la presente tesis como ejemplos de regulación post-
traduccional. Mediante la fosforilación de proteínas de membrana se puede 
regular su actividad positiva o negativamente, mientras que con la 
ubicuitinación se controla la degradación y el reciclaje que se puede producir 
después de la endocitosis, determinando así la cantidad de cada transportador 
que se encuentra en la membrana. 

En la presente Tesis se profundiza en el modelo constituido por AMPK 
que regula un canal de sodio (ENaC) a través de la fosforilación de la E3 
ubicuitina ligasa Nedd4-2, un regulador directo del canal. Para ello, se ha 
caracterizado la interacción entre AMPK y Nedd4-2 y se ha estudiado como 
ésta puede afectar a la interacción entre Nedd4-2 y ENaC. El modelo conocido 
indica que AMPK activada fosforila a Nedd4-2, lo que favorece su interacción 
con ENaC y por tanto su ubicuitinación, lo cual dirige el canal a degradarse en 
el lisosoma, disminuyendo así su presencia en la membrana. Durante este 
trabajo, se ha podido comprobar que la interacción física entre AMPK y Nedd4-
2 es transitoria o indirecta. Sin embargo, se ha descrito que ambas se regulan 
de manera recíproca, ya que Nedd4-2 ubicuitina a AMPK y AMPK fosforila a 
Nedd4-2 en al menos tres aminoácidos. Se ha comprobado que uno de estos 
sitios de fosforilación tiene un papel relevante en la interacción in vitro de 
Nedd4-2 con ENaC cuando AMPK está presente y activa. Aunque serán 
necesarios más abordajes experimentales para definir la relevancia fisiológica 
de estas modificaciones post-traduccionales, este estudio añade un 
componente novedoso y profundiza a nivel molecular en la regulación de la E3 
ubicuitina ligasa Nedd4-2 por la proteína quinasa AMPK. 

  



Abstract 
 

Ion transport regulation in mammals is important because dysfunctions 
in this process may produce cardiovascular and neurodegenerative diseases. 
Mutations in the gene encoding the AMP-activated protein kinase (AMPK) have 
been associated with cardiovascular and neurodegenerative diseases, such as 
Wolf Parkinson White syndrome, which causes arrhythmias, and a type of 
progressive myoclonic epilepsy called Lafora Disease. The dysfunction of ion 
transporters is involved in the physiopathology of these diseases. Post-
translational regulation controls membrane proteins strictly and dynamically in 
response to specific stimuli. Both ubiquitylation and phosphorylation are studied 
in this Thesis as examples of post-translational regulation. The phosphorylation 
of membrane proteins may regulate their activity either positively or negatively, 
while the ubiquitylation controls degradation and recycling that may occur after 
endocytosis, thereby determining the amount of each membrane transporter 
present at the plasma membrane. 

The starting point of this Thesis is the model which consists of AMPK as 
a sodium channel (ENaC) regulator via the phosphorylation of the E3 ubiquitin 
ligase Nedd4-2, a direct regulator of the channel. The interaction between 
AMPK and Nedd4-2 is characterized and its role in the interaction between 
Nedd4-2 and ENaC is studied. The model indicates that activated AMPK 
phosphorylates Nedd4-2, which favors its interaction with ENaC and therefore 
its ubiquitylation, reducing its presence in the membrane. During this work, we 
determined that the physical interaction between AMPK and Nedd4-2 is likely to 
be transient or indirect. However, we find that both are regulated in a reciprocal 
manner: Nedd4-2 ubiquitinates AMPK and AMPK phosphorylates Nedd4-2 on 
at least three serine residues. We show that one of these phosphorylation sites 
has a role in the in vitro interaction between Nedd4-2 and ENaC when AMPK is 
present and active. Although more experimental approaches are needed to 
define the physiological relevance of these post-translational modifications, this 
study adds a novel component and contributes to the molecular characterization 
of the regulation of the E3 ubiquitin ligase Nedd4-2 by the protein kinase AMPK. 

  



 

Resum 
 

La regulació del transport iònic és important en mamífers ja que 
disfuncions en aquest procés produeixen malalties cardiovasculars, 
neurodegeneratives,   etc. En aquest context, s’ha descrit que mutacions en el 
gen que codifica per a la proteïna quinasa activada per AMP (AMPK) estan 
associades amb infermetats cardiovasculars i neurodegeneratives com la 
síndrome de Wolf Parkinson White que provoca arítmies, i l’epilèpsia 
mioclònica progressiva de tipus Lafora. La disfunció de transportadors d’ions 
està implicada amb la fisiopatologia d’aquestes infermetats. La regulació post-
traduccional exerceix el control ràpid i estricte de proteïnes de membrana en 
resposta a estímuls concrets. Tant la fosforilació com la ubicuitinació s’estudien 
en la present tesi com exemples de regulació post-traduccional. Mitjançant la 
fosforilació de proteïnes de membrana es pot regular la seva activitat 
positivament o negativa, mentre que amb la ubicuitinació es controla la 
degradació i el reciclatge que es pot produir després de l’endocitosi, 
determinant així la quantitat de cada transportador que es troba en la 
membrana.  

En la present Tesi s’aprofondeix  en el model constituït per AMPK que 
regula un canal de sodi (ENaC) a través de la fosforilació de la E3 ubicuitina 
ligasa Nedd4.2, un regulador directe del canal. Per a això s’ha caracteritzat la 
interacció entre AMPK i Nedd4.2, i s’ha estudiat com aquesta pot afectar a la 
interacció entre Nedd4.2 i ENaC. El model conegut indica que AMPK activada 
fosforila a Nedd4.2, el que afavoreix la seua interacció amb ENaC i per tant la 
seua ubicuitinació, disminuïnt la seva presència a la membrana. Al llarg 
d’aquest treball s’ha pogut comprovar que la interacció física entre AMPK i 
Nedd4.2 es transitòria o indirecta. S’ha descrit, però, que ambdós es regulen de 
manera recíproca, degut a que Nedd4.2 ubicuitina a AMPK i AMPK fosforila a 
Nedd4.2 en al menys tres aminoàcids. S’ha comprovat que un d’aquests llocs 
de fosforilació tenen un paper rellevant en la interacció in vitro de Nedd4.2 amb 
ENaC quan AMPK està present i activa. Encara que seran necessaris més 
abordatges experimentals per definir la rellevància fisiològica d’aquestes 
modificacions post-traduccionals, el present estudi afegeix un component nou i 
profunditza a nivell molecular en la regulació de la E3 ubicuitina ligasa Nedd4.2 
per la proteïna quinasa AMPK. 
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Las células de cualquier organismo están constantemente 

expuestas a cambios y estímulos tanto externos como internos. Los 

mecanismos de señalización celular consiguen combinar y adaptar las distintas 

rutas para controlar una gran variedad de procesos celulares que se reparten 

tanto espacial como temporalmente. El proceso celular en el que una señal es 

transmitida para producir un cambio en la actividad o el estado de la célula es 

la transducción de señales. Ésta comienza con la recepción de una señal, por 

ejemplo la unión de un ligando a un receptor o la activación de un receptor por 

un estímulo como la luz, y termina con la regulación de un proceso celular, 

como por ejemplo la transcripción o un ruta metabólico. 

La regulación post-traduccional de proteínas es una herramienta 

específica y eficiente que permite regular muchos procesos celulares. La 

fosforilación/desfosforilación controla la mayor parte de la transducción de 

señales en células eucariotas. A través de la fosforilación las quinasas pueden 

ejercer la regulación post-traduccional de muchas proteínas, influyendo en su 

actividad, localización y función general. En el caso de transportadores de 

membrana, las quinasas participan regulando directa o indirectamente ciertos 

transportadores, regulándolos positiva o negativamente mediante fosforilación. 

En la presente Tesis se profundiza en un modelo constituido por 

una quinasa (AMPK) que regula indirectamente la actividad de un canal iónico 

(ENaC) a través de la fosforilación de una ubicuitina ligasa (Nedd4.2), un 

regulador directo del canal.  

 

1 Proteína quinasas: AMPK y sus ortólogos 

1.1 AMPK 

En 1973 se describió en mamíferos una proteína quinasa que se 

activaba en presencia de AMP y que era capaz de fosforilar e inactivar 

reversiblemente tanto a la 3-hidroxi-3-metilglutaril Co-enzima A [(HMG)-CoA] 
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reductasa, como a la acetil Co-enzima A carboxilasa 1 (ACC1), enzimas 

reguladoras de la síntesis del colesterol y de los ácidos grasos respectivamente 

(Beg et al., 1973; Carlson and Kim, 1973). Posteriormente se caracterizó (Yeh 

et al., 1980) y se clonó el gen que codifica la quinasa activada por AMP 

(AMPK) de mamíferos (Beri et al., 1994), permitiendo la identificación de 

ortólogos en levaduras como Snf1 (sucrose non fermenting) (Carlson, 1999) o 

en plantas como la familia SnRK (SNF1 Related Kinase) (Halford and Hardie, 

1998). 

La caracterización de ratones mutantes en AMPK desveló el papel 

fisiológico que tiene esta proteína quinasa. Se ha descrito que ratones que 

carecen del gen que codifica para AMPKα2 desarrollan hiperglucemia en 

ayuno, intolerancia a la glucosa y un aumento en la producción de glucosa 

hepática, lo que indica que esta isoforma puede tener un papel en la regulación 

de la producción de glucosa (Andreelli et al., 2006; Viollet et al., 2003). Ratones 

que carecen del gen que codifica para la subunidad α1 de AMPK presentan 

una entrada reducida de glucosa en músculo, anemia, reticulocitosis y un 

mayor peso del bazo (Turnley et al., 1999; Um et al., 2011). También se ha 

propuesto que AMPK puede tener además un papel neuroprotector ya que los 

ratones que carecen del gen que codifica para la subunidad β1 de AMPK 

presentan daños en el cerebro, convulsiones, pérdida de peso corporal, 

esteatosis hepática, hiperinsulinemia y muerte anterior al destete (Dzamko et 

al., 2010; Turnley et al., 1999). Siguiendo esta línea, se han descrito también 

daños cerebrales en ratones con una disrupción en la subunidad γ1 de AMPK 

(Dasgupta and Milbrandt, 2009).  

Está descrito que la activación de AMPK puede regular tanto 

positiva como negativamente la actividad o la presencia de ciertos 

trasportadores de iones en la membrana. En este sentido AMPK puede tener 

un papel importante en la homeostasis iónica y constituye  una parte importante 

en la presente tesis. 
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1.1.1 Estructura cuaternaria y localización de AMPK 
AMPK es un heterotrímero formado por tres subunidades distintas: 

α, β y γ. Las subunidades reguladoras β y γ se asocian a la subunidad catalítica 

α. Para estas subunidades se han descrito distintas isoformas. La subunidad α 

tiene dos isoformas α1 y α2 (Stapleton et al., 1996), la subunidad β tiene dos 

isoformas β1 y β2  (Thornton et al., 1998), y la subunidad γ tiene tres isoformas 

γ1, γ2 y γ3 (Cheung et al., 2000). La existencia de dichas isoformas provoca 

que se formen múltiples combinaciones heterotriméricas. La composición del 

heterotrímero depende fundamentalmente del tipo celular aunque la 

predominante en la mayoría de tejidos es la combinación formada por α1β1γ1 

(Hardie and Sakamoto, 2006). 

1.1.1.1 AMPKα 
Como se ha definido con anterioridad, la subunidad α de AMPK es 

la subunidad catalítica. Se han descrito dos isoformas: la codificada por el gen 

PRKAA1, AMPKα1, de 548 aminoácidos (63k Da) y la codificada por PRKAA2, 

AMPKα2, de 552 aminoácidos (63 kDa). Ambas isoformas tienen un dominio 

quinasa (KD) en su parte amino-terminal y un dominio regulador (RD) en su 

parte carboxi-terminal (revisado en Sanz, 2008) (Sanz, 2008).   

El KD está conservado a lo largo de la evolución y tiene un 61% de 

homología con sus ortólogos en levaduras y plantas, Snf1 y SnRK1, 

respectivamente. El RD presenta menor homología y es el responsable de la 

interacción con las subunidades AMPKβ y AMPKγ. En el KD se encuentra el 

aminoácido Thr172 cuya fosforilación es fundamental para la actividad de 

AMPK (Hawley et al., 1996). En su estado inactivo (ausencia de actividad 

quinasa), el KD interacciona con una región inhibidora (AID; autoinhibitory 

domain), que se encuentra dentro de su propio RD entre los aminoácidos 313 y 

392. En su estado activado, el KD se libera de su unión al AID, favoreciendo la 

fosforilación del aminoácido Thr172 en el lazo catalítico (Hardie et al., 1998) 

(Figura 1). 
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En cuanto a su localización, las dos variantes de AMPKα muestran 

diferentes patrones en células de mamífero: AMPKα1 es mayoritariamente 

citoplasmática mientras que AMPKα2 se puede localizar tanto en núcleo como 

en citoplasma en proporciones similares (Salt et al., 1998). Adicionalmente, se 

ha observado que la localización intracelular puede variar. Por ejemplo, se ha 

visto que después del ejercicio físico la subunidad α2 de AMPK se acumula en 

el núcleo de células de músculo esquelético (McGee et al., 2003). De manera 

similar, se ha observado que, en células HeLa, las subunidades α1 y α2 se 

translocan al núcleo después de un estrés por tratamiento con deoxiglucosa 

(Witczak et al., 2008). 
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Figura 1. Estructura y dominios de las subunidades α, β y γ de AMPK, Snf1, Gal83 y Snf4 

 

1.1.1.2 AMPKβ 
La subunidad β, es una subunidad reguladora dentro del 

heterotrímero AMPK. Se han descrito dos isoformas, la codificada por el gen 

PRKAB1, denominada β1, que es una proteína de 270 aminoácidos (38 kDa) y 

la codificada por PRKAB2, denominada β2, que es una proteína de 271 

aminoácidos (34 kDa) (revisado en (Sanz, 2008)). Sus ortólogos en levadura 



Mecanismos de regulación de transportadores de membrana. Interacción entre AMPK y Nedd4.2 

 

8 

son Sip1/Sip2/Gal83 (Jiang and Carlson, 1997). La subunidad β actúa como 

elemento de unión entre la subunidad α y la subunidad γ media nte un dominio 

localizado en su parte carboxi-terminal denominado ASC (Association with Snf1 

Complex), que es esencial para esta unión (Hudson et al., 2003; Iseli et al., 

2005; Woods et al., 1996). En la parte amino-terminal se encuentra el dominio 

GBD (Glycogen Binding Domain) (Hudson et al., 2003; Polekhina et al., 2003), 

cuyo papel, al menos en parte, es localizar AMPK cerca de una de sus dianas, 

la glucógeno sintasa, mediante su unión a glucógeno (Hardie, 2011; McBride 

and Hardie, 2009) (Figura 1). 

La subunidad β1 parece estar expresada de manera ubicua y 

homogénea (Salt et al., 1998) mientras que los niveles de β2 son más elevados 

en músculo esquelético (Thornton et al., 1998). La localización subcelular de la 

subunidad β puede variar en función de distintas modificaciones post -

traduccionales como la miristoilación, que favorece su asociación a membrana 

(Mitchelhill et al., 1997; Warden et al., 2001), o la fosforilación de las serinas 

S24 y S25 que favorece su localización nuclear (Mitchelhill et al., 1997). Por 

otra parte, la estimulación con agentes inductores de estrés celular como la 

deoxiglucosa y el dietil maleato (Kodiha et al., 2007) provoca la acumulación de 

la subunidad β en el núcleo. 

1.1.1.3 AMPKγ 
En el caso de la subunidad γ de AMPK, se han descrito tres 

isoformas.  AMPKγ1 es una proteína de 331 aminoácidos (37k Da), AMP Kγ2 

contiene 564 aminoácidos (63 kDa) y AMPKγ3 está compuesto por 492 

aminoácidos (55 kDa) (Figura 1). El ortólogo de esta subunidad en levadura es 

Snf4. La parte carboxi-terminal está conservada mientras que la amino-terminal 

es la que presenta las mayores diferencias (revisado en (Sanz, 2008)). 

En la parte conservada de la subunidad γ, se encuentra un tándem 

de cuatro dominios CBS, acrónimo de la cistationina-β-sintasa (Bateman, 
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1997). Estos dominios forman pares, siendo entonces conocidos como 

dominios de Bateman. Estos dominios son capaces de unir ATP y AMP (Kemp, 

2004; Scott et al., 2004). La unión de AMP o ATP a los dominios de Bateman 

es altamente cooperativa (Hardie and Sakamoto, 2006; Hardie et al., 2006). La 

afinidad de la unión de AMP es mucho mayor que la de ATP, y su unión es 

mutuamente excluyente (Hardie and Sakamoto, 2006; Hardie et al., 2006; Scott 

et al., 2004). La región amino-terminal previa al primer dominio CBS (Pre-CBS) 

es fundamental para la formación funcional y activa del complejo con las 

subunidades α y β (Viana et al., 2007) (Figura 1). 

Las tres isoformas de la subunidad γ de AMPK se expresan en 

todos los tejidos. Sin embargo, la isoforma 3 se expresa más en músculo 

esquelético (Mahlapuu et al., 2004), mientras la isoforma 2 se expresa 

mayoritariamente en corazón, cerebro, placenta y músculo esquelético 

(Cheung et al., 2000). La localización subcelular de la subunidad γ es tanto 

citosólica como nuclear, siendo principalmente nuclear para la isoforma 1 en 

neuronas (Turnley et al., 1999). 

1.1.2 Regulación de AMPK 
 AMPK es un sensor energético celular sumamente sensible a 

cambios en el ratio AMP/ATP, de manera que el aumento en la concentración 

de AMP provoca que su actividad se incremente hasta 5 veces. AMP activa 

AMPK mediante dos vías. Por un lado es un activador alostérico que induce un 

cambio conformacional en el heterotrímero de AMPK. Por otro lado, la unión de 

AMP, hace que sea peor sustrato para sus fosfatasas específicas. Ambos 

procesos son reversibles por ATP, que a elevadas concentraciones, compite 

con AMP por los dominios de Bateman en la subunidad γ de AMPK (Hardie et 

al., 1998; Sanders et al., 2007; Suter et al., 2006).  

La activación de AMPK se correlaciona con la fosforilación de la 

treonina 172 (Thr172) de la subunidad catalítica AMPKα (Hardie and Hawley, 
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2001; Sugden et al., 1999). Se han identificado varias AMPK quinasas 

(AMPKKs) encargadas de realizar esta fosforilación in vivo, como LKB1, 

CaMKKα, CaMKKβ y TAK1 (Hawley et al., 2003; Hurley et al., 2005; 

Momcilovic et al., 2006; Woods et al., 2003a; Woods et al., 2005). LKB1 es una 

quinasa supresora tumoral relacionada con el síndrome de Peutz-Jeghers 

(Alessi et al., 2006) y es la responsable de la mayor parte de la actividad 

AMPKK en extractos celulares (Carling, 2004a). Al contrario que LKB1, CaMKK 

fosforila AMPK, independientemente del ratio AMP/ATP, en respuesta al 

tratamiento de células mediante ionóforos de Ca2+ (Hawley et al., 2005). TAK1 

(transforming growth factor-β-activated kinase) se identificó como quinasa de 

AMPK en un estudio de activadores de su ortólogo en levadura Snf1 

(Momcilovic et al., 2006).  

Como se representa en la figura 2, la activación de AMPK se 

correlaciona con la fosforilación en Thr172, además esto es condición 

necesaria y suficiente, ya que el mutante T172A carece de actividad mientras 

que el mutante T172D es constitutivamente activo y no está afectado por 

tratamiento con fosfatasas (Stein et al., 2000).  
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Figura 2. Reguladores de AMPK 

 

La activación de AMPK en células de mamífero se puede producir 

en respuesta a estrés o al tratamiento con compuestos activadores de la 

quinasa (Tabla 1). Las condiciones de activación se clasifican en dos grupos; 

aquellas en las que se produce un aumento en el ratio AMP/ATP, y aquellas en 

las que la activación de AMPK es independiente del ratio AMP/ATP (Sanders et 

al., 2007). 
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Tabla 1. Mecanismos de activación de AMPK. (Sanz, 2008) 

Activadores de 
AMPK que afectan 
al ratio AMP/ATP 

Referencia 
Activadores de AMPK que no 

afectan al ratio AMP/ATP 
Referencia 

AICAR (Corton et al., 1995) Peroxinitrito 
(Zou et al., 2002) 

Dinitrofenol (Fryer et al., 2002) Metformina 
(Zou et al., 2004) 

H2O2 (Choi et al., 2001) Estrés osmótico 
(Daniel and 

Carling, 2002) 

Inhibidores de la 
cascada de MAP 

quinasas 
(Dokladda et al., 2005) Estradiol 

(Schulz et al., 
2005) 

Tiazolidinedionas (Fryer et al., 2002) Baja glucosa 
(Itani et al., 2003b) 

Leptina (en músculo) (Minokoshi et al., 2002) 
Ácidos grasos saturados de 

cadena larga y monosaturados 

(Fediuc et al., 
2006) 

Adiponectina (Yamauchi et al., 2002) 
Agonista de receptores de 

nucleótidos 

(da Silva et al., 
2006) 

Ácido α-lipóico (en 
músculo) 

(Lee et al., 2005) 
Agonistas de α1-
adrenoreceptores 

(Hutchinson and 
Bengtsson, 2006) 

  
A769662 (6,7-Dihidro-4-hidroxi-3-
(2'-hidroxi[1,1'-bifenil]-4-il)-6-oxo-
tieno[2,3-b]piridin-5-carbonitrilo) 

(Cool et al., 2006) 

 

Por otro lado, en cuanto a la inactivación de AMPK, se sabe que 

las fosfatasas PP1, PP2A y PP2C son capaces de desfosforilar el aminoácido 

Thr172 de AMPKα in vitro (Davies et al., 1995; Woods et al., 2003b).  

Recientemente se ha demostrado que PP1-R6 está implicada en la 

desfosforilación inducida por glucosa de AMPK en células β pancreáticas 
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(Garcia-Haro et al., 2010). Además se sabe que la activación de PP2A 

mediante tratamientos con glucosa, palmitato y etanol (Liangpunsakul et al., 

2010; Ravnskjaer et al., 2006; Wu et al., 2007) y por choque térmico (Wang et 

al., 2010)  inhibe AMPK.  

1.1.3 Secuencia de reconocimiento de las dianas de AMPK 
Desde la identificación de las primeras proteínas diana de AMPK, 

las enzimas biosintéticas de lípidos 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa 

(Davies et al., 1992) y la isoforma ACC1 (α) de la acetil-CoA carboxilasa 

(Clarke and Hardie, 1990), se ha intentado determinar una secuencia consenso 

de fosforilación por AMPK mediante la comparación de los sitios fosforilados de 

éstas y otras dianas conocidas. En la figura 3 (adaptada de (Towler and Hardie, 

2007)), se representa el alineamiento del sitio de fosforilación de 14 dianas de 

AMPK. El sitio consenso obtenido es Φ-[β,X]-X-X-S/T-X-X-X-Φ donde Φ es un 

aminoácido hidrofóbico (M, I, L, F, V), β es un aminoácido básico (R, K, H) y X 

puede ser cualquier aminoácido.   
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Figura 3. Alineamiento de la secuencia consenso de reconocimiento por AMPK de varias 
proteínas humanas, a las cuales fosforila de manera fisiológica. El aminoácido de serina 
fosforilado está indicado por una flecha, Φ es un residuo hidrofóbico, β es un residuo básico y X 
puede ser cualquier residuo. PFK2, 6-fosfofructoquinasa 2. eNOS, endothelial nitric-oxide 
synthase. HNF4-α, hepatocite nuclear factor 4. TORC2, transducer of regulated CREB-2. TSC2, 
tuberous sclerosis complex 2. Modificado de (Towler and Hardie, 2007). 

 

1.1.4 Efectos fisiológicos de la activación de AMPK 

1.1.4.1 Efectos sobre el metabolismo energético 
Como ya se ha mencionado, AMPK actúa como sensor energético 

ya que su actividad cambia en función del ratio de AMP/ATP. La activación de 

AMPK provoca generalmente el estímulo de respuestas metabólicas 

encaminadas a prevenir crisis energéticas y metabólicas en situaciones donde 

la síntesis de ATP se reduce (hipoxia, isquemia, baja disponibilidad de 

nutrientes) o el consumo de ATP se acelera. De este modo, la activación de 

AMPK estimula la toma de glucosa y/o procesos catabólicos que generan ATP 

como la oxidación de ácidos grasos, la glucólisis, la degradación proteica 
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(Towler and Hardie, 2007; Witczak et al., 2008) e inhibe procesos anabólicos 

como las rutas de síntesis de ácidos grasos, colesterol, glucógeno y proteínas 

(Towler and Hardie, 2007) que consumen ATP y que no son necesarios para la 

inmediata supervivencia de la célula (Canto and Auwerx, 2010) (Tabla 2). 

Tabla 2. Procesos metabólicos regulados por AMPK. El color verde indica regulación positiva 
y el rojo negativa. AS160, Akt substrate 160. CPT1, carnitine palmitoyl-CoA transferase 1. 
PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase. P70S6K, proteína ribosomal S6Kinasa 1. HSL, 
hormone-sensitive lipase. mTOR, mammalian target of rapamicin. TSC2, tuberous sclerosis 
complex 2. FOXO, family of forkhead transcription factors. MuRF1, E3 ubicuitina ligasa. PPAR γ  
peroxisome proliferator-activated receptor gamma. Sirtuin1, silent mating type information 
regulation 2 homolog, deacetilasa NAD dependiente. Tabla adaptada de (Canto et al., 2009; 
Jager et al., 2007; Towler and Hardie, 2007; Witczak et al., 2008). 

Ruta metabólica Tejido Diana inmediata Efecto inmediato 

Entrada glucosa Músculo AS160 Aumenta translocación GLUT4 

Entrada glucosa Músculo  Aumenta expresión GLUT4 

Entrada glucosa Distintos tejidos  Aumenta expresión GLUT1 

Entrada glucosa Adipocitos GLUT4 Baja estimulación por insulina 

Glucólisis Músculo cardiaco PFK2 cardiaca 

Aumenta actividad de PFK2 
cardiaca y fructosa-2,6-
bisfosfatasa 

Glucólisis 
Monocitos, 

Macrófagos 
PFK2 inducible 

Aumenta actividad de PFK 2 
inducible y fructosa-2,6-
bisfosfatasa 

Oxidación ácidos 
grasos 

Músculo, Hígado, 

Otros tejidos 
ACC-2 

Baja actividad de ACC-2 y malonil-
CoA. Aumenta actividad de CPT1 

Síntesis ácidos 
grasos 

Todos los tejidos ACC-1 Baja actividad de ACC1 

Síntesis ácidos 
grasos 

Hígado SREBP-1c, HNF4.1α 
Baja expresión de ACC1 y ácido 
graso sintasa 

Síntesis colesterol Hígado HMG-CoA reductasa 
Baja actividad de HMG-CoA 
reductasa 

Síntesis glucógeno Músculo 
Glucógeno sintasa 

muscular 

Baja actividad de glucógeno 
sintasa muscular 
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Ruta metabólica Tejido Diana inmediata Efecto inmediato 

Síntesis glucosa Hígado TORC2 
Baja expresión de PEPCK y 
glucosa-6-fosfatasa 

Síntesis proteínas Todos los tejidos EF2K 
Baja elongación traducción 
proteica 

Síntesis proteínas Todos los tejidos TSC2 Baja actividad mTOR y P70S6K1 

Degradación     
proteínas 

Músculo  
Aumenta expresión de FOXO1, 
FOXO3, MuRF1 

Autofagia Todos los tejidos TSC2 Baja actividad mTOR 

Lipólisis Adipocitos HSL 
Baja estimulación adrenérgica de 
Lipólisis 

Lipólisis Músculo HSL 
Aumenta degradación de 
triglicéridos 

Biogénesis 
mitocondrias 

Músculo 
PPARγ co-activador-

1α, Sirtuin-1 

Aumenta expresión de genes de 
mitocondria 

 

1.1.4.2 Efectos de la actividad de AMPK sobre la homeostasis iónica 
La mayoría de las dianas conocidas de AMPK están implicadas en 

el metabolismo energético, sin embargo, se ha visto que AMPK también puede 

contribuir en otros aspectos de la función celular fosforilando otras proteínas, 

como es el caso de algunos canales iónicos. Se ha visto que la activación de 

AMPK regula ciertas proteínas de membrana como el canal epitelial de sodio 

(ENaC) (Almaca et al., 2009; Bhalla et al., 2006; Carattino et al., 2005),  

algunos canales de potasio sensibles a oxígeno (TASK-3, KCNMA1, KCNMB1) 

(Dallas et al., 2009), y el canal de cloro regulador de la conductancia 

transmembrana de la fibrosis quística (CFTR) (Hallows et al., 2000; Kongsuphol 

et al., 2009b).  

El canal epitelial de sodio (ENaC) controla la reabsorción de sodio 

en riñón, colon, pulmón y glándulas sudoríparas. ENaC se encuentra en la 
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membrana y es permeable principalmente a iones sodio (Na+), pero también a 

litio (Li+) y protones (H+) (Palmer, 1987). Se ha demostrado que la estimulación 

de AMPK mediante compuestos como la fenformina, metformina, y el AICAR 

(5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-beta-4-ribofuranosido), en oocitos de 

Xenopus, células HEK293 y células epiteliales polarizadas de riñón, reduce el 

transporte de sodio (Bhalla et al., 2006; Carattino et al., 2005; Woollhead et al., 

2005). Se han realizado estudios con ratones AMPKα1-/- que muestran 

mediante medidas electrofisiológicas que la ausencia del gen AMPKα1 causa 

mayor presencia de ENaC en células epiteliales (Almaca et al., 2009). Se 

propone que AMPK controla ENaC facilitando su ubicuitinación por la E3 

ubicuitina ligasa Nedd4.2 y su posterior endocitosis (Bhalla et al., 2006; 

Carattino et al., 2005). Dicho modelo de regulación es uno de los contenidos 

principales de esta tesis y será tratado con mayor profundidad en el apartado 

2.3.2.   

Existen varios canales de potasio regulados por AMPK, como 

Kv7.1 (KCNQ1), que sigue un modelo de regulación similar a ENaC. Kv7.1 es 

un canal de potasio de baja conductancia y dependiente de voltaje (Jespersen 

et al., 2005). Su expresión en diferentes tejidos permite que regule distintas 

funciones, como en el caso de cardiomiocitos donde es responsable de cesar 

el potencial de acción cardiaco (Jespersen et al., 2005; Nerbonne and Kass, 

2005; Peroz et al., 2008). La ubicuitinación de Kv7.1 por Nedd4.2 provoca la 

internalización del canal de potasio desde la membrana plasmática (Jespersen 

et al., 2007). Se ha observado que AMPK inhibe la actividad de Kv7.1 

indirectamente a través de Nedd4.2 (Alzamora et al., 2010; Andersen et al., 

2011), de forma similar a como lo hace con ENaC, aunque, como en el caso de 

ENaC, el mecanismo molecular involucrado todavía no está definido. 

CFTR  es un canal de Cl- dependiente de ATP cuya función es 

deficiente en pacientes que padecen de fibrosis quística, una enfermedad 

genética letal (Welsh and Smith, 1993). Se ha visto que AMPK se une a CFTR 
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en su dominio NBD (nucleotide binding domain)  (Carling, 2004b; Hallows et al., 

2000; Hallows et al., 2003) inhibiendo su actividad al fosforilar dos serinas 

(S737 y S768) que se encuentran en el dominio regulador (Kongsuphol et al., 

2009a).  

Todos estos datos indican un papel fundamental de AMPK en la 

regulación de canales iónicos, ejerciendo su influencia bien de forma directa, 

como con el canal de cloro CFTR, o bien y mayoritariamente de forma 

indirecta, a través de la regulación de un regulador intermedio, como en el caso 

de los canales ENaC o Kv7.1.  

 

1.2 Snf1 

Snf1 (sucrose non-fermenting) es una serina/treonina proteína 

quinasa de levadura ortóloga de AMPK en mamíferos (Hardie et al., 1998) que 

actúa como sensor del estatus energético de la célula. En la presente tesis, se 

emplea el sistema modelo de la levadura, Saccharomyces cerevisiae, y en 

concreto la función del ortólogo de AMPK, Snf1, para abordar algunos aspectos 

de la regulación de Nedd4.2 por AMPK. Por tanto, a continuación se describe 

en más detalle su estructura y función.   

1.2.1 Estructura cuaternaria 
Al igual que en mamíferos, el complejo AMPK de levaduras consta 

de tres subunidades. La proteína quinasa Snf1 (ortólogo de la subunidad α de 

AMPK) forma parte de un complejo junto con la subunidad activadora Snf4 

(ortólogo de la subunidad γ de AMPK) y con miembros de la familia 

Sip1/Sip2/Gal83 (ortólogos de la subunidad β de AMPK) (Jiang and Carlson, 

1997). Snf1 tiene un dominio catalítico amino-terminal (KD) y otro regulador 

carboxi-terminal (RD) (Jiang and Carlson, 1996), que interacciona tanto con la 

subunidad activadora Snf4 como con los miembros de la familia 

Sip1/Sip2/Gal83 (Jiang and Carlson, 1997). De igual manera que AMPKβ, las 
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proteínas Sip1, Sip2, y Gal83 tienen dos dominios definidos: el dominio ASC 

(Association with Snf1 Complex) y el GBD (Glycogen Binding Domain) 

(Wiatrowski et al., 2004; Yang et al., 1994). Asimismo, Snf4 también presenta 4 

dominios CBS (cistationina-β-sintasa como AMPKγ (Rudolph et al., 2007) 

(Figura1).       

1.2.2 Regulación 
Snf1 se activa como respuesta a la disminución de los niveles 

intracelulares de glucosa (Jiang and Carlson, 1996; McCartney and Schmidt, 

2001; Wilson et al., 1996; Woods et al., 1994), en concordancia con su papel 

principal en la adaptación a la ausencia de glucosa mediante la utilización de 

fuentes alternativas de carbono. Al contrario que AMPK, el complejo Snf1 no se 

activa alostéricamente por AMP, aunque su activación se correlaciona con un 

aumento del ratio AMP/ATP (Adams et al., 2004; Wilson et al., 1996). 

Adicionalmente, el complejo Snf1 se activa por otros estreses como el pH 

alcalino, el estrés salino, y el estrés oxidativo (Hong and Carlson, 2007).  

La regulación de la actividad del complejo Snf1 requiere la 

fosforilación de la subunidad catalítica Snf1 en el aminoácido treonina 210 

(Thr210), equivalente a Thr172 en AMPKα, por una quinasa específica y la 

interacción con Snf4, lo que neutraliza la función del dominio auto-inhibitorio de 

Snf1 (Jiang and Carlson, 1996; Leech et al., 2003).  

1.2.3 Efectos metabólicos 
Snf1 regula la transcripción de un gran número de genes, entre 

ellos, los relacionados con el metabolismo de fuentes de carbono alternativas a 

la glucosa, gluconeogénesis, respiración, transporte y meiosis. Estudios 

genómicos han demostrado que la expresión de más de 400 genes depende de 

Snf1 en condiciones de baja concentración de glucosa (Young et al., 2003).  

Como parte de su función controlando el uso de la energía celular, 

Snf1 regula la actividad de enzimas metabólicos relacionados con la 
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acumulación de ácidos grasos y carbohidratos. También regula genes 

relacionados con autofagia ATG1 y ATG13 (Hardy et al., 1994; Mitchelhill et al., 

1994; Wang et al., 2001b). 

Snf1 es importante en la respuesta a otros tipos de estrés. Así, el 

mutante snf1 tiene un defecto de crecimiento en ayuno de otros nutrientes 

diferentes a la glucosa como el fosfato, el sulfato y el nitrógeno (Thompson-

Jaeger et al., 1991). También es sensible a los iones sodio y litio (Alepuz et al., 

1997; Portillo et al., 2005; Ye et al., 2006), a otros cationes tóxicos como la 

higromicina B (Portillo et al., 2005), así como al pH alcalino y al choque térmico 

(Platara et al., 2006). La mayoría de respuestas a estrés mediadas por Snf1 

conllevan control transcripcional, como en el caso de la inducción de la 

expresión Na+-ATPasa ENA1 por estrés alcalino o salino (Portillo et al., 2005; 

Ye et al., 2006).     

1.3 Trastornos derivados de defectos en la actividad AMPK 

Debido al papel fundamental que tiene AMPK y sus ortólogos en 

levaduras y plantas en el mantenimiento del balance energético, cualquier 

disfunción de la ruta de señalización en la que participe provocará 

perturbaciones sistémicas que contribuirán al desarrollo de desórdenes 

metabólicos.  

La implicación de AMPK en la tolerancia al estrés metabólico 

provocado por envejecimiento se ha estudiado en eucariotas inferiores como 

Saccharomyces cerevisiae (Ashrafi et al., 2000; Lin et al., 2001) o 

Caenorhabditis elegans (Curtis et al., 2006; Lin et al., 2001) y se ha observado 

que la vida media del organismo aumenta con la activación de AMPK. En 

eucariotas superiores, el papel de AMPK no está tan claro. En algunos estudios 

se relaciona una baja actividad de AMPK con la reducción de la resistencia a la 

insulina durante el envejecimiento (Qiang et al., 2007; Reznick et al., 2007), 

mientras que en otros casos el envejecimiento se correlaciona con un aumento 
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de la actividad de AMPK como consecuencia de la fosforilación de la misma 

(Thomson and Gordon, 2005; Thomson and Gordon, 2006).  

En relación con la obesidad, en la mayoría de modelos genéticos 

de esta enfermedad en roedores se sabe que la actividad de AMPK está 

reducida en tejidos periféricos como corazón, músculo esquelético e hígado 

(Barnes et al., 2002; Liu et al., 2006; Wang and Unger, 2005).  

La subunidad α de AMPK presenta alta actividad durante la 

isquemia, aunque existen diferentes modelos genéticos donde los resultados 

sugieren que, en la recuperación del corazón durante la reperfusión, esta 

actividad puede resultar tanto positiva (Scott et al., 2008; Shibata et al., 2005) 

como negativa (Xing et al., 2003).  

Como se ha explicado en el apartado 1.1.2, LBK1 es una quinasa 

activadora de AMPK, y tiene propiedades como supresor tumoral. Esta quinasa 

esta mutada en el síndrome Peutz-Jegher, una enfermedad genética que 

predispone a varios tipos de cáncer (Ji et al., 2007), lo que podría mediar que 

una disminución de la actividad de AMPK estuviese relacionada con un 

aumento de la proliferación celular. 

AMPK también está implicada en enfermedades tanto 

cardiovasculares como neurodegenerativas. Mutaciones en la subunidad γ de 

AMPK de Drosophila produce un fenotipo de neurodegeneración (Scott et al., 

2008). El síndrome de Wolf Parkinson White afecta prácticamente al 0,1% de la 

población y consiste en una anomalía de la conducción eléctrica del corazón 

que puede producir arritmias, taquicardias y muerte súbita (Fitzsimmons et al., 

2001). Se descubrió que dicho síndrome estaba asociado a una mutación en la 

subunidad γ2 de AMPK en pacientes con la enfermedad (Gollob et al., 2001). 

Por otro lado, la epilepsia mioclónica progresiva de tipo Lafora (LD, OMIM 

254780),  es una enfermedad neurodegenerativa autosómica recesiva que se 

caracteriza por la presencia de inclusiones intracelulares de glucógeno 
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llamadas cuerpos de Lafora (HARRIMAN et al., 1955; Lafora, 1911; Sakai et 

al., 1970). Esta enfermedad se puede producir por mutaciones en los genes 

EPM2A (epilepsy of progressive myoclonus type 2 gene A) (Minassian et al., 

1998; Serratosa et al., 1999) y EPM2B (Chan et al., 2004) que codifican para 

laforina y malina respectivamente. Ambos genes forman un complejo que es 

importante para la regulación negativa del metabolismo del glucógeno y dicha 

formación está modulada positivamente por la fosforilación de laforina por 

AMPK (Solaz-Fuster et al., 2008) 

 

2 Ubicuitinación 

2.1 La ubicuitina y la maquinaria de ubicuitinación 

La ubicuitina es una proteína de 76 aminoácidos muy conservada y 

presente en todos los organismos eucariotas (Figura 4). Puede formar enlaces 

covalentes estables con otras proteínas lo cual condiciona su estabilidad, 

actividad o localización (Ciehanover et al., 1978; Hershko and Ciechanover, 

1998; Hershko et al., 2000). La ubicuitinación de proteínas está vinculada con 

la degradación por el proteasoma, el control de localización subcelular, la 

expresión génica, la reparación del DNA, las cascadas de señalización, la 

endocitosis y el tráfico intracelular (Glickman and Ciechanover, 2002; Haglund 

and Dikic, 2005; Pickart and Fushman, 2004).  
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Figura 4. Molécula de Ubicuitina. Esquema lineal y estructura terciaria de la ubicuitina. Las 
lisinas se indican en rojo y el tetrapéptido C-terminal que contiene la G 76 en azul.  

 

La ubicuitinación ocurre por la acción de tres enzimas que actúan 

de forma secuencial: la E1, que es la enzima activadora de la ubicuitina, la E2, 

una enzima que conjuga la ubicuitina y la E3, una ubicuitina ligasa. Las E3 

ubicuitina ligasas son las encargadas de determinar la especificidad de la 

ubicuitinación y por ello, su número es mucho mayor en comparación con el de 

las E1 o E2. En el genoma humano se estima que existen dos E1, 

aproximadamente treinta E2 y más de seiscientas E3 (Li et al., 2008). 

Dependiendo de su mecanismo de acción las E3 se clasifican en dos tipos:  

RING (Really Interesting New Gene) y las tipo HECT (homologous to the E6-AP 

carboxyl terminus).  

Las E3 ubicuitina ligasas tipo HECT poseen una cisteína 

conservado que sirve de intermediario entre la ubicuitina y la proteína diana. El 

proceso comienza con la formación de un enlace de alta energía tioéster entre 

la glicina (G76) del extremo carboxi-terminal de la ubicuitina y la enzima E1, 
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con gasto de una molécula de ATP. Posteriormente la ubicuitina se transfiere 

por transtiolación al enzima E2. Por último, la E3 transfiere la ubicuitina 

activada mediante un enlace amida a un grupo ε-amino de una lisina de la 

proteína diana (Hershko and Ciechanover, 1998)  (Figura 5). 

Las E3 ubicuitina ligasa tipo RING no tienen función catalítica y 

únicamente actúan como puente que acerca a la E2 a la proteína diana y 

posibilita la reacción de conjugación entre la ubicuitina-E2 y dicho substrato 

(Figura 5).  

 

Figura 5. Esquema de la ubicuitinación. Ubicuitinación tipo HECT. Ubicuitinación tipo RING. 

 

2.2 Funciones de la ubicuitinación 

La unión covalente de la ubicuitina a una proteína es una 

modificación postraduccional. Originalmente se había descrito esta 

modificación como un etiquetado de proteínas para su rápida degradación por 

el proteasoma, aunque posteriormente se ha visto que la ubicuitinación puede 
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estar relacionada con algunas funciones no proteolíticas, como la regulación de 

la actividad y la localización del sustrato ubicuitinado (Bhoj and Chen, 2009; 

Chen and Sun, 2009; Giasson and Lee, 2003; Hoeller and Dikic, 2009; Raiborg 

and Stenmark, 2009).  

La unión de una molécula de ubicuitina a un único aminoácido Lys 

de la proteína sustrato se denomina monoubicuitinación, mientras que si se 

unen a varios aminoácidos Lys se denomina muti-ubicuitinación. Además, la 

ubicuitina también puede ser ubicuitinada y formar cadenas de ubicuitinas 

sobre uno o varios aminoácidos Lys, lo que se denomina poliubicuitinación 

(Figura 6).  

La molécula de ubicuitina contiene siete aminoácidos Lys (K6, K11, 

K27, K29, K33, K48 y K63) (Figura 4) a los que se puede unir otra ubicuitina, 

siendo las cadenas más comunes las formadas sobre los aminoácidos Lys48 y 

Lys63 (K48 y K63). Adicionalmente también se pueden formar cadenas sobre 

la metionina amino-terminal de la ubicuitina (Komander et al., 2009). 

Generalmente, el tipo de ubicuitinación y el tipo de cadena que se forma 

determinará el destino de la proteína ubicuitinada.  

Las cadenas de ubicuitina con uniones en K48 son las más 

comunes y suponen una etiqueta para la degradación proteasomal de la 

proteína poliubicuitinada (Baboshina and Haas, 1996; Thrower et al., 2000). 

La poliubicuitinación en K63 está implicada en la reparación de 

DNA, tráfico y localización intracelular, respuesta inflamatoria, función 

ribosomal, y regulación de cascadas de señalización, y no implica 

necesariamente etiquetado para degradación proteasomal in vivo (Chen and 

Sun, 2009; Glickman and Ciechanover, 2002; Pickart and Fushman, 2004; 

Wang et al., 2001a). 

Las cadenas formadas en las lisinas K29, K33 son menos 

frecuentes. Este tipo de uniones fueron descubiertas en levadura mediante 
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espectrometría de masas (Peng et al., 2003). Las uniones K29 están 

vinculadas al direccionamiento del sustrato al proteasoma, aunque no está 

claro si implica proteólisis, mientras que se desconoce la función de la 

poliubicuitinación en cadenas con uniones K33. Se ha observado que las 

kinasas relacionadas con AMPK, NUAK1 (AMPK-related kinase 5) y MARK4 

(microtubule-affinity-regulating kinase 4) son ubicuitinadas mediante la 

formación de cadenas con uniones en K29 y/o K33 (Al-Hakim et al., 2008).  

La poliubicuitinación en K27 también fue descrita gracias a la 

espectrometría de masas (Peng et al., 2003). Se ha visto que Jun, una proteína 

reguladora de la transcripción, esta regulada por poliubicuitinación en K27 y 

degradación en el lisosoma (Ikeda and Kerppola, 2008). 

Estudios iniciales indican que las cadenas tipo K11 pueden servir 

como señal para la degradación asociada al retículo endoplasmático (ERAD) 

(Xu et al., 2009). Las uniones K11 también se han observado en cadenas 

combinadas con K63 donde son efectivas para internalización y degradación 

del complejo MHC (major histocompatibility complex) clase 1 (Boname et al., 

2010; Goto et al., 2010). 

Las cadenas de tipo K6 son poco frecuentes y se han observado 

en combinación con K27, K48 y K63 con función no proteolítica (Ben-Saadon et 

al., 2006; Pickart and Fushman, 2004).  

Recientemente se han identificado unas cadenas denominadas 

lineales en las que las moléculas de ubicuitina no se unen sobre ninguna de 

sus lisinas, sino que el enlace consiste en la unión de la glicina carboxi-terminal 

de un monómero  de ubicuitina con la metionina amino-terminal del siguiente 

monómero (Kirisako et al., 2006). Se ha descrito que una de sus funciones es 

activar NFκB (clave en procesos inflamatorios, anti-apoptóticos e 

inmunológicos) mediante la poliubicuitinación linear de NEMO (NFκB essential 

modulator) (Tokunaga et al., 2009) 
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Figura 6. Tipos de ubicuitinación. Esquema de los diferentes tipos de cadenas mono y 
poliubicuitinadas y eventos celulares en los que intervienen. 

 

2.3 Familia Nedd4 

La familia Nedd4 se encuentra dentro de la familia de E3 ubicuitina 

ligasas tipo HECT que, en humanos, está formada por nueve miembros: 

Nedd4.1, Nedd4.2 (Nedd4L), ITCH, SMURF1, SMURF2, WWP1, WWP2, 

NEDL1, y NEDL2.11-13 (Harvey and Kumar, 1999; Ingham et al., 2004; 

Shearwin-Whyatt et al., 2006). Nedd4.1 y Nedd4.2 son los más relacionados 

entre sí. Las proteínas de la familia Nedd4 se caracterizan por tener en la parte 

amino-terminal un dominio C2 de unión a lípidos y/o calcio, varios dominios 

WW (de 2 a 4) de interacción proteína-proteína y un dominio catalítico HECT 

en la parte carboxilo-terminal (Harvey et al., 1999; Ingham et al., 2004; 

Shearwin-Whyatt et al., 2006) (Figura 7). 

 

Figura 7. Esquema de la estructura de los dominios de las proteínas de la familia Nedd4 
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El análisis filogenético a partir de varias especies indica que 

Nedd4.1 sería el miembro ancestral de la familia, mientras que Nedd4.2 se 

originó más tarde, probablemente por duplicación génica (Yang and Kumar, 

2010) (Figura 8). Todos los vertebrados presentarían Nedd4.1 y Nedd4.2. En 

levadura únicamente existe un gen de la familia Nedd4, denominado RSP5.  

 

 

Figura 8. Relación filogenética entre los Nedd4 de distintas especies (Yang and Kumar, 
2010). (a) Árbol filogenético de Nedd4 incluyendo el ortólogo en levadura Rsp5. (b) Estructura de 
los dominios de la proteína Nedd4 de las distintas especies seleccionadas. Los rectángulos 
blancos representan el dominio C2, los cuadrados grises representan los dominios WW y los 
rectángulos negros representan el dominio HECT [c: pollo (Gallus gallus); d mosca del vinagre 
(Drosophila melanogaster); h: humano (Homo sapiens); m: raton (Mus musculus); x: rana 
(Xenopus tropicalis); y z: pez cebra (Danio rerio)]. 

 

2.3.1 Nedd4.1/Nedd4.2 

2.3.1.1 Estructura 
Nedd4.1 se identificó originalmente como Nedd4 en 1992 en un 

rastreo de genes de ratón reprimidos en el sistema nervioso central durante la 
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fase embrionaria temprana (Kumar et al., 1992). Tanto Nedd4.1 como Nedd4.2 

tienen en la parte amino-terminal un dominio C2 de unión a lípidos y/o calcio, 

cuatro dominios WW de interacción proteína-proteína y en la parte carboxilo-

terminal el dominio catalítico HECT (Harvey et al., 1999; Ingham et al., 2004; 

Shearwin-Whyatt et al., 2006). Existe un 65% de similitud con la secuencia 

peptídica de Nedd4.2, siendo la parte menos conservada la localizada entre los 

dominios WW1 y WW3 (Figura 9).  

 

 

Figura 9. Esquema de la estructura de los dominios de las proteínas Nedd4.1 y Nedd4.2 

 

En humanos, el gen Nedd4.1 (NCBI Gene ID: 4734) se localiza en 

el cromosoma 15 (Chen et al., 2001) y el gen Nedd4.2 (NCBI Gene ID: 23327) 

se localiza en el cromosoma 18 (Chen et al., 2001) y tiene una estructura 

genómica compleja. Presenta múltiples exones proximales en los que el sitio de 

inicio de la transcripción es variable, además la secuencia/señal de 

poliadenilación varía, formándose regiones 3´ no traducidas de diferentes 

tamaños, y exones internos, produciéndose lo que se conoce como eventos de 

splicing (empalme) alternativo. Como consecuencia, se produce un conjunto de 

transcritos distintos cuya expresión puede estar asociada a un tejido concreto. 

Esta variedad de transcritos codifica proteínas Nedd4.2 que pueden variar tanto 

en la cantidad de dominios WW como en la presencia o no del dominio C2 

(Itani et al., 2003b). En la tabla 3 se resume las características de las variantes 

de Nedd4.2. 
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Tabla 3. Características de las 8 variantes de Nedd4.2 descritas en la base de datos 
UniProt bajo la referencia Q96PU5. 

 

2.3.1.2 Función 
A pesar de presentar cierta redundancia funcional (Henry et al., 

2003), Nedd4.1 y Nedd4.2 presentan distinta preferencia por ciertos sustratos. 

De manera general, Nedd4.1 tiene implicaciones en la regulación del 

crecimiento celular y el desarrollo del sistema nervioso (Cao et al., 2008; Liu et 

al., 2009; Shi et al., 2008). Muchas funciones que realiza Nedd4.2 son 

comunes a las de Nedd4.1, pero existen funciones específicas y hay diversos 

estudios que tratan de elucidar qué sustratos son ubicuitinados por cada una 

de dichas proteínas específicamente. Así, Nedd4.2 se identificó como regulador 

específico del canal epitelial de Na+, ENaC (Abriel et al., 1999; Harvey et al., 

2001; Kamynina et al., 2001). 

Para conocer el papel de Nedd4.2 in vivo se han generado ratones 

Nedd4.2 knockout o KO (carentes de función Nedd4.2). En un primer estudio 

se vio que los ratones KO presentaban alta presión sanguínea por la 

desregulación del canal epitelial de Na+ ENaC acrecentada por dieta alta en 

sales (Shi et al., 2008). En otro estudio más reciente se observa que los 

Isoforma Nº aa C2 WW1 WW2 WW3 WW4 HECT Tejido 

1 975 SI SI SI SI SI SI Riñón 

2 911 SI SI NO SI SI SI Piel, Útero 

3 871 SI SI NO SI SI SI Testículo 

4 854 NO SI SI SI SI SI Próstata 

5 955 SI SI SI SI SI SI Piel, Útero 

6 947 SI SI SI SI SI SI Próstata 

7 967 SI SI SI SI SI SI Próstata 

8 995 SI SI SI SI SI SI Cerebro 
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ratones Nedd4.2 KO tienen síntomas más severos con muerte perinatal y 

elevada actividad de ENaC en los pulmones, lo que provoca que las crías no 

sean capaces de inflar los pulmones y, por tanto, de respirar (Boase et al., 

2011).  

2.3.2 Dianas de Nedd4.2: Transportadores de membrana. 
Las proteínas de la familia Nedd4 interaccionan físicamente con 

sus sustratos mediante los dominios de unión WW que reconocen motivos 

denominados PY en las proteínas diana, que son secuencias PPxY o, en 

algunos casos LPxY (Kanelis et al., 2001; Kasanov et al., 2001; Staub et al., 

1996).  

Entre los sustratos ubicuitinados por Nedd4.2 hasta la fecha, la 

mayoría son proteínas de membrana. El dominio amino terminal de Nedd4.2 

(C2) se une a fosfolípidos de manera dependiente de Ca2+, y parece ser el 

responsable de la localización de la proteína Nedd4.2 en la cara interior de la 

membrana plasmática (Ingham et al., 2004; Suzuki et al., 2002).  

Un ejemplo de la regulación de una proteína de membrana por 

Nedd4.2 es el ya mencionado canal epitelial de Na+, ENaC. Esta proteína se 

encuentra en pulmón, riñón, colon, conductos de sudor y glándulas salivares. 

Consta de tres subunidades α, β, y γ en una estequiometría trimérica (Canessa 

et al., 1994). Su función es crítica ya que el transporte de sodio en el riñón es el 

último responsable de mantener el balance corporal de dicho ión así como de 

mantener la presión sanguínea en niveles normales (Garty and Benos, 1988). 

Además, la retirada normal de fluido del espacio alveolar para el intercambio 

adecuado de aire en los pulmones depende también del transporte de sodio 

mediado por ENaC (Matalon and O'Brodovich, 1999).   

La ubicuitinación de ENaC es un requisito para su internalización y 

posterior degradación. La E3 ubicuitina ligasa Nedd4.2 tiene el mismo patrón 

de localización subcelular que ENaC (Staub et al., 1997b). La descripción inicial 
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de la interacción entre ambas proteínas se realizó en el sistema de doble 

híbrido en levadura. Dicha interacción se realiza entre los dominios WW de 

Nedd4.2 y los dominios PY (PPxY) que se encuentran en las tres subunidades 

de ENaC (Staub et al., 1996). Diversos estudios sobre la interacción 

Nedd4.2/ENaC en células renales demuestran que Nedd4.2 se une a las 

moléculas de ENaC que están asociadas a la membrana para ubicuitinarlas 

(Malik et al., 2005; Snyder, 2005; Zhou et al., 2007). 

 
Tabla 4. Transportadores regulados por Nedd4.2  

Ión transportado Transportador Referencia 

Sodio ENaC 

Nav1.2 

Nav1.3 

Nav1.5 

Nav1.7 

Nav1.8 

(Staub et al., 1997a) 

(Fotia et al., 2004; Rougier et al., 2005) 

(Fotia et al., 2004; Rougier et al., 2005) 

(van Bemmelen et al., 2004) 

(Fotia et al., 2004; Rougier et al., 2005) 

(Fotia et al., 2004; Rougier et al., 2005) 

Potasio KCNQ1/KCNE1/ Kv7.1 

KCNQ2/3, KCNQ3/5 

KCNJ2 

KCNA3/KCNA5 

(Jespersen et al., 2007; Andersen et al., 2011) 

(Ekberg et al., 2007; Schuetz et al., 2008) 

(Alesutan et al., 2011) 

(Boehmer et al., 2008; Henke et al., 2004) 

Calcio CACNB1 

TRPV6 

(Persaud et al., 2009) 

(Zhang et al., 2010) 

Cloro ClC5 

ClC2 

ClC-Ka/Barttin 

TTHY2 

EAAT2 

DMT1 

(Hryciw et al., 2004) 

(Palmada et al., 2004) 

(Embark et al., 2004) 

(He et al., 2008) 

(Boehmer et al., 2008) 

(Howitt et al., 2009) 
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Desde la identificación de ENaC como un canal de iones regulado 

por ubicuitinación (Staub et al., 1997a), se han ido sumando estudios sobre 

otros canales que se regulan por Nedd4.2. Por ejemplo, dos canales de sodio y  

potasio cardiacos, Nav1.5 y Kv7.1, están regulados por ubicuitinación a través 

de Nedd4.2 (Jespersen et al., 2007; Staub and Rotin, 2006; van Bemmelen et 

al., 2004), mediante un mecanismo similar al descrito para la regulación de 

ENaC (Abriel et al., 1999). En la tabla 4 se resumen los diferentes 

transportadores regulados mediante ubicuitinación por Nedd4.2 agrupados 

según el ión que transportan. 

2.3.3 Regulación de Nedd4.2 
Existen estudios sobre la regulación de Nedd4.2 mediante 

fosforilación por proteínas quinasa y el efecto que dicha regulación produce 

sobre la ubicuitinación de proteínas de membrana. El transporte de sodio 

engloba algunos de estos estudios, y en concreto los dirigidos al canal epitelial 

de sodio ENaC (Almaca et al., 2009). Existen dos rutas hormonales que 

asocian los cambios de [Na+] y volumen celular con la fosforilación de Nedd4.2. 

La ruta de la renina-angiotensina-aldosterona se activa por un flujo sanguíneo 

renal escaso. En el epitelio, la aldosterona se une al receptor mineralcorticoide, 

lo que induce la transcripción de la quinasa inducida por glucocorticoide del 

suero (SGK) (Chen et al., 1999; Naray-Fejes-Toth et al., 1999). SGK fosforila a 

Nedd4.2 en tres sitios consenso RXRXX(S/T), lo que disminuye la afinidad por 

el sitio de unión PPxY de ENaC (Debonneville et al., 2001; Snyder et al., 2002). 

Este efecto está causado aparentemente por la interacción de Nedd4.2 

fosforilada con proteínas del tipo 14-3-3 que impiden que la E3 ubicuitina ligasa 

se una a su diana ENaC (Liang et al., 2008) (Figura 10). Las proteínas 14-3-3 

se unen a aminoácidos serina o treonina fosforilados que se encuentran en la 

secuencia consenso (RSX(S/T)XP). El mecanismo por el que la unión de estas 

proteínas impide la interacción entre Nedd4.2 y ENaC se podría explicar como 

una interferencia directa en la unión, bien dejando a Nedd4.2 en una 
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conformación desfavorable para la unión, o bien produciendo impedimento 

estérico. Dicha unión podría estar interfiriendo en la desfosforilación de 

Nedd4.2 (Ichimura et al., 2005) o en su localización celular (Lopez-Girona et al., 

1999).  

 

 

Figura 10. SGK y PKA regulan la actividad de Nedd4.2. Para aumentar el trasporte de Na+, 
SGK fosforila Nedd4.2. La fosforilación induce la unión de dímeros de 14-3-3, lo que impide la 
unión de Nedd4.2 con ENaC. PKA fosforila los mismos tres sitios que SGK. 

 

La segunda ruta hormonal implicada se inicia con la liberación de 

vasopresina desde la pituitaria posterior en respuesta a la reducción del 

volumen intravascular (Garty and Palmer, 1997). La vasopresina se une a los 

receptores V2 de la membrana basolateral en las células epiteliales, lo que 

induce la acumulación de cAMP, a través de la actividad de la adenilato ciclasa, 

y activa la proteína quinasa A (PKA). PKA fosforila los mismos tres 

aminoácidos que fosforila SGK, lo que representa un punto de convergencia 

entre las dos rutas hormonales (Snyder et al., 2002) (Snyder et al., 2004).  
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De manera similar a SGK y PKA, también la Iκβ quinasa -β (IKKβ), 

que responde principalmente a la inflamación, fosforila Nedd4.2 evitando la 

ubicuitinación de ENaC y por tanto, aumentando la reabsorción de Na+ y 

disminuyendo la vasodilatación y la hipotensión derivadas de la inflamación 

(Edinger et al., 2009).  

Otras quinasas que se ha demostrado que fosforilan Nedd4.2 son 

Akt1 (Lee et al., 2007) y AMPK, con la particularidad de que esta última 

provoca el efecto contrario a todas las anteriores sobre ENaC. La activación de 

AMPK reduce la presencia  de ENaC en la membrana, supuestamente por 

favorecer la ubicuitinación de ENaC por Nedd4.2, aunque el mecanismo 

involucrado no está definido (Bhalla et al., 2006). A diferencia de las quinasas 

anteriores, se desconocen los aminoácidos de Nedd4.2 fosforilados por AMPK 

y es objeto de la presente tesis profundizar en este aspecto. 

 

2.4 Rsp5 

En Saccharomyces cerevisiae existe una única E3 ubicuitina ligasa 

ortóloga a la familia Nedd4 denominada Rsp5 (Huibregtse et al., 1995). El gen 

que codifica Rsp5 es esencial para la viabilidad de Saccharomyces cerevisiae y 

dicha proteína es clave para el tráfico intracelular de proteínas, la respuesta a 

choque térmico, la transcripción, la endocitosis y la estabilidad ribosomal.   

2.4.1 Estructura 
De la misma forma que las proteínas de la familia Nedd4, Rsp5 

posee un dominio C2 en la parte amino-terminal, tres dominios WW y un 

dominio HECT en la parte carboxilo-terminal (Harvey and Kumar, 1999) (Figura 

11). El dominio C2 contiene aproximadamente 130 aminoácidos y como se ha 

comentado para Nedd4 está regulado por calcio. En levadura, se ha visto que 

mutaciones en este dominio C2 impiden que Rsp5 se una a la membrana 

(Dunn et al., 2004; Harvey and Kumar, 1999). Rsp5 contiene tres dominios WW 
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compuestos de unos 40 aminoácidos que reconocen los denominados 

dominios PY presentes en las proteínas sustrato. El dominio catalítico HECT 

está compuesto por aproximadamente 350 aminoácidos y es esencial para la 

actividad ubicuitina ligasa. La mutación de una cisteína conservada en dicho 

centro activo supone la pérdida de dicha actividad y produce un efecto 

dominante negativo en el crecimiento celular (Huibregtse et al., 1995).  

 

 

Figura 11. Esquema de la estructura de los dominios de la proteína Rsp5. 

 

2.4.2 Función y dianas de Rsp5 
 

Uno de los papeles más estudiados de Rsp5 es el que juega en el 

tráfico intracelular de proteínas, en concreto en la endocitosis y distribución de 

cuerpos multi-vesiculares (MVB: multi vesicular body). De manera general, la 

endocitosis supone la invaginación de parte de la membrana plasmática en la 

que se encuentran proteínas de membrana y/o nutrientes extracelulares 

formando vesículas cuyo destino puede ser el aparato del Golgi, donde son  

generalmente recicladas y devueltas a la membrana o siguen el proceso de 

maduración de las vesículas hasta llegar a fusionarse con el orgánulo de 

degradación proteico, que en levaduras es la vacuola y en células de 

mamíferos es el lisosoma (Figura 12). Rsp5 participa en dicho proceso ya que 

se ha demostrado que el destino de las proteínas endocitadas (reciclaje o 

degradación) depende de su estadio de ubicuitinación. Las dianas de Rsp5 son 

proteínas como la permeasa general de aminoácidos Gap1 (Springael et al., 

1999), las permeasas de uracilo Fur4 (Galan et al., 1996; Hein and Andre, 

1997), de triptófano Tat2 (Beck et al., 1999), de maltosa Mal61 (Medintz et al., 
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1998), los transportadores de hexosa Hxt6/7 (Beck et al., 1999), de zinc Zrt1 

(Gitan and Eide, 2000) y el receptor de feromonas Ste2 (Dunn and Hicke, 

2001).  

 

Figura 12. Internalización y distribución endocítica (Raiborg and Stenmark, 2009). Los 
diferentes tipos de proteínas de membrana son internalizadas por endocitosis y traslocadas al 
endosoma temprano, que también recibe cargas de la red trans-Golgi (TGN). Dependiendo de 
las diversas proteínas que entran en la membrana del endosoma, y de las modificaciones post-
traduccionales que llevan, se envían a diferentes destinos. Algunas cargas, como los receptores 
de nutrientes, son reciclados de vuelta a la membrana plasmática, bien directamente (paso 1a), 
bien indirectamente a través del endosoma de reciclaje (paso 1b). Otros, como los receptores de 
enzimas lisosomales y algunas proteínas toxicas, se mandan al TGN (paso 2). Las proteínas de 
membrana ubicuitinadas, son enviadas en vesículas intra-luminales y algunas acaban en el 
lumen del lisosoma (o vacuola en levadura) via los endosomas multivesiculares MVE (paso 3). 
En contraste, las proteínas de membrana lisosomales alcanzan su destino siendo principalmente 
enviadas al perímetro de la membrana de los MVE (paso 4). El contenido de los autofagosomas 
también se degrada en los lisosomas.  

 

Existen diversos estudios que localizan a Rsp5 en el núcleo, donde 

se ha descrito que afecta a la transcripción regulando la subunidad mayor de la 

RNA polimerasa II (Rpb1 de RNAII), que es ubicuitinada y dirigida para 
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degradación por el proteasoma 26S en condiciones de estrés (Beaudenon et 

al., 1999; Wang et al., 1999). Rsp5 también está implicada en la exportación de 

mRNA (Rodriguez et al., 2003), en la localización del tRNA (Neumann et al., 

2003) y en la condensación de la cromatina (Altheim and Schultz, 1999; 

Harkness et al., 2002).  

Otra de las funciones esenciales de Rsp5 es la regulación de la 

biosíntesis de ácidos grasos insaturados y el mantenimiento de la homeostasis 

de lípidos y esteroles (Hoppe et al., 2000; Kaliszewski et al., 2008; Neumann et 

al., 2003). Rsp5 controla la activación de dos activadores transcripcionales 

homólogos (Spt23 y Mga2) (Hoppe et al., 2000; Shcherbik et al., 2003; 

Shcherbik et al., 2004) que, a su vez, regulan la expresión del gen OLE1 

(Zhang et al., 1999), necesario para síntesis de ácidos grasos monosaturados 

(Stukey et al., 1990). 

 

2.5 Adaptadores en levadura y en mamíferos 
 

La ubicuitinación es una modificación fundamental en la regulación 

de proteínas de membrana a través de endocitosis y Rsp5 está implicada en la 

ubicuitinación de un gran número de estas proteínas. Como ejemplos de 

proteínas reguladas por la maquinaria endocítica a través de Rsp5 se 

encuentran el transportador de uracilo Fur4 (Blondel et al., 2004), el 

transportador general de aminoácidos Gap1 (Soetens et al., 2001), Pma1 

(Pizzirusso and Chang, 2004) y Smf1 (Hettema et al., 2004). Dichos 

transportadores tienen una característica común: no interaccionan directamente 

con Rsp5 ya que carecen del motivo de reconocimiento (PY) por Rsp5. Debido 

a esto, se planteó la posibilidad que proteínas adaptadoras mediasen en la 

interacción entre Rsp5 y los sustratos que no presentan el dominio de 

reconocimiento PY en su secuencia. 
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En 2008, Lin y colaboradores identificaron dos miembros de la 

familia (ART1 y ART2) mediante dos rastreos de una colección de mutantes 

knockout de genes de levadura no esenciales que fuesen sensibles a 

canavanina y a thialisina (análogos tóxicos a arginina y lisina respectivamente). 

Al realizar un análisis de la secuencia de Art1 encontraron, mediante abordajes 

de predicción de estructura, un motivo muy similar al de las arrestinas de 

mamíferos (Figura 13). Usando la secuencia de dicho motivo arrestina como 

punto de partida, se encontró este elemento de plegamiento en nueve 

proteínas (Art1-Art9) de Saccharomyces cerevisiae. Además cada una de estas 

nueve proteínas presentaba el motivo PY. Por tanto, el modelo que se plantea 

es que los ARTs estarían mediando la interacción entre Rsp5 y las distintas 

proteínas de membrana, contribuyendo a la especificidad para su 

reconocimiento y su ubicuitinación (Lin et al., 2008). Posteriormente se 

identificó Art10, que a pesar de ser muy distinto a los otros 9, presenta las 

características para ser un adaptador de Rsp5, por tener motivos PY y un 

dominio similar a la arrestina (Nikko and Pelham, 2009).     
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Figura 13. Adaptadores de Rsp5. Miembros de la familia ART en levadura (Lin et al., 2008). 
El árbol indica la relación entre los miembros de la familia ART basada en similitud de secuencia. 
Cada proteína ART contiene el motivo arrestina (amarillo), y en siete de los nueve miembros 
existe predicción de la existencia de dominio arrestina (azul). Los bloques verdes indican motivos 
PY. 

 

Cada miembro de la familia de los ARTs es capaz de interaccionar 

con diversas proteínas de membrana, que en algunos casos son compartidos y 

en otros  son específicos (Tabla 5). El estudio sobre los miembros de la familia 

ARTs es reciente, por lo que queda mucho por determinar en cuanto a la 

especificidad como adaptadores de Rsp5. Sin embargo, la mayoría de sus 

miembros son conocidos por otras funciones, dado que han sido estudiados y 

anotados anteriormente (Tabla 5). Además, los eventos de señalización 

podrían estar determinando que miembro de la familia ART entra en escena, ya 

que se ha descrito que la internalización del transportador de glucosa Hxt6 está 

mediada por Art8 bajo condiciones de estrés (ciclohexamida) y por Art4 en 

condiciones de cambio de fuente de carbono.  
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Tabla 5. Adaptadores de la familia ART (Adaptada de (Conibear, 2010)). 

Nombre 
Nombre 

sistemático 
Transportador 

regulado 
Referencia 

ART1 YOR322C 
Can1, Lyp1, Mup1, Tat2, 

Fur4 
(Lin et al., 2008; Nikko and Pelham, 2009) 

ART2 YBL101C Lyp1, Smf1, Tat2, Fur4 
(Lin et al., 2008; Nikko et al., 2008; Nikko 

and Pelham, 2009) 

ART3 YJL084C Dip5, Gap1 
(Hatakeyama et al., 2010; O'Donnell et al., 

2010) 

ART4 YOR018W Hxt6 (Nikko and Pelham, 2009) 

ART5 YGR068C Itr1 (Nikko and Pelham, 2009) 

ART6 YKR021W Gap1 (O'Donnell et al., 2010) 

ART7 YFR022W  (yeastgenome.org) 

ART8 YPR030W Smf1, Hxt6 
(Nikko et al., 2008; Nikko and Pelham, 

2009) 

ART9 YGL045W Rim21 (Herrador et al., 2010) 

ART10 YLR392C  (yeastgenome.org) 

 
Para hablar de posibles ortólogos de la familia ART en mamíferos 

es necesario comenzar por la familia de las arrestinas, ya que como se ha 

indicado anteriormente la familia ART presenta un dominio conservado de 

arrestinas de mamíferos. La familia de arrestinas se divide en alfa-arrestinas y 

beta-arrestinas. Las alfa-arrestinas surgieron antes que las beta-arrestinas a lo 

largo de la evolución y se diferencian de éstas en que poseen en su parte 

carboxilo-terminal el dominio PY reconocido por las E3 ubicuitina ligasas 

(Alvarez, 2008). Las alfa-arrestinas serían las posibles ortólogas en mamíferos 

de la familia ART de levadura y son 6: Arrdc1-5 y Txnip. Una de estas Arrdc 

(arrestin domain containing), en concreto la 3, se ha descrito que media la 

ubicuitinación de receptor adrenérgico β2 por Nedd4.2, jugando un papel muy 
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similar al de los ARTs en levadura (Nabhan et al., 2010), que se describe con 

detalle en el apartado anterior.   

 

2.6 Trastornos derivados de problemas en la actividad de 
Nedd4.2 

La mayoría de enfermedades asociadas alteraciones en la función 

normal de Nedd4.2 están relacionadas con fallos en la homeostasis de iones. 

Los problemas en el transporte de iones mayoritariamente convergen en 

enfermedades neurológicas o cardiacas (Lehmann-Horn and Jurkat-Rott, 

1999). Una de las enfermedades más estudiadas en este contexto es el 

síndrome de Liddle (Shimkets et al., 1994), que se produce como consecuencia 

de una desregulación de canal epitelial de sodio ENaC por problemas en la 

interacción con Nedd4.2. El estudio de ratones Nedd4.2 knockout reveló que 

éstos presentaban problemas de hipertensión (Shi et al., 2008) y/o muerte con 

síntomas similares a la fibrosis quística en los pulmones (Boase et al., 2011).  

En cuanto a la hipertensión también existen estudios en humanos 

que relacionan esta enfermedad con mutaciones en el gen Nedd4.2 (Li et al., 

2010) o que relacionan Nedd4.2 con la regulación del co-transporte 

bidireccional de litio y sodio (Zheng et al., 2011). En relación con estos 

fenotipos, donde el transporte de iones se ve alterado, se describió que ratones 

mutantes AMPKα1-/- tenían mayores niveles de ENaC en riñón, hígado, colon y 

vias respiratorias (Almaca et al., 2009). Esto se correlaciona con la regulación 

que ejerce AMPK sobre ENaC a través de Nedd4.2 Bhalla et al., 2006). 

Precisamente este punto constituye uno de los antecedentes fundamentales 

para iniciar los estudios desarrollados en la presente tesis. Como antecedente 

adicional, se había descrito en el laboratorio del Dr. Sanz la interacción entre 

AMPK y otra E3 ubicuitina ligasa, la malina (Solaz-Fuster et al., 2008; Moreno 

et al., 2010). 
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El objetivo principal de esta tesis es estudiar cómo influye la proteína 

quinasa AMPK en la actividad de la E3 ubicuitina ligasa Nedd4.2 en la 

regulación de proteínas transportadoras de membrana. En éste contexto se 

definen dos objetivos concretos: 

 

1. Caracterizar la interacción recíproca entre AMPK y Nedd4.2 

profundizando en la regulación post-traduccional por fosforilación y 

ubicuitinación, incluyendo la identificación de los posibles sitios de 

fosforilación en Nedd4.2 por AMPK y la clase de ubicuitinación de 

AMPK por Nedd4.2. 

 

2. Estudiar la influencia AMPK en la interacción física entre Nedd4.2 y el 

transportador epitelial de sodio ENaC. 
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1 Material biológico y condiciones de crecimiento.  

 
1.1 Bacterias 

 
La cepa DH5α de Escherichia coli se utilizó como vehículo para la 

propagación y el aislamiento de plásmidos. Las células bacterianas se 

crecieron a 37ºC en el medio de Lysogenic-Broth (LB), conocido como Luria-

Bertani, que contiene 0,5% de extracto de levadura, 1% de triptona y 1% de 

NaCl, y que está ajustado a pH 7. Para la preparación de medios sólidos se 

añadió un 2% de agar. Cuando fue necesario para la selección de plásmidos se 

añadió ampicilina al medio (50 mg/L). 

La cepa BL21-RIL (Stratagene) de Escherichia coli se utilizó como 

huésped para la producción de proteínas. Se creció en medio LB y para la 

selección de plásmidos fue suplementado con 50 mg/L de ampicilina y 33 mg/L 

de cloramfenicol. La temperatura de crecimiento fue de 37º C. 

Para las transformaciones de bacterias por choque térmico utilizamos 

un protocolo estándar de transformación (Hanahan, 1983). Se mezcló entre 0,1 

y 1 ng de plásmido con 100 μl de bacterias competentes. Después de incubar 

la mezcla durante 30 minutos en hielo, se calentó a 42 ºC durante 1 minuto, y 

seguidamente se volvió a poner en hielo. A continuación se añadió 600 μl de 

medio LB e se incubó a 37 ºC en agitación durante 45 minutos. Por último se 

extendieron las células en placas de LB con antibiótico para la selección de las 

células transformadas. 

Para las transformaciones por electroporación las bacterias 

competentes se transformaron con un pulso de 1700 V. Tras recuperarse 

durante 1 hora en LB a 37 ºC, fueron sembradas en placas de LB con los 

antibióticos necesarios para la selección de los plásmidos. 
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1.2 Levaduras 

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en éste trabajo 

fueron: 

• THY.AP4: [MATa ura3 leu2 lexA::lacZ::trp1 lexA::HIS3 

lexA::ADE2] (Obrdlik et al., 2004) 

 

• FY250: [MATα his3 leu2 trp1 ura3 SUC2], cedida por F. 

Winston (Harvard Medical School, Boston, USA). 

 

• FY250 snf1Δ10: derivado de FY250 con la mutación snf1Δ10 

(Sanz et al., 2000). 

 

Las células de levadura se crecieron a 28ºC en medio yeast peptone 

dextrose YPD (2% glucosa, 2% peptona bacteriológica, 1% extracto de 

levadura) o en medio mínimo sintético SD (2% glucosa, 0,7% yeast nitrogen 

base YNB, 50 mM ácido succínico ajustado a pH 5.5 con Tris) o medio mínimo 

sintético completo SCD al que se añade 20 mg/L arginina, 20 mg/L lisina, 20 

mg/L metionina, 30 mg/L isoleucina, 30 mg/L serina, 30 mg/L treonina, 30 mg/L 

tirosina, 30 mg/L valina, 50 mg/L fenilalanina 85 mg/L inositol y 90 mg/L ácido 

p-aminobenzóico. En el caso del medio SD y SCD se añadieron aminoácidos y 

bases púricas y pirimidínicas de acuerdo con las necesidades de cada cepa (30 

μg/ml adenina, 100 μg/ml triptófano, 30 μg/ml histidina, 100 μg/ml leucina, 30 

μg/ml metionina, 30 μg/ml uracilo). También se ha utilizado 2%  rafinosa como 

fuente de carbono en lugar de 2% glucosa. Para la preparación de medios 

sólidos se añadió un 2% de agar.  

 

 



Material y métodos 

 

55 

Activación de Snf1 

En los ensayos de activación de Snf1 se crecieron las células en medio 

mínimo completo SCD (glucosa al 2%) hasta fase exponencial (DO600 0,4) 

momento en el que se recogieron muestras de 1 ml para su posterior análisis. 

El cultivo restante se lavó dos veces con un volumen igual al del cultivo inicial 

de agua estéril. Posteriormente se continuó su crecimiento en medio SCD con 

2% de rafinosa en lugar de glucosa durante 3 horas, se midió la DO600 del 

cultivo y se recogió como muestra el volumen equivalente a 1 ml de células en 

cultivo a una DO600 de 0,4. 

 

Transformación de levaduras 

La transformación de levadura se llevó a cabo usando el protocolo del 

acetato de litio (Ito et al., 1983). La cepa de levadura correspondiente se creció 

en YPD o en SCD con los requerimientos adecuados hasta alcanzar una DO600 

entre 0,3 y 0,6 correspondiente a la fase de crecimiento exponencial. Tras 

centrifugar a 2000 g, las células se resuspendieron en 1/10 del volumen inicial 

del cultivo con tampón TE-LiAc (acetato de litio 0,1 M pH 7,5, Tris-HCl 10 mM, 

EDTA 1 mM, pH 8,0). Tras centrifugar a 2000 g, las células se resuspendieron 

en 1/100 del volumen inicial del cultivo con tampón TE-LiAc. A 50 μL de las 

células en tampón TE-LiAc, se le adicionó 2 μL de 1% DNA de esperma de 

salmón (Sigma) como DNA vehículo, 3 μL de cada plásmido y 300 μL de PEG -

TE-LiAc [tampón TE-LiAc al que se le añade PEG al 40% (p/v)]. Tras una 

incubación a 30º C durante 30 min, se efectuó un choque térmico a 42º C 

durante 15 min en presencia de DMSO al 10% (v/v). Después, se lavaron las 

células con agua estéril y se sembraron en las placas de SCD 

correspondientes al requerimiento de aminoácidos para la selección de los 

plásmidos. Las células se dejaron crecer a 30º C durante tres días. 
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1.3 Cultivos celulares 

El material plástico de cultivos en el que se han sembrado las células 

ha sido proporcionado por Sarstedt. El trabajo que ha implicado manipulación 

de los cultivos celulares ha sido realizado en una campana de bioseguridad de 

nivel II-A. El crecimiento de los cultivos celulares se ha llevado a cabo en 

condiciones constantes de temperatura (37º C) y concentración de CO2 (5%) y 

en atmósfera húmeda. Los pases necesarios para el mantenimiento de los 

cultivos celulares se han realizado mediante tripsinización [Tripsina-EDTA, 200 

mg/L EDTA, 500 mg/L Tripsina 1:250, (BioWhittaker)]. Para conservar durante 

largo tiempo las células, éstas se resuspendieron en el correspondiente medio 

de cultivo al que se le adicionó un 10% (v/v) de DMSO y se pasaron a un 

criotubo donde se congelaron lentamente a -80º C. Posteriormente se 

almacenaron en contenedores de nitrógeno líquido. La descongelación se llevó 

a cabo sometiendo los criotubos a un baño de 37º C, y después se diluyeron 

las células en el correspondiente medio y fueron centrifugadas y sembradas 

con su medio de cultivo. 

Las células de mamífero utilizadas fueron las denominadas HEK293T 
que son células embrionarias de riñón humano. Fueron cedidas por la Dra. 

Marta Casado (Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC).  

Las células se crecieron en placas de 60 o 100 mm en medio DMEM 

completo (Lonza bioscience, Barcelona) con 10% (v/v) de Fetal Bovine Serum 

(FBS, GIBCO/Invitrogen) inactivado y suplementado con glutamina 2 mM, 100 

mg/L penicilina y 100 mg/L estreptomicina (Lonza). El método de transfección 

usado fue el del fosfato cálcico (Graham and Van der Eb, 1973). Entre 3 y 5 

horas antes de la transfección se reemplazó la mitad del medio de cada placa 

por medio fresco. Para placas de 100 mm de diámetro, se mezcló 600 μL de 

HBS 2 x [NaCl 280 mM, Hepes (N-[2-Hydroxyethil] piperazine-N’-[2-

ethanesulfonic acid]) 50 mM, Na2HPO4 1,5 mM, pH 7,05], 1 a 5 μg de  cada 

plásmido y 60 μL de CaCl 2 2 M. Tras esperar 20 min para que se formaran los 
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precipitados de fosfato cálcico, se añadió lentamente a las placas donde se 

habían sembrado las células el día anterior. Para placas de 60 mm la mezcla 

se efectuó con un tercio de la cantidad de cada componente. En los casos en 

los que el ensayo necesitaba más de 24 horas post-transfección, el medio que 

contenía la mezcla de transfección era retirado a las 20 horas y renovado por 

DMEM completo fresco.  

 

2 Plásmidos. 

2.1 Vectores de expresión en levadura. 

Las proteínas de fusión con LexA se generaron usando el vector 

pEG202 (Golemis et al., 1997), que contiene el gen HIS3 como gen de 

selección en levadura o el vector pBTM116 (Vojtek, 1997) que contiene el gen 

TRP1 como gen de selección. 

Las fusiones con GAD (Gal4 Activation Domain) se obtuvieron a partir 

del vector pACT2 (Legrain et al., 1994) que, además, lleva una etiqueta HA 

(Hemaglutinina) y contiene el gen LEU2 como gen de selección. 

El fragmento de la subunidad α2 de AMPK con la mutación T172D se 

subclonó en el vector pWS93 (Song and Carlson, 1998) que contiene el gen 

URA3 para su selección. 

Para las fusiones con GST (Glutatión S Transferasa) se utilizó un 

derivado del vector pWS93 (Song and Carlson, 1998) donde el epítopo HA se 

sustituyó por GST. El plásmido fue cedido por Heather Wiatrowski de la 

Universidad de Columbia en Nueva York.  

El plásmido pSH18-18 contiene el gen marcador lexAop-lacZ, derivado 

del vector pLR1Δ1 (West, Jr. et al., 1984).  
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2.2 Vectores de expresión en bacteria. 

Para las fusiones con GST se utilizó el vector pGEX-6P-1 de GE 

Healthcare. 

2.3 Vectores de expresión en mamíferos. 

Para expresar proteínas con la incorporación de epitopos myc o HA en 

células de mamífero, utilizamos el vector pCMV-myc o pCMV-HA (BD-

Biosciences), el pFLAG-CMV (Sigma) y el pcDNA3 (Invitrogen) que presenta el 

promotor viral de citomegalovirus (CMV) para alta expresión. 

Para el ensayo de co-inmunoprecipitación en células de mamífero se 

expresaron las proteínas en el vector ya mencionado anteriormente pCMV-myc 

y pFLAG-CMV (Sigma). 

2.4 Vectores intermedios. 

Para clonar productos de PCR directamente desde la reacción se 

empleó el vector pCR®2.1 de Invitrogen. 

 

3 Obtención de construcciones génicas. 

La obtención de insertos de DNA se llevo a cabo por la amplificación 

mediante PCR usando un termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf), 

Pfu DNA polimerasa (Stratagene), y un programa de temperatura adecuado a 

la extensión del fragmento y a los requerimientos de secuencia de los 

oligonucleótidos (Tabla 6). Para la preparación del vector y del inserto, los 

fragmentos de DNA digeridos con el correspondiente enzima de restricción o 

amplificados por PCR, fueron purificados utilizando el sistema GENECLEAN 

TURBO (MP Biomedicals). Tras las digestiones con enzimas de restricción, 

todos los vectores fueron tratados con fosfatasa alcalina (Roche) para 

desfosforilar los extremos 5’ y aumentar la eficiencia de clonación evitando la 
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religación de extremos cohesivos. Para la construcción de los plásmidos se 

utilizó T4 DNA ligasa (Roche) y/o DNA Quick ligasa (New England Biolabs).  

 

Tabla 6. Oligonucleótidos usados en las construcciones. 

Oligonucleótido Gen diana 
Sitio de restricción 

incorporado 

ATAATTCGTCGACACATGGCGACCGGGCTCGG hNedd4.2 SalI 

ATAATTGTCGACTTAATCCACCCCTTCAAATCC hNedd4.2 SalI 

ATAATTCGGATCCACATGGCAACTTGCGCGGTG hNedd4.1 BamHI 

ATAAATTGTCGACCTAATCAACTCCATCAAAGCC hNedd4.1 SalI 

ATAATTCGTCGACCTCAGCACCAAGAGGAA WWNedd4.2 SalI 

ATAATTGTCGACTTAAATAGCGGGTTCTGCAG WWNedd4.2 SalI 

ATTATAGGATTCCCTCCTTCCCACTTCTGC αENaC EcoRI 

ATTATAGTCGACTCAGGGCCCCCCCAGA αENaC SalI 

ATTATAGGATTCCACACCAACTTTGGCTTC βENaC EcoRI 

ATTATAGTCGACTTAGATGGCATCACCCTC βENaC SalI 

ATTATAGGATTCCCAGCC CTGGATATAGAC γENaC EcoRI 

ATTATAGTCGACTCAGAGCTCATCCAGCATC γENaC SalI 

 
 

4 Obtención y análisis de proteínas 

4.1 Obtención de extractos proteicos crudos  

a) Saccharomyces cerevisiae 

Para la obtención de extractos proteicos, las células se crecieron hasta 

fase logarítmica y se recogieron 20 ml de cultivo por centrifugación (2000 g 

durante 5 minutos). A continuación se desechó el sobrenadante y se lavaron 

las células con agua estéril. Después se resuspendieron las células en 30 μl de 
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tampón de carga Laemmli 2,5X (3,8% SDS, 0,05 M DTE, EDTA 5mM, 15% 

sacarosa, 0,125 mg/ml azul de bromofenol, 0,15 M Tris-HCl ajustado a pH 6.8) 

y se incubaron a 95ºC durante 5 minutos. 

b) Células HEK293T  

Las células, crecidas en monocapa, se lavaron una vez con PBS 1X y 

las placas se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido. Para la 

obtención del extracto protéico las placas fueron procesadas añadiendo sobre 

cada una de ellas tampón de lisis frío. Este tampón contiene Tris 10 mM pH 

7.4, EDTA 15 mM pH 8, NaF 50 mM, Na2P2O7 5mM, NaVO4 1mM, 2-

mercaptoetanol 15 mM, 20% sacarosa, una mezcla de inhibidores de proteasas 

sin EDTA. Las células se recogieron en tampón de lisis con la ayuda de un 

rascador y fueron lisadas pasándolas por jeringas de 24Gx5/8’’ 5 veces cada 

muestra. 

4.2 Electroforesis de proteínas 

La separación de proteínas mediante electroforesis se llevó a cabo en 

condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), 

utilizando el sistema MiniProtean 3 (BioRad). Estos geles constan de una zona 

superior de empaquetamiento (acrilamida:bisacrilamida 30:0,8 al 6%, Tris-HCl 

125 mM pH 6.8, SDS 0,1%) y una zona inferior de separación 

(acrilamida:bisacrilamida 30:0,8 al 8%, Tris-HCl 375 mM pH 8.8, SDS 0,1%). La 

primera parte de la electroforesis (empaquetamiento) se realizó a 50 V, 

mientras que para la segunda parte (resolución) se llevó a cabo a 100 V. El 

tampón de electroforesis utilizado fue SDS-PAGE 1X (0,19 M glicina, 0,1% 

SDS, pH 8.3 ajustado con Tris). 

4.3 Transferencia a membrana. 

Una vez separadas por electroforesis, las proteínas fueron transferidas 

a membranas de nitrocelulosa (Millipore). Para la transferencia se utilizó el set 
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Mini-Trans blot (BioRad) y el tampón de transferencia TOWBIN (0,19 M glicina, 

0,01% SDS, 20% metanol, pH 8.3 ajustado con Tris). La transferencia se 

realizó a 100 V durante 1,5 horas a 4ºC. 

4.4 Tinción de membranas con Ponceau S. 

Esta técnica se utilizó para comprobar la eficiencia de la transferencia a 

la membrana y en algunos casos como control interno de carga (Korotzer et al., 

1961). Se sumergieron las membranas en la solución colorante (0,1% Ponceau 

S (Sigma), 1% ácido acético) durante 2 minutos en agitación. A continuación se 

retiró el exceso de colorante lavando con agua destilada. 

4.5 Inmunodetección de proteínas transferidas a membrana. 

En primer lugar, se bloquearon todos los sitios de unión no específicos 

utilizando una solución de bloqueo (0,1 % Tween 20, 150 mM NaCl, Tris-HCl 

20 mM pH 7.6, 2% leche desnatada) durante 30 minutos en agitación. 

Seguidamente se retiró la solución de bloqueo y se añadió el anticuerpo 

primario a una dilución específica para cada caso (Tabla 7), y se dejó 

incubando durante 16 horas a 4ºC en agitación. Luego se realizaron 4 lavados 

de 10 minutos en TBS-Tween 20 (0,1 % Tween 20, NaCl 150 mM, Tris-HCl 20 

mM pH 7.6). Después de los lavados se añadió el anticuerpo secundario a una 

dilución adecuada (Tabla 7) en TBS-Tween 20 y se dejó incubando durante 1 

hora en agitación. Después se realizaron otros 3 lavados de 10 minutos con 

TBS-Tween 20 para retirar el exceso de anticuerpo secundario. 
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   Tabla 7. Anticuerpos usados para inmunodetección de proteínas 

Anticuerpo primario Procedencia Dilución Anticuerpo secundario 

Anti-myc Cell Signaling 1:10000 Anti-ratón 

Anti-HA Cell Signaling 1:10000 Anti-ratón 

Anti-GST (Z-5) Santa Cruz 1:10000 Anti-conejo 

Anti-LexA Abcam 1:20000 Anti-conejo 

Anti-AMPKα Cell Signaling 1:1000 Anti-conejo 

Anti-AMPKβ1/2 Cell Signaling 1:1000 Anti-conejo 

Anti-AMKγ1 Cell Signaling 1:1000 Anti-conejo 

 
 

La detección se realizó utilizando un sistema de quimioluminiscencia 

(ECL Plus Western Blotting Detection System, Amersham Biosciences) 

siguiendo las recomendaciones del fabricante. La señal se analizó bien 

utilizando películas de rayos X (Biomax Light-1, Kodak) o bien mediante un 

lector electrónico LAS-3000 (FUJIFILM) y fue analizada con el programa Image 

Gauge V4.0 (FUJIFILM).  

En los casos en los que fue necesaria la reutilización de las 

membranas, éstas se incubaron durante 30 minutos a 50ºC en un tampón que 

contenía 100 mM β -mercaptoetanol, 2% SDS y 62,5 mM Tris-HCl pH 6.7, y 

después de una serie de lavados, se re-incubaron con un anticuerpo alternativo 

como se ha descrito anteriormente. 

 

5 Doble híbrido 

La técnica de doble híbrido fue diseñada por Stanley Fields (Fields and 

Song, 1989) para identificar proteínas que interaccionan en un sistema in vivo. 
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Esta técnica se basa en el carácter modular de factores de transcripción que 

presentan dos dominios funcionales independientes: un dominio de unión a 

secuencias específicas de DNA y un dominio activador de la transcripción. El 

dominio de unión a DNA dirige al factor de transcripción a unas secuencias 

específicas de un promotor, y el dominio de activación facilita el ensamblaje del 

complejo de iniciación, permitiendo la transcripción del gen reportero. De este 

modo, en el doble híbrido se usan dos proteínas híbridas recombinantes. La 

proteína de interés (proteína cebo) se fusiona a un dominio de unión al DNA, y 

la segunda proteína híbrida (proteína presa) se fusiona a un dominio de 

activación de la transcripción. La asociación física entre las proteínas cebo y 

presa permite la formación de un heterodímero con capacidad de unir DNA 

específicamente y de activar la transcripción génica. La reconstitución del factor 

de transcripción se produce por una unión física no covalente entre la proteína 

cebo y la proteína presa. Esta unión se ensaya en una levadura con un fondo 

genético particular, que contiene genes reporteros bajo el control de la UAS 

(Upstream Activation Sequence) correspondiente al dominio de unión al DNA 

(LexA o Gal4) del vector en el que se construye la proteína cebo. La mayoría 

de cepas existentes tienen dos genes reporteros independientes: un gen que 

permite una selección nutricional (biosíntesis de histidina, HIS3) y otro que 

codifica para una enzima cuya actividad es cuantificable (lacZ). Este gen 

codifica para la enzima β-galactosidasa que degrada la lactosa y otros β-

galactósidos como el 5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-β-D-galactósido (X-gal) o el orto-

nitrofenilgalactopiranosido (ONPG). El X-gal y el ONPG, cuando son 

degradados por la β-galactosidasa generan un compuesto coloreado (azul y 

amarillo respectivamente) cuantificable por colorimetría. 

5.1 Ensayo β-galactosidasa 

5.1.1 Ensayo cualitativo en filtro 
Para los ensayos en filtro (Yang et al., 1992), se crecieron clones 

individuales en medio SC sólido con los requerimientos necesarios para 
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mantener los plásmidos. Las células se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa 

(Millipore) y se congelaron a -80º C para permeabilizarlas. A continuación, el 

filtro se puso en contacto con tampón Z [Na2HPO4·7H2O 60 mM, NaH2PO4·H2O 

40 mM, KCl 10 mM, MgSO4·7H2O 1 mM y β-mercaptoetanol 2,7% (v/v)] y el 

sustrato artificial X-Gal [5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido (Roche 

Applied Science)] 1 mg/mL, y se observó la aparición de color azul sobre los 

clones a 30º C. 

5.1.2 Ensayo cuantitativo en líquido 
Para los ensayos cuantitativos de la actividad β-galactosidasa se 

crecieron células hasta fase logarítmica (D.O. 0,5) y se recogió 1 ml de cultivo 

por centrifugación. Las células se resuspendieron en 100 μl de GTED (20% 

glicerol, Tris 10 mM pH 7.6, EDTA 1 mM pH 8, DTE 1 mM) y se trató con 6 μl 

de TET (1 volumen de tolueno, 1 volumen de Triton X-100 10%, 4 volúmenes 

de etanol) para permeabilizar las membranas celulares y permitir la entrada del 

sustrato. 10 μl de células permeabilizadas se mezclaron con 190 μl de tampón 

Z (0,1 M fosfato sódico pH 7, KCl 10 mM, Mg2SO4 1 mM, β-mercaptoetanol 50 

mM), se añadió 40 μl de ONPG (4 mg/ml onitrofenil -β-galactosidasa en fostato 

sódico 0,1 M pH 7) y se dejó la reacción a 28ºC hasta que las muestras 

adoptaron una coloración amarillenta. Para parar la reacción se añadieron 100 

μl de Na2CO3. Finalmente se midió la absorbancia a 415 nm de las muestras y 

se calculó la actividad β -galactosidasa en función de la absorbancia a 415 nm, 

el tiempo de reacción determinada midiendo la cantidad de células midiendo la 

absorbancia a 660 nm (Serrano et al., 1973; miller, 1972). 

 

6 Mutagénesis dirigida. 

Para crear mutantes de Nedd4.2 en los sitios de fosforilación se usó la 

amplificación tipo círculo rodante por PCR. En esta reacción se usa como 

molde un plásmido que contenga el DNA que se quiera mutar y se diseñan dos 
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cebadores de 45 pares de bases que contengan la mutación deseada  (Tabla 

8). Dichos cebadores deben ser reversos y complementarios y si es posible, se 

debe añadir un sitio de restricción, que no provoque cambios en la traducción, 

para poder seguir la mutación mediante patrón de restricción como paso previo 

a la secuenciación.  La reacción de PCR se lleva a cabo usando la polimerasa 

de Stratagene PfuTurbo y con las condiciones especificadas en el manual del 

producto (http://www.genomics.agilent.com/files/Manual/600250.pdf). Para 

eliminar el molde se incuba la muestra durante 1 hora con 10 unidades del 

enzima de restricción Dpn1, que corta en sitios GATC metilados.   

 

Tabla 8. Oligonucleótidos usados para realizar la mutagénesis dirigida. En amarillo 
subrayadas aparecen la secuencias de reconocimiento por los enzimas de restricción que se 
indican, y en negrita amarilla los tripletes mutados.  

Secuencia Mutación 
Sitios de 

restricción 

GAGAACCCTCCTCTAGA

CTGCGTCGGTGACACTGCAATCCCTCAATCTAGAGGAGGGTTCTC 

TTGAGGGATTGCAGTGTCACCGACGCAG 
Ser340Asp XbaI 

CCCTCCTCAAGGTTGAGGGCATGC

CAACTGCGTCGGTGACACTGCATGCCCTCAACCTTGAGGAGGG 

AGTGTCACCGACGCAGTTG 
Ser340Ala SphI 

GAACCCTCCTCAAGGTTGCGATCG

CTGCGTCGGTGACATCGCACGATCGCAACCTTGAGGAGGGTTC 

TGCGATGTCACCGACGCAG 
Ser342Asp PvuI 

CCCTCCTCAAGGTTGAGGTCATGCGCA

CAACTGCGTCGGTGACTGCGCATGACCTCAACCTTGAGGAGGG 

GTCACCGACGCAGTTG 
Ser342Ala AviII 

TCCGCCGGCCTCGTAGCCTCGAG

GATAAAGTTACTGTTGGCGACTCGAGGCTACGACCGGCGCGGA 

TCGCCAACAGTAACTTTATC 
Ser384Glu XhoI 

CAGATCCGCCGGCCTCGATCG

GTTACTGTTGGCGAGGCGAGCGATCGAGGCCGGCGGATCTG 

CTCGCCTCGCCAACAGTAAC 
Ser384Ala PvuI 

  
 

http://www.genomics.agilent.com/files/Manual/600250.pdf�
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7 Determinación de la ubicuitinación in vivo. 

Para estudiar la ubicuitinación de las subunidades de AMPK se usó un 

ensayo basado en la expresión de una versión de ubicuitina marcada con 6 

aminoácidos histidina (6xHis-UB) en células de mamífero HEK293T (Kaiser et 

al., 2005). Para las diferentes condiciones de ensayo se sembraron 2.500.000 

células HEK293T en placas de 100 mm de diámetro en medio DMEM. A las 24 

horas, las células se transfectaron con la combinaciones de plásmidos 

correspondientes para cada ensayo mediante el protocolo del fosfato de calcio. 

Estas combinaciones se componen de los plásmidos que expresan las 

proteínas necesarias para el ensayo y una molécula de ubicuitina fusionada a 

colas de histidina (pCMV-6xHis-UB, pCMV-6xHis-UBK48R o pCMV-6xHis-

UBK63R). A las 36 horas post-transfección se retiró el medio y se efectuó el 

lisado de las células a temperatura ambiente con tampón A (HCl-guanidinio 6 

M, tampón fosfato de sodio 0.1 M pH 8, Tris–HCl 0.1 M pH 8.0 e imidazol 10 

mM). El lisado fue retirado de las placas mediante rascador y homogeneizado 

mediante jeringuilla con aguja de 25G. Los lisados se clarificaron por 

centrifugación a 15000 g durante 15 min, la fracción soluble se recogió y la 

concentración de proteína se cuantificó utilizando el sistema Dc Protein Assay 

(Bio-Rad).  

4 mg de proteína total se incubaron con 100 μL de matriz de cobalto 

TALON (Clontech) durante 3 horas a temperatura ambiente en un agitador 

rotatorio. Cada muestra presentaba un volumen final de 1 mL y una 

concentración final de 10 mM de imidazol. Tras la incubación se efectuaron 

varios lavados de 15 minutos. El primer lavado se realizó con 2 ml de tampón C 

(HCl-guanidinio 6 M, tampón fosfato de sodio 0.1 M pH 8, Tris–HCl 0.1 M pH 

8.0 e imidazol 10 mM), y cuatro lavados finales con 2 ml de tampón D (Urea 8 

M, tampón fosfato de sodio 0.1 M pH 8, Tris–HCl 0.1 M pH 8.0 e imidazol 10 

mM). La elución se realizó mediante la adición de tampón de carga 2 x [Tris-

HCl 125 mM pH 6,8, glicerol 20% (v/v), SDS 4% (v/v), azul de bromofenol 0,04 
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mg/mL, DTT 31 mg/mL] e incubación de la muestra a 95oC durante 5 min. El 

análisis se realizó por Western blot usando los anticuerpos adecuados a cada 

condición experimental. 

 
8 Ensayos de fosforilación in vitro. 

Para los ensayos de fosforilación se utilizó tampón compuesto por 

Hepes-NaOH 20 mM pH 7,0, MgCl2 10 mM y DTT 1 mM. La reacción se llevó a 

cabo con 100 mU de AMPK (Upstate), AMP 200 μM y 100 μM de una mezcla 

1:4 de γ-32P-ATP (3000 Ci/mmol, proporcionado por Amersham Biosciences) y 

ATP. Tras 1 hora a 30º C, la reacción se paró calentando las muestras en  

tampón de carga a 95º C durante tres minutos. Las muestras se analizaron 

mediante electroforesis de proteínas, transferencia a filtro de nylon, exposición 

y revelado de autoradiografía.  

 

9 Purificación por afinidad de GST. 

La cepa BL21-RIL de Escherichia coli se utilizó como huésped para la 

producción de proteínas fusionadas a GST. Las células de Escherichia coli se 

crecieron hasta fase exponencial, y se indujo la producción de proteína 

mediante la adición de IPTG 0.1 mM y se incubó en agitación durante 3 horas a 

temperatura ambiente. Se lisaron las células correspondientes a 25 ml de 

cultivo, en 500 µl de Tampón B (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 0,1% 

de Triton x100, 10% Glicerol, DTE 1 mM, PMSF 1 mM, 1 pastilla de inhibidor de 

proteasas (Roche) / 10 ml tampón)) mediante sonicación (3 ciclos de 10 pulsos 

a 80% de amplitud). A continuación se realizó una centrifugación en frío 

durante 10 minutos (15000 g) y se recogió el sobrenadante. La cantidad de 

proteína total de dicho sobrenadante se valoró mediante el método Bradford 

[Bio-Rad Protein Assay (Bradford, 1976)]. A 250 µg de proteína se añadió 50 µl 

Glutathione Sepharose TM 4B (GE Healthcare) previamente lavada tres veces 
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con Tampón B. La mezcla se incubó durante 3 horas a 4ºC en agitación. 

Cuando se terminó la incubación, se lavó tres veces con 300 µl Tampón B para 

eliminar todo aquello que no se había unido a la resina y por último se eluyó la 

proteína mediante la adición de 50 µl 10mM de L-Glutation en Tampón B. Los 

eluidos fueron analizados por Western blot. 

 

10 Co-inmunoprecipitación 

48h después de la transfección con los plásmidos pFLAG-Nedd4.2 en 

combinación con pCMV-myc-AMPKα2, AMPKβ2 o AMPKγ1, las células 

HEK293 se lavaron con PBS 1X frío y fueron inmediatamente congeladas en 

N2 líquido. Las células fueron recogidas en tampón de lisis frío (Tris HCl 25 mM 

pH 8, NaF 5 mM, glicerol 10%, Na2P2O7 5 mM, KCl 100 mM, Triton-X-100 

0.5%, PMSF 1 mM, NaVO4 2 mM y una mezcla de inhibidores de proteasas). 

Los lisados celulares fueron obtenidos pasando las células a través de jeringas 

de 25G/5-8’’ e incubadas en hielo durante 20 minutos. Los lisados fueron 

clarificados por centrifugación a 2000 g durante 5 min a 4 ºC. Se utilizaron 0,4 

mg de proteína total de la fracción soluble para la inmunoprecipitación, 

incubando con anti-FLAG (Sigma) en un volumen final de 500 µl (completado 

con tampón de lisis) durante toda la noche a 4º C. Tras esto, los 500 μl fueron 

incubados durante 4 horas a 4º C en presencia de 50 μl de proteína A/G plus 

agarosa (Santa Cruz Biotech). Tras varios lavados de 10 min a 4º C con PBS y 

con PBS + NP-40 0,05% (v/v), tanto los extractos crudos como la fracción 

inmunoprecipitada fueron analizados por Western blot. 
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Varios estudios realizados previamente sugieren que existe una 

relación funcional entre la E3 ubicuitina ligasa Nedd4.2 y la proteína quinasa 

activada por AMP (AMPK) en humanos. Se ha demostrado que el canal 

epitelial de sodio (ENaC) está regulado negativamente por AMPK a través de 

Nedd4.2 (Bhalla et al., 2006).  A su vez también se ha visto que AMPK fosforila 

a Nedd4.2 y que tanto la presencia de AMPK como de Nedd4.2 son necesarias 

para la regulación de ENaC (Carattino et al., 2005). Sin embargo, la interacción 

física entre AMPK y Nedd4.2 no está caracterizada a nivel molecular.   

 

1 Obtención de hNedd4.2 

 En humanos existen distintas isoformas de la proteína Nedd4.2 

dependiendo del tejido en el que se exprese (Chen et al., 2001). Para la 

obtención del ORF (Open Reading Frame) de Nedd4.2 mediante PCR se 

diseñaron diferentes cebadores. Se utilizó como molde: i) genotecas de 

distintos tejidos humanos como hígado fetal, páncreas, cerebro y músculo 

esquelético; ii) el clon de Nedd4.2 disponible en la colección del instituto 

Kazusa (KIAA0439); iii) el clon adquirido del consorcio IMAGE (5528964) 

(UniProtKB: Q96PU5-2). Las dos primeras aproximaciones no permitieron 

obtener el producto de PCR adecuado. En el segundo caso, debido a que el 

clon KIAA0439 contenía la isoforma 8 (UniProtKB: Q96PU5-8), que presenta 

divergencias en la parte amino-terminal y carece del dominio C2 del amino 

terminal, que se ha descrito que es necesario para su asociación con la 

membrana plasmática.  

El cDNA obtenido contiene la isoforma 2 del transcrito y codifica para 

una proteína que carece de los exones 12 y 13, en los que se encuentra la 

región correspondiente al segundo dominio WW de los cuatro que posee la 

proteína correspondiente a la isoforma más larga (isoforma 6) (Figura 14). 

Basándonos en diversos estudios sobre los dominios WW que determinan que, 
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por orden de afinidad con ENaC, el primero en importancia sería el WW3, 

seguido de WW4, WW1 y WW2 (Asher et al., 2003; Fotia et al., 2003; Henry et 

al., 2003; Itani et al., 2003a), y dada la dificultad en la obtención de la isoforma 

completa de Nedd4.2, se consideró que la isoforma 2 cumplía los requisitos 

necesarios para la realización del trabajo presentado en esta Tesis.  

El cDNA de la soforma 2 de Nedd4.2 se clonó en un vector para su 

expresión en bacterias y en otro para su expresión en levadura. Ambos 

vectores generaban una proteína de fusión con GST en su extremo amino-

terminal (GST-Nedd4.2) para facilitar su posterior purificación.  

 

Figura 14. Esquema de la estructura de los dominios de las isoformas 2 y 6 de la proteína 
Nedd4.2. 

 

2 Caracterización de la interacción física entre Nedd4.2 
y AMPK 

2.1 Ensayos de Doble híbrido 

El primer paso en la caracterización de la interacción entre AMPK y 

Nedd4.2 fue la realización de un ensayo de interacción proteína-proteína de 

doble híbrido. Para ello se clonó el cDNA de Nedd4.2 en el vector pGADT7 

(Activation Domain) para su co-expresión en la cepa de levadura THY.AP-4 

[MATa ura3 leu2 lexA::lacZ::trp1 lexA::HIS3 lexA::ADE2] (Obrdlik et al., 2004) 

junto al cDNA de cada una de las subunidades α2, β2 y γ1 de AMPK clonadas 

en el vector pBTM116 (DNA Binding Domain). 
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 La interacción física entre proteínas se estudió mediante la 

comparación del crecimiento en medio mínimo (SCD) selectivo de distintos 

transformantes de THY.AP-4 y el registro de la actividad β-galactosidasa de los 

mismos. Además, se tomaron muestras de estos transformantes para 

comprobar que los niveles de expresión de las proteínas de fusión eran 

correctos.  

 En la figura 15 se observa que la co-expresión de las subunidades γ1 y 

β2 de AMPK con Nedd4.2 no confiere más crecimiento en medio sin histidina 

que la cepa control que co-expresa el vector vacío junto con Nedd4.2. Sin 

embargo, se observó un ligero crecimiento cuando se co-expresa la E3 

ubicuitina ligasa Nedd4.2 y la subunidad catalítica α2 de AMPK. Como control 

positivo del ensayo, se incluyó la cepa que co-expresa las subunidades α2 y β2 

de AMPK en los vectores adecuados (pBTM116- AMPKα2 y pACT2-AMPKβ2).  

 

Figura 15. Doble híbrido. Análisis de crecimiento en medio sólido. La cepa THY.AP-4 
transformada con los plásmidos pBTM116 (LexA) y pGADT7 con los genes indicados se creció 
hasta saturación en medio mínimo completo (SCD), se hicieron diluciones seriadas y se depositó 
una alícuota de estas diluciones en placas con y sin histidina. 
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Se cuantificó la interacción entre la subunidad α2 de AMPK y Nedd4.2 

por ensayos de β-galactosidasa (Figura 16). El aumento de actividad β-

galactosidasa obtenido al co-expresar Nedd4.2 y la subunidad α2 de AMPK, 

aunque fue significativo, fue bajo en relación al control. Lo que sugiere que la 

interacción entre estas dos proteínas no es muy fuerte y/o estable. En la figura 

17 se muestra el análisis Western de extractos proteicos obtenidos a partir de 

las cepas indicadas, donde se puede observar que los transformantes 

analizados mostraban una expresión similar de las proteínas de fusión sobre-

expresadas (Nedd4.2, AMPKα2, AMPKβ2 y AMPKγ1).  

 

Figura 16. Medida de la  interacción entre Nedd4.2 y las subunidades de AMPK mediante la 
actividad β-galactosidasa (Unidades Miller). La cepa THY.AP-4 transformada con los 
plásmidos pBTM116 (LexA) y pGADT7 con los genes indicados se creció hasta fase logarítmica 
en medio mínimo completo (SCD). Se midió la actividad β-galactosidasa de las muestras 
recogidas como se describe en Materiales y Métodos. 
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Figura 17. Análisis Western blot de los transformantes LexA (AMPK α2, β2 ó γ1) con GAD-
Nedd4.2. La cepa THY.AP-4, transformada con los plásmidos indicados, se creció hasta fase 
logarítmica en medio mínimo completo (SCD). Los extractos crudos fueron obtenidos como esta 
descrito en Materiales y Métodos y se resolvieron en geles SDS-PAGE y se realizó una 
inmunodetección con los anticuerpos contra HA y LexA respectivamente.  

 

2.2 Ensayos de purificación por afinidad GST y co-
inmunoprecipitación 

Dado que el aumento de la actividad β-galactosidasa no era muy 

elevado, se estudió por abordajes alternativos la interacción entre Nedd4.2 y la 

subunidad α2 de AMPK mediante la realización de ensayos de purificación por 

afinidad con GST en levadura, y ensayos de co-inmunoprecipitación en cultivos 

celulares. 

 Para el ensayo en levadura se expresó en la cepa BY4741 la proteína 

Nedd4.2 fusionada a GST (pWS-GST-Nedd4.2) o la proteína GST (pWS-GST) 

en combinación con las tres subunidades de AMPK (α2, β2 y γ1) fusionadas a 

LexA (pBTM116-AMPK α2, pBTM116-AMPK β2 y pEG202-AMPK γ1). Las 

muestras resultantes de la purificación por afinidad con GST fueron analizadas 

por Western blot con los anticuerpos correspondientes (α-GST y α-LexA), y 

pese a que la cantidad de GST-Nedd4.2 fue considerable, no se pudo detectar 
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la presencia de ninguna de las subunidades de AMPK en el material purificado 

con GST-Nedd4.2 (Figura 18). En este experimento se usó un gel SDS-PAGE 

del 8% de acrilamida para resolver la proteína Nedd4.2 que tiene un tamaño 

aproximado de 120 kDa, con este porcentaje de acrilamida la detección de 

GST (26 kDa) no se muestra. La expresión de las tres subunidades de AMPK 

en los extractos crudos de los transformantes analizados fue comprobada por 

Western blot de los extractos crudos y su expresión presentó unos niveles 

normales. 

 

Figura 18. Ensayo de purificación por afinidad de GST-Nedd4.2. La cepa de levadura 
BY4741 se transformó con los plásmidos que expresaban las proteínas de fusión GST, GST-
Nedd4.2,  LexA-AMPK α2, LexA-AMPK β2 y LexA-AMPK γ2. Los extractos crudos (EC) se 
obtuvieron a partir de cultivos crecidos en 2% (p/v) de glucosa y la purificación por afinidad se 
realizó tal y como está descrito en Materiales y Métodos. Las muestras se resolvieron en geles 
SDS-PAGE y se realizó una inmunodetección con los anticuerpos contra GST y LexA 
respectivamente.  
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Para la co-inmunoprecipitación en cultivos celulares se co-expresó 

Nedd4.2 con las tres subunidades de AMPK (α2, β2 ó γ1). Se clonó Nedd4.2 

en el plásmido pFLAG-CMVTM y las subunidades de AMPK en el plásmido 

pCMV-Myc y se transfectaron células embrionarias humanas de riñón de la 

línea celular no tumoral HEK293. Con los extractos celulares se 

inmunoprecipitó Nedd4.2 utilizando el anticuerpo α -FLAG y se comprobó la 

presencia de AMPK α2, β2, y γ1 mediante Western blot usando el anticuerpo α-

myc. Del mismo modo que en el caso de la purificación por afinidad con GST 

en levadura, la co-inmunoprecipitación en células HEK293 no permitió detectar 

la interacción física entre Nedd4.2 con ninguna de las subunidades de AMPK 

expresadas (datos no mostrados) 

Los resultados obtenidos no son concluyentes a la hora de demostrar 

la interacción física entre AMPK y Nedd4.2. La interacción entre AMPK y 

Nedd4.2 podría ser transitoria o indirecta y por tanto, difícilmente detectable. El 

dominio C2 de Nedd4.2 podría estar anclando a la proteína a la membrana 

impidiendo revelar un resultado positivo en doble híbrido si lo hubiese.   

 

2.3 Búsqueda de dianas de Nedd4.2: adaptadores entre AMPK y 
Nedd4.2.  

En la introducción se ha descrito como los dominios WW de Nedd4.2 

reconocen motivos PY en las proteínas diana (Staub et al., 1996). Dado que 

ninguna de las tres subunidades de AMPK posee un dominio PY de 

reconocimiento por Nedd4.2, cabe la posibilidad de que la interacción física 

entre ambas proteínas dependa de un intermediario. Siguiendo esta línea, se 

ha descrito que en Saccharomyces cerevisiae existe un conjunto de proteínas 

que contienen el motivo PY de reconocimiento por los dominios WW 

denominadas ARTs (Arrestin-Related trafficking adaptors). Los ARTs sirven de 

intermediarios entre Rsp5, ortólogo en levadura de Nedd4.2, y proteínas que no 
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tienen el motivo PY (Lin et al., 2008). Paralelamente, en mamíferos se ha 

identificado una familia de α-arrestinas (ARRDC en humanos) mediante 

estudios in silico, diferenciando este grupo de arrestinas del resto como las 

únicas que presentan el dominio PY de reconocimiento por dominios WW de 

las E3 ubicuitina ligasas (Alvarez, 2008).  

Con el objetivo de encontrar proteínas que interactuasen con Nedd4.2 

se diseñó en el laboratorio el rastreo de una genoteca de páncreas de Clontech 

(Human Páncreas MatchmakerTM cDNA library) mediante el sistema de doble 

híbrido en el que se utilizó como cebo Nedd4.2 unida a LexA (pBTM116-

Nedd4.2). Adicionalmente, se sobre-expresó una versión catalíticamente activa 

de AMPKα2 (pWS93-AMPKα2T172D). Realizando el rastreo en éste contexto 

se pretendía encontrar tanto dianas, como intermediarios cuya interacción con 

Nedd4.2 estuviese condicionada por la sobre-expresión de AMPKα2 T172D.  

Se rastrearon 310.000 colonias de la cepa THY.AP-4, transformada 

con los plásmidos indicados anteriormente, en placas con medio de cultivo 

sintético completo (SCD) con los requerimientos necesarios para mantener los 

plásmidos pero sin histidina, de manera que únicamente las colonias en las que 

se producía la activación de la transcripción del gen HIS3, cuyo promotor 

contiene operadores LexA, eran capaces de crecer. De estas colonias se 

realizó un ensayo de β-galactosidasa en filtro, proteína codificada por el gen 

lacZ que también contiene un su promotor operadores LexA. De los candidatos 

positivos, que mostraron actividad por coloración azul, se rescató el plásmido 

de la genoteca y se amplificó mediante transformación y crecimiento de 

bacteria. Se obtuvieron 21 plásmidos diferentes que presentaban distinto 

patrón de restricción. La cepa THYAP-4 se transformó con los plásmidos, junto 

con pBTM116-Nedd4.2, pWS93-AMPKα2T172D y cada uno de los 21 

plásmidos anteriores. Se ensayó la actividad β-galactosidasa en filtro de estos 

transformantes frente a la cepa transformada con cada uno de los 21 

candidatos y el plásmido pBTM116 vacío. De los 21 plásmidos 
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preseleccionados, 3 mostraban un efecto de autoactivación ya que su co-

expresión frente al plásmido pBTM116 mostraba actividad  β-galactosidasa. 

Por otro lado, al co-expresar el resto de plásmidos (18) tanto con pBTM116-

Nedd4.2 como con pBTM116 vacío no se observó actividad β-galactosidasa. 

Estos resultados no nos permitieron la identificación de ninguna proteína capaz 

de interaccionar con Nedd4.2 en estas condiciones. 

 

3 Caracterización de la modificación post-traduccional 
por Nedd4.2 y AMPK 

3.1 Fosforilación de Nedd4.2 por AMPK 

 Aunque no se ha podido demostrar de manera robusta la interacción 

física entre AMPK y Nedd4.2, está descrito que AMPK fosforila a Nedd4.2 

(Bhalla et al., 2006) sin embargo, se desconoce cuál o cuáles son los sitios de 

fosforilación.  

Con el objetivo de conocer la especificidad de la fosforilación de 

Nedd4.2 por AMPK se diseñó un ensayo in vitro donde se comparó la 

fosforilación por AMPK con la fosforilación por otra proteína quinasa (caseín 

quinasa 2; CKII). CKII al igual que las quinasas SGK y PKA comparte, como 

posible diana de fosforilación, al menos una serina situada en un sitio consenso 

de Nedd4.2 (Figura 19) (Debonneville et al., 2001; Kuenzel et al., 1987). 

Existen estudios que indican que uno de los papeles de CKII es fosforilar ENaC 

lo que impide que Nedd4.2 lo ubicuitine (Bachhuber et al., 2008). Además, se 

incluyó en el ensayo otra ubicuitina ligasa de la misma familia que Nedd4.2 

(Nedd4.1). 
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Figura 19. Secuencias consenso de fosforilación de la isoforma 2 de Nedd4.2. En rojo 
aparecen las serinas candidatas a estar fosforiladas por AMPK. Alineados aparecen los 
consensos de las quinasas SGK, PKA y CKII, además de la secuencia correspondiente al 
alineamiento de Nedd4.2 con Nedd4.1. 

 

Tanto Nedd4.1 como Nedd4.2, expresadas en levadura con el plásmido 

pWS-GST, se purificaron fusionadas a GST como sustratos en el ensayo de 

fosforilación in vitro. Como control positivo de fosforilación por CKII se utilizó la 

proteína de fusión GST-Ypi1. En la figura 20, se observa una mayor 

incorporación de fosfato marcado radiactivamente en Nedd4.2 por AMPK en 

presencia de AMP, lo que confirma la fosforilación in vitro de Nedd4.2 por 

AMPK. Cuando se ensaya la fosforilación in vitro de Nedd4.1 por AMPK, se 

observa que la incorporación de 32P es mucho menor en comparación con 

Nedd4.2. Además cuando se realiza en ensayo de fosforilación in vitro con 

CKII, no se observa incorporación de 32P ni  en Nedd4.1 ni en Nedd4.2, pero sí 

en el caso del sustrato control Ypi1. En ningún caso se observa la fosforilación 

de la proteína GST. Se realizó la tinción Coomassie Blue del gel donde se 

comprobó la cantidad de proteína ensayada era similar en cada caso (datos no 

mostrados). Este ensayo demuestra que Nedd4.2 es un mejor sustrato de 
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fosforilación in vitro que Nedd4.1, y que dicha fosforilación es dependiente de 

AMP. 

 

Figura 20. Fosforilación in vitro de Nedd4.1 y Nedd4.2. Las proteínas fusionadas a GST y 
purificadas a partir de levadura se emplearon en una reacción de fosforilación in vitro. Las 
muestras fueron resueltas en un gel SDS-PAGE y se reveló la autorradiografía del gel.  

 

3.2 Determinación del sitio de fosforilación de Nedd4.2 por AMPK 

 Una vez confirmada la fosforilación de Nedd4.2 por AMPK, se prosiguió 

con la determinación del sitio de fosforilación mediante análisis de secuencia 

de péptidos fosforilados. Para ello, se purificó GST-Nedd4.2 producido en 

Escherichia coli y se volvió a realizar la fosforilación in vitro de la proteína. En 

este ensayo de fosforilación se añadió como control positivo ACC1 (acetil-CoA 

carboxilasa 1), que es una diana de AMPK y se usa como indicador de la 

actividad de ésta (Carlson and Kim, 1973). En la figura 21 se presenta la 

autorradiografía y la tinción Ponceau de las muestras de la fosforilación in vitro. 

La muestra de GST no presenta la incorporación de fosfato marcado 
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radiactivamente lo que indica que la fosforilación por AMPK es específica. En el 

control positivo GST-ACC1, se observa que no hay marca radiactiva en la 

muestras sin AMPK, mientras que cuando AMPK está presente se observa que 

la fosforilación depende de la presencia de AMP, siendo mayor cuando éste 

está presente en la reacción. Las muestras correspondientes a Nedd4.2 

muestran que no hay incorporación de fosfato radiactivo cuando no está AMPK 

en la reacción, mientras que con la quinasa se observa marca de fosforilación 

tanto en presencia como en ausencia de AMP.    

 

Figura 21. Fosforilación in vitro de Nedd4.2 y ACC1. Las proteínas fusionadas a GST y 
purificadas a partir de bacteria se emplearon en una reacción de fosforilación in vitro. Las 
muestras fueron resueltas en un gel SDS-PAGE y transferidas a membrana de nitrocelulosa. 
(AR) Autorradiografía de la membrana. (PonS) Tinción con Ponceau S de la membrana.  
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Tras la reacción de fosforilación in vitro de Nedd4.2 por AMPK y la 

separación de las proteínas en un gel de SDS-PAGE, la banda correspondiente 

a Nedd4.2 fue purificada y analizada por el servicio de proteómica del Centro 

Nacional de Biotecnología (CNB) de Madrid. Se analizó mediante MALDI 

TOF/TOF aplicando un procedimiento de purificación de fosfopéptidos, 

optimizado por el laboratorio del servicio de proteómica del CNB, denominado 

IMAC-fase inversa. Después de dicha purificación, el análisis de la muestra 

consistió en caracterizar los péptidos mediante nano HPLC acoplado a un 

espectrómetro de masas de trampa iónica, de manera que se alternan como 

técnicas de fragmentación CID (Collission Induced Dissociation) y ETD 

(Electron Transfer Dissociation).  

Mediante MALDI-TOF/TOF se identificaron dos fosfopéptidos que 

presentaban las siguientes secuencias: 

          * SCSVTDAVAEQGHLPPPSAPAGRAR (posición 340-364) 

* LRSCSVTDAVAEQGHLPPPSAPAGR (posición 338-362) 

Estos péptidos, candidatos a contener el sitio de fosforilación, solapan en 23 de 

sus 25 aminoácidos por lo que se decidió tener en cuenta para posteriores 

ensayos las serinas que se encontraban en un posible sitio consenso de 

fosforilación por AMPK  S340 y S342 (Figura 22). Para ello se tuvo en cuenta el 

sitio consenso de fosforilación por AMPK establecido por diversos estudios 

(RXXSXXXL), donde R es una arginina, X es cualquier aminoácido, S es la 

serina fosforilada y L es un aminoácido hidrofóbico (Hardie and Carling, 1997; 

Hardie et al., 2003; Towler and Hardie, 2007).  

El análisis por nano HPLC-MS/MS identificó la serina 384 como 

fosforilada en la secuencia del fosfopéptido SLSSPTVTLSAPLEGAK (382-398). 

Esta serina se encuentra en un sitio consenso para AMPK (Figura 22). 
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Figura 22. Alineamiento de secuencias parciales de Nedd4.2. S: secuencia de Nedd4.2, FP: 
fosfopéptido obtenido en el análisis mediante MALDI-TOF/TOF y por nano HPLC-MS/MS, C: sitio 
consenso de fosforilación por AMPK. 

 

 A partir de los resultados de identificación de sitios fosforilados se 

construyeron mutantes de las tres serinas candidatas S340,  S342 y S384  a 

alanina en el vector de expresión de bacterias pWS-GST. Tras la purificación 

de cada una de las proteínas, se realizó un ensayo de fosforilación in vitro con 

AMPK. Como se puede observar en la figura 23, la fosforilación por AMPK de 

cada una de las versiones de Nedd4.2 con mutaciones en las tres serinas de 

Nedd4.2 disminuye con respecto a la proteína no mutada. Se observa que la 

fosforilación es menor en los mutantes S340A y S384A. Aunque sería 

necesario la construcción y análisis del triple mutante para determinar si estas 

tres serinas son los únicos sitios de fosforilación, estos datos sugieren que 

contribuyen a los niveles de fosforilación de Nedd4.2 por AMPK observado in 

vitro.  
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Figura 23. Fosforilación in vitro de mutantes de Nedd4.2. Las proteínas fusionadas a GST y 
purificadas se fosforilaron in vitro. Las muestras fueron resueltas en un gel SDS-PAGE y 
transferidas a membrana de nitrocelulosa. La membrana se sometió a una autorradiografía y a 
una tinción con Ponceau S.  

 

3.3 Modulación de la interacción entre Nedd4.2 y ENaC por 
AMPK. 

 Bhalla y colaboradores demostraron como el canal epitelial de sodio 

,ENaC, está regulado por AMPK a través de Nedd4.2 (Bhalla et al., 2006). En 

nuestro laboratorio se estableció un modelo de estudio de la influencia de 

AMPK sobre Nedd4.2 basado en el modelo de interacción que existe entre 

ENaC y Nedd4.2 (Staub et al., 1996), utilizando el doble híbrido en levadura 

como técnica de comprobación.  

 Inicialmente se estudió la influencia que podía tener la sobre-expresión 

de una versión catalíticamente activa de AMPKα2 (AMPKα2 T172D) en la 

interacción entre Nedd4.2 y las distintas subunidades de ENaC. Para ello se 

clonaron los dominios WW de Nedd4.2 y los dominios PY de ENaC (α, β y γ) 

implicados en la interacción. Por un lado se clonó la región que contiene los 

dominios WW de Nedd4.2 encargados de la identificación del sustrato (Figura 

24), ya que la expresión de la proteína entera no presentaba interacción con las 

subunidades de ENaC por doble híbrido, debido posiblemente a que su 
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dominio C2 podría estar uniendo la proteína a la membrana, y por tanto, 

interfiriendo en el sistema de doble híbrido excluyéndola del núcleo.  

 

Figura 24. Esquema del fragmento de la isoforma 2 de Nedd4.2 clonado que contiene los 
dominios WW. 

Por otro lado, se clonó la parte citosólica de las 3 subunidades del 

transportador ENaC (α, β, γ), que contiene los dominios PY reconocidos por 

Nedd4.2 (Figura 25), ya que la proteína entera estaría en la membrana lo que 

impediría ver cualquier resultado en el ensayo de doble híbrido. 

 

Figura 25. Esquema de los dominios de las tres subunidades de ENaC. (A) M1 y M2 en 
verde representan los fragmentos trasmebrana y PPxY, en azul, representa el motivo de 
reconocimiento por Nedd4.2. (B) Secuencia clonada que contiene el motivo PY  de cada una de 
las subunidades. 
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Se transformó la cepa THY.AP4 [MATa ura3 leu2 lexA::lacZ::trp1 

lexA::HIS3 lexA::ADE2] (Obrdlik et al., 2004) de levadura con  WW-Nedd4.2 

fusionada a LexA (BD) (pBTM116-WW-Nedd4.2) (Figura 24) con el dominio 

caboxilo-terminal de cada una de las tres subunidades α, β o γ de ENaC 

fusionado a GAL4 (AD) (pACTII-α/β/γENaC) en presencia o ausencia de 

AMPKα2 T172D (pWS93-AMPKα2 T172D). A partir de dos diluciones (1/10 y 

1/100) de cultivos saturados de levadura se realizaron goteos sobre medio 

SCD, SCD-His y SCD-Ade.  En la figura 26, se observa como existe 

crecimiento en medio selectivo sin Histidina y sin Adenina de las células 

transformadas con WW-Nedd4.2 y con cada una de las tres subunidades de 

ENaC. Adicionalmente, se observa  que la prueba de β-galactosidasa realizada 

a las células transferidas a membrana de nylon presenta coloración azul en 

aquellos transformantes que co-expresan WW-Nedd4.2 y ENaC (α, β, γ), lo que 

confirma la expresión de la proteína β -galactosidasa, que se utiliza como 

indicador de una interacción entre las proteínas co-expresadas. Tanto el 

crecimiento en medio selectivo como el ensayo β-galactosidasa en filtro indican 

la interacción entre Nedd4.2 y cada una de las tres subunidades de ENaC (α, 

β, γ). Como control negativo se sobre-expresó WW-Nedd4.2 frente al plásmido 

vacío de GAL4-AD  y no se observó ni crecimiento ni color azul.  
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Figura 26. Los dominios WW de Nedd4.2 interaccionan con el dominio PY de las tres 
subunidades de ENaC (α, β, y γ). La cepa THY.AP-4 transformada con los plásmidos pBTM116 
(LexA BD), pACT2 (GAL4 AD) y pWS-93-AMPKα2-T172D), con los genes indicados se creció 
hasta saturación en medio mínimo completo (SCD), se diluyó en serie y se depositó en placas 
con y sin histidina o adenina. Las células transferidas a filtro de nylon se incubaron a -80ºC y se 
les realizó el ensayo β-galactosidasa en filtro como se describe en Materiales y Métodos. 

 

Mediante estos ensayos no fue posible determinar si la sobre-expresión 

de AMPKα2 T172D influye en la interacción entre Nedd4.2 y ENaC. Con el 

objetivo de determinar si la sobre-expresión de AMPKα2 T172D supone 

diferencias en la interacción se realizó una cuantificación de la actividad β -

galactosidasa de los mismos transformantes estudiados en los ensayos de 

crecimiento en placa. Mediante esta medida se puede cuantificar de manera 

indirecta la interacción entre dos proteínas y expresarla en unidades arbitrarias 

de actividad β-galactosidasa denominadas Unidades Miller. En la gráfica de la 

figura 27A se observa que la actividad β-galactosidasa derivada de la 

interacción de WW-Nedd4.2 con αENaC es mayor que con βENaC y γENaC, y 

por tanto la sobre-expresión de AMPKα2 T172D favorece la interacción de 

WW-Nedd4.2 con αENaC y con βENaC, pero no con γENaC. Estas diferencias 

no obedecen a diferencias en los niveles de sobre-expresión de las proteínas 
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ya que, como se puede observar en el Western blot de la figura 27B los niveles 

de WW-Nedd4.2, de α/β/γ ENaC y de AMPKα2 T172D son similares.  

 

Figura 27. La sobre-expresión de AMPK T172D favorece la interacción entre WW-Nedd4.2 
y ENaC. La cepa THY.AP-4 se transformó con los plásmidos pBTM116-WW-Nedd4.2 (LexA) en 
combinación con pACT2 (GAL4-AD) con las tres subunidades de ENaC (pACT2-αENaC, pACT2-
βENaC y pACT2-γENaC) y con o sin pWS93-αAMPKT172D . (A) Los transformantes se 
crecieron hasta fase logarítmica en medio mínimo completo (SCD). Se tomaron muestras y se 
realizó la medida de la actividad β-galactosidasa (Unidades Miller) como se describe en 
Materiales y Métodos. (B) Los extractos crudos fueron analizados mediante Western blot usando 
los anticuerpos anti-LexA y anti-HA.  

 

3.4 Efecto de la activación de Snf1 en la interacción por doble 
híbrido entre Nedd4.2 y ENaC 

La sobre-expresión de AMPKα2 T172D implicaba trabajar con la 

expresión heteróloga de proteínas en levaduras derivadas de tres plásmidos 

diferentes, lo que puede conllevar diferencias de expresión de los genes de 

interés en los distintos transformantes, con el consiguiente error en la 
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valoración de la interacción. Para solucionar éste problema se decidió 

comprobar si la activación del ortólogo de AMPKα2 en levadura, Snf1 (Carling 

et al., 1994), era capaz de producir un efecto parecido en la interacción entre 

Nedd4.2 y las subunidades de ENaC.  

Está descrito que la quinasa Snf1 se activa en ausencia de glucosa 

(Woods et al., 1994). En el laboratorio provocamos esta activación cambiando 

las células que se encuentran creciendo en fase logarítmica (OD660 0,3-0,4), de 

un medio de cultivo con 2% de glucosa a otro con 2% de rafinosa. Las 

muestras analizadas fueron tomadas antes del cambio de medio y tres horas 

después de crecimiento en rafinosa. En la figura 28 se observa que la 

interacción medida en términos de unidades Miller es mayor en las células que 

sobre-expresan WW-Nedd4.2 en combinación con las subunidades α y β de 

ENaC  cuando estas crecen en rafinosa (activación de Snf1) que cuando 

crecen en glucosa. Además, se observa que este aumento de la interacción es 

similar al que se produce cuando se sobre-expresa AMPKα2 T172D. Por otro 

lado la interacción entre WW-Nedd4.2 y γENaC se mantiene en los mismos 

niveles tanto cuando las células crecen en rafinosa como cuando crecen en 

glucosa, de igual manera que cuando se sobre-expresa AMPKα2 T172D.  
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Figura 28. La activación de Snf1 favorece la interacción entre WW-Nedd4.2 y en α/β ENaC. 
La cepa THY.AP-4 se transformó con los plásmidos pBTM116-WW-Nedd4.2 (LexA) en 
combinación con pACT2 (GAL4-AD) con las tres subunidades de ENaC (pACT2-αENaC, pACT2-
βENaC y pACT2-γENaC). Los transformantes se crecieron hasta fase logarítmica en medio 
mínimo completo (SCD) y se tomó la muestra correspondiente a glucosa. El medio SCD con 2% 
de glucosa se lavó para eliminar la glucosa, las células se cambiaron a SCD con 2% rafinosa se 
crecieron durante 3 horas, y se tomaron muestras correspondientes a rafinosa.  Se realizó el 
análisis de la actividad β-galactosidasa (Unidades Miller) de las muestras como se describe en 
Materiales y Métodos. 

A la vista de los resultados anteriores, se decidió comprobar que los 

efectos causados por el cambio de medio de cultivo de glucosa a rafinosa eran 

debidos a la activación de Snf1. Para ello se diseñó un experimento en el que 

se compararon los niveles de interacción entre WW-Nedd4.2 y αENaC en un 

mutante Δsnf1, cuando se produce el cambio de medio de glucosa a rafinosa. 

La cepa que se utilizó para este experimento fue FY250 MATα his3-Δ200 leu2-

Δ1 trp1Δ63 ura3-52 (Winston et al., 1995) y el mutante que no expresa SNF1 

fue FY250 snf1Δ10 (Sanz et al., 2000).  

Para poder valorar la interacción de proteínas mediante doble híbrido, 

la cepa FY250 se transformó con el plásmido pSH18-18, con un reportero 
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lexAop-lacZ, derivado del plásmido pLR1Δ1 (West, Jr. et al., 1984). Para este 

ensayo se decidió estudiar la interacción entre WW-Nedd4.2 y αENaC dado 

que era la que presentaba mayor diferencia de interacción con el cambio de 

medio de glucosa a rafinosa. En la figura 29 se representa, en unidades Miller 

relativas a la muestra en glucosa, como aumenta la interacción entre WW-

Nedd4.2 y αENaC, tal y como ocurría en el experimento hecho con el fondo 

genético THY-AP4, cuando el cultivo FY250 (silvestre) pasa de glucosa a 

rafinosa. Cuando se sobre-expresa WW-Nedd4.2 y αENaC en el mutante 

FY250 snf1Δ10 no se aprecia la diferencia entre las muestras recogidas en 

glucosa y las recogidas en rafinosa 3 horas después. Estos resultados indican 

que el aumento de interacción observado entre WW-Nedd4.2 y el dominio 

citosólico de αENaC al realizar el cambio de medio se deben a la activación de 

Snf1. 

 

Figura 29. La interacción entre WW-Nedd4.2 y αENaC depende de Snf1. Las cepas FY250 y 
FY250 snf1Δ10 se transformaron con los plásmidos pBTM116-WW-Nedd4.2 (LexA), pACT2 
(GAL4-AD) con la subunidad α de ENaC (pACT2-αENaC) y pSH18-18 con el reportero lexAop-
LacZ, Los transformantes se crecieron hasta fase logarítmica en medio mínimo completo (SCD) 
y se tomó la muestra correspondiente a glucosa. El medio SCD con 2% de glucosa se lavó para 
eliminar la glucosa, las células se cambiaron a SCD con 2% rafinosa se crecieron durante 3 
horas, y se tomaron muestras correspondientes a rafinosa. Se realizó el análisis de la actividad 
β-galactosidasa (Unidades Miller) como se describe en Materiales y Métodos. 
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3.5 Papel de las serinas de Nedd4.2 fosforiladas por AMPK en la 
interacción por doble híbrido entre Nedd4.2 y ENaC. 

Para estudiar la importancia de las serinas de Nedd4.2 candidatas a 

ser fosforiladas por AMPK, se realizaron mutaciones sustituyendo la serina 

candidata por un aspartato o glutamato (S340D, S342D y S384E). Estos dos 

aminoácidos se eligieron respectivamente en función de la posibilidad de añadir 

un sitio de corte por enzimas de restricción que permitiese identificar los 

mutantes. Dichos mutantes aportan una carga negativa, pudiendo mimetizar en 

parte la fosforilación del aminoácido mutado (Hoeffler et al., 1994; Huang and 

Erikson, 1994). Por otro lado, usaron los mutantes a alanina de las mismas tres 

serinas (S340A, S342A y S384A), que evitan la fosforilación de los 

aminoácidos mutados.  

Se realizó un ensayo de doble híbrido para estudiar la interacción entre 

los distintos mutantes de WW-Nedd4.2 y las tres subunidades de ENaC. 

Debido a la influencia que tiene AMPK en la regulación de ENaC por Nedd4.2 

presentada en el apartado anterior, se planteó la hipótesis de que los mutantes 

en las serinas fosforiladas podrían tener niveles de interacción con ENaC 

distintos a la versión no mutada. En base a este sistema, la hipótesis formulada 

fue que los mutantes a aspartato/glutamato favorecerían la interacción con 

ENaC, por mimetizar la fosforilación producida por AMPK, mientras que los 

mutantes a alanina deberían de tener una interacción menor por no poder 

fosforilarse por AMPK/Snf1.  

En la figura 30 se representan los valores en unidades Miller de las 

interacciones entre las subunidades α (Figura 30A), β (Figura 30B) o γ (Figura 

30C) de ENaC y los distintos mutantes de WW-Nedd4.2 crecidos en glucosa. 

En la figura 30A se observa que los mutantes en la serina 340 (S340D y 

S340A) presentan menores niveles interacción con αENaC que el silvestre. En 

el caso de los mutantes en la serina 342 (S342D y S342A) se observan 

mayores niveles de interacción con αENaC en el mutante WW -Nedd4.2 S342D 
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que en el silvestre, mientras que cuando se sobre-expresa el mutante WW-

Nedd4.2 S342A la interacción es menor que en el silvestre. En el caso de los 

mutantes de la serina 384, contrariamente a lo esperado, se observa como el 

mutante WW-Nedd4.2 S384E presenta menores niveles de interacción que el 

silvestre mientras que el mutante WW-Nedd4.2 S384A presenta niveles 

similares. Estos resultados indican que la fosforilación de la serina 342 de 

Nedd4.2 podría estar jugando un papel importante en la regulación de la 

interacción entre Nedd4.2 y αENaC.  En la figura 30B se observan que 

diferencias entre los mutantes y el silvestre no son suficientes para permitir 

seleccionar alguna de las tres serinas como candidatas a ser una diana de 

fosforilación por AMPK que influya en la interacción entre Nedd4.2 y βENaC. 

En la figura 30C se observa como en las mutaciones a aspartato/glutamato 

(S340D, S342D y S384E) los niveles de interacción con γENaC son mayores 

que con las mutaciones a alanina (S340A, S342D y S384A). Únicamente en el 

caso de las mutaciones en la serina 340 las diferencias son significativas, 

aunque la mutación a alanina no conlleva niveles de interacción inferiores a los 

que se dan con el silvestre de Nedd4.2 (WW-Nedd4.2). 
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Figura 30.  Ensayo de doble híbrido en levadura de la interacción  entre los mutantes de 
WW-Nedd4.2 y las subunidades α,β ó γ de ENaC. La cepa THY.AP-4 se transformó con los 
plásmidos pACT2 (GAL4-AD) con la subunidades de αENaC (A), βENaC (B) ó γENaC (C) con el 
plásmido pBTM116 (LexA) con los mutantes de WW-Nedd4.2. Los transformantes se crecieron 
hasta fase logarítmica en medio mínimo completo (SCD). Se tomaron muestras y se realizó la 
medida de la actividad β-galactosidasa (Unidades Miller) como se describe en Materiales y 
Métodos. 

 

En el apartado anterior se ha reflejado que la activación de Snf1 por el 

cambio de medio de glucosa a rafinosa favorece la interacción de WW-Nedd4.2 

con ENaC. Nos planteamos si las serinas de Nedd4.2 identificadas como 

importantes para su fosforilación por AMPK podían influir en la interacción de 

Nedd4.2 con ENaC cuando se activa Snf1 mediante el cambio de medio de 

crecimiento con glucosa a rafinosa. Para ello se decidió estudiar los tres 

mutantes de serina a alanina (S340A, S342A y S384A) de Nedd4.2 y su 

interacción con αENaC cuando se realiza el cambi o de medio con glucosa  a 

rafinosa. En la figura 31 se compara la interacción en términos relativos al 

cambio de glucosa a rafinosa. Se puede observar que el mutante en la serina 

340 (S340A) experimenta un aumento en la interacción con αENa C similar al 

silvestre (SNF1). En el caso del mutante en la serina 342 (S342A) no se 

observa un aumento en la interacción con αENaC cuando se pasa de glucosa a 
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rafinosa de forma similar a cuando Snf1 no está en la célula (Δsnf1). Este 

resultado podría significar que la serina 342 tiene un papel importante en la 

regulación de la interacción entre Nedd4.2 y αENaC.   

 

Figura 31. Ensayo de doble híbrido en levadura de la interacción entre los mutantes de 
WW-Nedd4.2 y αENaC. Las cepas FY250 (SNF1) y FY250 snf1Δ10  se transformaron con los 
plásmidos pBTM116-WW-Nedd4.2 (LexA), pACT2 (GAL4-AD) con la subunidad α de ENaC 
(pACT2-αENaC) y pSH18-18 con el reportero lexAop-LacZ La cepa THY.AP-4 se transformó con 
los plásmidos pACT2 (GAL4-AD) con la subunidad α de ENaC (pACT2-αENaC) en combinación  
con el plásmido pBTM116 (LexA) con los mutantes de WW-Nedd4.2. Los transformantes se 
crecieron hasta fase logarítmica en medio mínimo completo (SCD) y se tomó la muestra 
correspondiente a glucosa. El medio SCD con 2% de glucosa se lavó para eliminar la glucosa, 
cambiar a SCD con 2% rafinosa, crecer durante 3 horas, y tomar muestra correspondiente a 
rafinosa. Se realizó el análisis de la actividad β-galactosidasa (Unidades Miller). Los resultados 
son relativos a cada transformante crecido en medio SCD con 2% de glucosa. 

 

3.6 Ubicuitinación de AMPK por Nedd4.2 

 Una vez realizado el estudio de los sitios de fosforilación de Nedd4.2 

por AMPK, se quiso investigar la posibilidad de que AMPK fuese un sustrato 

para la actividad E3 ubicuitina ligasa de Nedd4.2. Ya se había observado en 
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estudios anteriores que la subunidad α1 de AMPK se encontraba ubicuitinada 

en fibroblastos (Al-Hakim et al., 2008). Adicionalmente en trabajos recientes de 

nuestro laboratorio se describió la ubicuitinación de la subunidad β2 de AMPK 

por el complejo formado por laforina (una fosfatasa de tipo dual) y malina (una 

E3 ubicuitina ligasa) (Moreno et al., 2010).  Sin embargo, el papel de Nedd4.2 

en la ubicuitinación de AMPK estaba aún por elucidar.  

Para el estudio de la ubicuitinación de AMPK por Nedd4.2, se 

estableció un análisis basado en la expresión, en células embrionarias 

humanas de riñón HEK293, de la ubicuitina etiquetada con 6 histidinas en 

tándem (6xHis-UB) (Kaiser and Tagwerker, 2005). Los extractos celulares se 

obtuvieron en presencia de un agente caotrópico, como es el cloruro de 

guanidinio, para evitar la acción de las deubicuitinasas. Las proteínas 

ubicuitinadas, conteniendo la fusión 6xHis-UB, se purificaron por cromatografía 

de afinidad en una columna de cobalto (TALON® His-Tag Purification Resin). 

La fracción purificada (retenido) y los extractos crudos se analizaron mediante 

SDS-PAGE y Western blot usando anticuerpos contra la proteína de interés.  

El ensayo de ubicuitinación consistió en transfectar las células HEK293 

con los plásmidos 6xHis-UB y pCMV-myc-AMPKβ2 en combinación con 

distintas E3 ubicuitina ligasas (pCMV-HA-Nedd4.2, pCMV-HA-laforina + pCMV-

HA-malina, pCDNA-Mdm2). El análisis de los sustratos muestra el típico patrón 

de ubicuitinación, de escalera de mayor peso molecular, de la subunidad β2 de 

AMPK dependiente de la presencia de Nedd4.2 (Figura 32). Como control 

positivo de ubicuitinación de la subunidad β2 de AMPK se utilizó el complejo , 

ya nombrado anteriormente, formado por laforina y malina (Moreno et al., 

2010). Como control negativo se utilizó Mdm2, que es una E3 ubicuitina ligasa 

de tipo RING que es responsable de ubicuitinar a p53 para su degradación 

proteasomal.  
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Figura 32. AMPK se ubicuitina por Nedd4.2. En HEK293 se sobre-expresaron 6xHis-UB y 
pCMV-myc-AMPKβ) en combinación con o sin Nedd4.2 (pCMV-HA-Nedd4.2), y con el complejo 
laforina/malina (pCMV-HA-laforina, pCDNA-HA-malina), y Mdm2 (pCDNA-Mdm2). A las 36 horas 
se efectuó la lisis del cultivo en cloruro de guanidinio 6M. Las proteínas ubicuitinadas con la 
construcción 6xHis-UB fueron purificadas por cromatografía de afinidad en una columna de 
cobalto (Clontech). Tanto la fracción purificada (FP), como 40 μg del extracto crudo (EC) fueron 
analizados mediante SDS-PAGE y se realizó una inmunodetección con anticuerpos específicos.  

 Una vez probada la ubicuitinación de la subunidad β2 de AMPK se 

amplió el estudio a las subunidades de AMPK α2 y γ1.  Para ello se utilizó la 

misma técnica de purificación de proteínas ubicuitinadas. En este caso, se 

transfectaron las células HEK293 con los plásmidos 6xHis-UB y pCMV-HA-

Nedd4.2 combinándolos con las subunidades de AMPK (pCMV-myc-AMPK α2, 

AMPK β2 o AMPK γ1). En la figura 33 se observa como la ubicuitinación de las 

subunidades α2 y β2 de AMPK es dependiente de la presencia de Nedd4.2, 

mientras que la ubicuitinación de la subunidad γ1 es independiente deNedd4.2.  
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Figura 33. Las subunidades α2 y β2 AMPK se ubicuitina por Nedd4.2. En HEK293 se sobre-
expresaron 6xHis-UB y las subunidades de AMPK (pCMV-myc-AMPKα2, pCMV-myc-AMPKβ2 o 
pCMV-myc-AMPKγ1) con o sin Nedd4.2 (pCMV-HA-Nedd4.2) . A las 36 horas se efectuó la lisis 
del cultivo en cloruro de guanidinio 6M. Las proteínas ubicuitinadas con la construcción 6xHis-UB 
fueron purificadas por cromatografía de afinidad en una columna de cobalto (Clontech). Tanto la 
fracción purificada (FP), como 40 μg de cada extracto crudo (EC) fueron analizados mediante 
SDS-PAGE y se realizó un inmunodetección con anticuerpos específicos.  

 

 La proteína quinasa AMPK funciona como un heterotrímero formado 

por las subunidades α, β y γ (Hardie and Sakamoto, 2006). En estudios 

anteriores se observó que la degradación por proteasoma de las subunidades 

de AMPK era mayor si éstas se encontraban de forma libre que formando parte 
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del heterotrímero (Crute et al., 1998). Para descartar que la ubicuitinación de 

las subunidades α2 y β2 de AMPK se estuviese produciendo por la sobre-

expresión de una sola subunidad, se realizó un ensayo sobre-expresando las 

tres subunidades simultáneamente (pCMV-myc-AMPKα2, pCMV-myc-AMPKβ2 

y pCMV-myc-AMPKγ1) y se estudió su ubicuitinación por Nedd4.2. Este ensayo 

se centró en analizar que pasaba con las subunidades α2 y β2, dejando aparte 

la subunidad γ1, dado que, como se observa en los experimentos anteriores, 

sólo las dos primeras son ubicuitinadas por Nedd4.2. Adicionalmente se incluyó 

Nedd4.1, que como se ha descrito anteriormente, es una E3 ubicuitina ligasa 

de la misma familia que Nedd4.2 que no está descrita su regulación por AMPK. 

Para el análisis de este ensayo, se utilizaron anticuerpos específicos contra 

cada una de las subunidades de AMPK. En la figura 34 se aprecia que la 

ubicuitinación de las subunidades α2 y β2 se produce tanto si se co -expresan 

junto con la subunidad γ1 como si se sobre-expresan de manera individual. 

También se aprecia una mayor cantidad de proteína de las tres subunidades de 

AMPK cuando estas se co-expresan, probablemente debido a que aumenta la 

estabilidad de la proteína al formarse mayor número de trímeros. En cuanto a 

la capacidad de ubicuitinación de Nedd4.1 no parece que ubicuitine la 

subunidad α2 de AMPK cuando la co-expresamos junto a las subunidades β2 y 

γ1, mientras que sí se observa una ligera marca de ubicuitinación cuando 

unicamente se sobre-expresa AMPKα2. La subunidad β2 parece que se 

ubicuitina por Nedd4.1 tanto al co-expresarse junto a las otras dos subunidades 

de AMPK α2 y γ1 como al sobre-expresarla en ausencia de las mismas.  
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Figura 34. Ubicuitinación de las subunidades α2 y β2 AMPK por Nedd4.1 y Nedd4.2 
cuando se sobre-expresan los tres componentes del heterotrímero de AMPK. (A) En 
HEK293 se sobre-expresaron 6xHis-UB y la subunidad α2 de AMPK (pCMV-myc-AMPKα2) 
individualmente o formando parte del heterotrímero β2 y γ1 (pCMV-myc-AMPKβ2 y pCMV-myc-
AMPKγ1) con o sin  Nedd4.1 y Nedd4.2 (pCMV-HA-Nedd4.2 y pCMV-HA-Nedd4.2). A las 36 
horas se efectuó la lisis del cultivo en cloruro de guanidinio 6M. Las proteínas ubicuitinadas 
fueron purificadas por cromatografía de afinidad en una columna de cobalto (Clontech) y tanto la 
fracción purificada (FP), como 40 μg de cada extracto crudo (EC). Fueron analizados mediante 
SDS-PAGE y se realizó una inmunodetección con anticuerpos específicos.  

 

 Para caracterizar con más detalle la ubicuitinación de la subunidad α2 

de AMPK se estudió que región de dicha subunidad es más importante en 

dicho proceso de ubicuitinación. Para ello, se sobre-expresaron en células 

HEK293 los plásmidos que contenían el dominio regulador (RD), el dominio 

catalítico (KD) de la subunidad α2 (pCMV -myc-AMPKα2 RD y KD) o la 

subunidad α2 entera (pCMV-myc-AMPKα2). En la figura 35 se observa que el 

dominio catalítico de AMPKα2 (KD) no presenta diferencias de ubicuitinación 

dependientes de la sobre-expresión de Nedd4.2. En cambio, se observa que el 

dominio regulador de AMPKα2 (RD) posiblemente presenta mayor 
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ubicuitinación dependiente de Nedd4.2, del mismo modo que ocurre con la 

subunidad α2 completa.  

 

Figura 35. La ubicuitinación de AMPKα2 por Nedd4.2 se produce en su dominio regulador. 
En HEK293 se sobreexpresaron 6xHis-UB y pCMV-myc-AMPKα2,  su dominio catalítico N-
terminal (residuos 1-312) (pCMV-myc-kDa) o su dominio regulador C-terminal (residuos 313-552) 
(pCMV-myc-RD) con o sin Nedd4.2 (pCMV-HA-Nedd4.2). A las 36 horas se efectuó la lisis del 
cultivo en cloruro de guanidinio 6M. Las proteínas ubicuitinadas con la construcción 6xHis-UB 
fueron purificadas por cromatografía de afinidad en una columna de cobalto (Clontech) y tanto la 
fracción purificada (FP), como 40 μg de cada extracto crudo (EC) fueron analizados mediante 
SDS-PAGE y se realizó una inmunodetección con anticuerpos específicos.  

 

 La ubicuitinación de proteínas puede implicar la adición de una 

molécula de ubicuitina (monoubicuitinación) o varias (multiubicuitinación) o bien 

mediante la adición de cadenas de poliubicuitina. Cuando se forman cadenas 

de ubicuitina se ensamblan sobre aminoácidos lisina (K) en la molécula nueva 

de ubicuitina. En la ubicuitina hay siete aminoácidos lisina (K6, K11, K27, K29, 
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K33, K48 y K63). Lo más común es que las cadenas de poliubicuitina se 

formen sobre los aminoácidos K48 o K63. Las cadenas de ubicuitina que 

polimerizan sobre K48 marcan los sustratos ubicuitinados para su degradación 

por el proteasoma 26S (Chau et al., 1989; Thrower et al., 2000), mientras que 

las cadenas formadas sobre K63 pueden modificar el tráfico de proteínas, 

endocitosis de proteínas de membrana, activación de la señalización por 

quinasas y reparación de daños del DNA (Fisk and Yaffe, 1999; Galan and 

Haguenauer-Tsapis, 1997; Hoege et al., 2002).  

 Utilizando nuevamente la columna de cobalto TALON®, se realizó un 

ensayo en el que se quería comprobar que tipo de cadena de ubicuitinación 

producía Nedd4.2 sobre las subunidades α2 y β2 de AMPK. Para ello se 

utilizaron mutantes de ubicuitina tanto en K48 (Ub-K48R) como en K63 (Ub-

K63R) (Dupre et al., 2004). En la figura 36, se observa que la subunidad α2 de 

AMPK no se ubicuitina cuando se sobreexpresa el mutante Ub-K63R, en 

cambio, se ubicuitina correctamente en presencia de la forma mutante Ub-

K48R. Lo mismo sucede cuando se realiza el mismo ensayo con la subunidad 

β2 de AMPK. Estos resultados indican que las cadenas de poliubicuitina 

precisan de la K63 para formarse. Además, se observa una mayor 

ubicuitinación de la subunidad β2 de AMPK cuando se sobre -expresa el 

mutante Ub-K48R. Esto podría ser debido a una mayor afinidad de Nedd4.2 por 

ubicuitinar a esta subunidad formando cadenas excluyendo las formadas sobre 

el aminoácido K48 de ubicuitina. 

En conclusión, Nedd4.2 ubicuitina las subunidades α2 y β2 de AMPK. 

Dicha ubicuitinación tiene lugar mayoritariamente formando cadenas de 

poliubicuitina del tipo K63. 
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Figura 36. Nedd4.2 ubicuitina las subunidades α2 y β2 de AMPK formando cadenas en 
K63. En HEK293 se sobreexpresaron 6xHis-UB, 6xHis-UB-K48R o 6xHis-UB-K63R y pCMVmyc-
AMPK (AMPKα2 o AMPKβ2) con o sin Nedd4.2. A las 36 horas se efectuó la lisis del cultivo en 
cloruro de guanidinio 6M. Las proteínas ubicuitinadas fueron purificadas por cromatografía de 
afinidad en una columna de cobalto (Clontech) y tanto la fracción purificada (FP), como 40 μg de 
cada extracto crudo (EC) fueron analizados mediante SDS-PAGE y se realizó una 
inmunodetección con anticuerpos específicos.  
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Tanto la recopilación de datos que anteceden al inicio de este trabajo 

como otros que han ido apareciendo y que han sido obtenidos durante la 

presente Tesis llevan a una discusión en torno al papel que juega la regulación 

post-traduccional en la homeostasis de iones. En concreto, se profundiza en la 

modificación por ubicuitinación y por fosforilación, caracterizando la interacción 

de dos proteínas capaces de realizar estas modificaciones como son Nedd4.2 y 

AMPK.  

La mayor parte de las células de mamíferos se encuentran inmersas 

en un fluido extracelular cuyas condiciones de presión osmótica, pH y 

concentración de iones se mantiene, gracias a la acción de los riñones, dentro 

de unos rangos compatibles con las funciones que desempeñan. La membrana 

y las proteínas que se encuentran en ella llevan a cabo el control de entrada y 

de salida de moléculas según las necesidades de la célula. Muchas proteínas 

de membrana como las permeasas, se encargan del transporte pasivo de 

moléculas a favor de su gradiente. Entre las proteínas encargadas del 

transporte activo en contra de gradiente están las bombas dependientes de 

ATP, los antiportadores y simportadores. En este contexto la regulación de 

bombas como la ATPasa de sodio y potasio, de los canales de sodio y potasio, 

de los antiportadores Na+/H+ y de los simportadores (Na+, K+, 2Cl-) determinará 

el volumen celular y las concentraciones intracelulares de iones.  

La regulación post-traduccional de proteínas de membrana añade un 

nivel más en la capacidad de respuesta de la célula ante un estímulo o un 

cambio en su entorno. Mediante la fosforilación de proteínas de membrana se 

puede regular su actividad positiva o negativamente, mientras que con la 

ubicuitinación se controla la degradación y el reciclaje que se pueden producir 

después de la endocitosis, determinando así la cantidad de cada transportador 

que se encuentra en la membrana.  

Como ejemplo del papel de la modificación post-traduccional en el 

mantenimiento de la homeostasis de iones, en la presente tesis se propone 
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caracterizar la interacción entre la quinasa AMPK y la E3 ubicuitina ligasa 

Nedd4.2 así como el papel que puede tener en la regulación del canal epitelial 

de sodio ENaC. Con anterioridad a este trabajo, en 2005 Carratino y 

colaboradores observaron mediante mediciones electrofisiológicas que la 

activación de AMPK inhibía ENaC y ya apuntaban a la posibilidad de que dicha 

regulación se produjese a través de Nedd4.2. En 2006 Bhalla y sus 

colaboradores demostraron que la regulación de ENaC por AMPK tenía lugar a 

través de la fosforilación de Nedd4.2. Ya en 2009, Almaça y colaboradores 

publicaron un trabajo en el que se correlacionaba el transporte de sodio con 

AMPK. En dicho estudio caracterizaron el ratón AMPKα1 KO demostrando que 

AMPK modula Nedd4.2 para inhibir ENaC, incrementando la ubicuitinación y la 

consiguiente endocitosis de ENaC. 

Con estos precedentes se inició el estudio de la interacción entre 

AMPK y Nedd4.2 mediante ensayos de doble híbrido, la identificación de 

dianas de fosforilación en Nedd4.2 y los ensayos de ubicuitinación de AMPK. 

Posteriormente se estudió el papel que tiene la fosforilación de Nedd4.2 por 

AMPK en la interacción con la parte citosólica de las tres subunidades de 

ENaC. 

  

1 Caracterización de la interacción entre AMPK y 
Nedd4.2 

A lo largo de la presente Tesis Doctoral, se ha resaltado que el punto 

de partida o antecedente sobre el que se apoya el trabajo realizado es la 

relación que existe entre AMPK y Nedd4.2. Una de las técnicas más utilizadas 

para estudiar interacciones entre proteínas es el doble híbrido en levadura, por 

lo que se usó para comprobar si esta relación significaba una interacción entre 

Nedd4.2 y las subunidades α2, β2 y γ1 de AMPK. En dicha aproximación se 

consiguieron resultados que apoyaban la existencia de una interacción 

aparentemente débil entre la subunidad catalítica α2 de AMPK y Nedd4.2 
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(Figura 15). Posteriormente se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitación y 

de purificación por afinidad con GST, sin embargo, los resultados obtenidos no 

confirmaron la existencia de interacción entre Nedd4.2 y las subunidades α2, 

β2 y γ1 de AMPK.  

Consistentemente con estas observaciones, y a pesar de que existen 

publicaciones que demuestran que tanto AMPK como Nedd4.2 son necesarias 

para la regulación de diversas proteínas de membrana, ninguna demuestra la 

existencia de una interacción directa entre Nedd4.2 y las subunidades α2, β2 y 

γ1 de AMPK. Así, desde que en 2006 Bhalla y colaboradores demostraron que 

AMPK regulaba a ENaC a través de Nedd4.2, se han publicado mecanismos 

de regulación similares de canales de potasio como Kir2.1 (Alesutan et al., 

2011) o Kv7.1 (Andersen et al., 2011) pero en ningún caso se demuestra la 

interacción directa entre Nedd4.2 y las subunidades α2, β2 ó γ1 de AMPK.  

Con los datos obtenidos mediante los tres abordajes empleados aquí 

no se pudo demostrar una interacción directa entre AMPK y Nedd4.2. Estos 

resultados no excluían no obstante la posibilidad de que la interacción entre 

AMPKα2 y Nedd4.2 fuese del tipo de la descrita en la bibliografía como hit and 

run. Dicha interacción sería muy rápida en el tiempo y débil, por lo que 

difícilmente sería detectable. Otra posibilidad sería que la interacción estuviese 

mediada por un adaptador, ya que las subunidades de AMPK no presentan los 

dominios PY reconocidos por Nedd4.2. Tomando como base esta última 

posibilidad y apoyados en las publicaciones surgidas a partir de Lin et al., 2008, 

donde se describe una familia de proteínas adaptadoras (ART) de la ortóloga a 

Nedd4.2 en levadura Rsp5, se propuso un nuevo enfoque usando levadura 

como modelo tanto conceptual como experimental.  

En el abordaje en Saccharomyces cerevisiae se estudió la posible 

interacción entre los ortólogos a la subunidad catalítica α2 de AMPK y Nedd4.2 

en levadura (Snf1 y Rsp5, respectivamente) mediante ensayos de doble 

híbrido. Mediante esta técnica tampoco se observó ninguna interacción. Debido 
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a la mencionada aparición de publicaciones que describían la familia ART 

como adaptadores de la E3 ubicuitina ligasa Rsp5 se planteó estudiar si algún 

miembro de dicha familia podía estar interactuando con Snf1 y, por tanto, ser 

un intermediario entre ésta y Rsp5. Se clonó ART1, ART2, ART3 y ART4 para 

comprobar mediante doble híbrido la interacción con Snf1. El resultado fue 

positivo para la interacción entre Art4 y Snf1, y puesto que la interacción entre 

Art4 y Rsp5 está descrita, este adaptador podría servir como intermediario en 

la interacción entre Snf1 y Rsp5 (Figura anexa I A). Sin embargo, los ensayos 

dirigidos al estudio de proteínas de levadura, han sido y están siendo llevados 

a cabo como líneas de investigación independientes en el laboratorio.  

En cuanto a humanos, en 2008 Ávarez C. publicó una aproximación 

in silico donde destacó que las α-arrestinas de humanos podrían ser los 

ortólogos a los ARTs de levadura ya que algunas poseen dominios PY, por lo 

que podrían interaccionar con Nedd4.2. En el laboratorio se realizó en ensayo 

que nos permitía buscar dichos adaptadores en humanos ya que, como se 

muestra en la figura anexa I B, WW-Nedd4.2 interacciona en doble híbrido con 

Art2 y Art4. Las conclusiones que se obtengan del trabajo realizado en 

levaduras podrían aplicarse en futuras investigaciones destinadas la búsqueda 

y elucidación del papel de las α-arrestinas en humanos.  

 

1.1 Fosforilación de Nedd4.2 por AMPK. 

En 2006 Bhalla y colaboradores demostraron la fosforilación de 

Nedd4.2 por AMPK. En la presente tesis, se propuso confirmar la fosforilación 

de Nedd4.2. Se realizó un ensayo de fosforilación in vitro para comprobar que, 

en las condiciones in vitro, se podía reproducir la fosforilación de Nedd4.2 

descrita en la bibliografía. La fosforilación de Nedd4.2 se comparó con la de 

Nedd4.1, una ubicuitina ligasa de la misma familia. Además se sabe que 

Nedd4.2 es diana de otras quinasas como SGK y PKA (Snyder et al., 2002), 
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Sin embargao, la quinasa CKII aunque tiene un sitio consenso  de fosforilación 

compartido  con estas quinasas, no está descrito que fosforile a Nedd4-2. Por 

tanto, CKII se usó como posible quinasa alternativa a AMPK como control 

negativo de la especificidad. En el ensayo de fosforilación in vitro se pudo 

observar que CKII no era capaz de fosforilar Nedd4.2, y se pudo no sólo 

confirmar que AMPK fosforila a Nedd4.2, sino demostrar que lo hace de 

manera más eficiente a Nedd4.2 que a Nedd4.1. 

Para el análisis de los sitios de fosforilación se realizó la fosforilación 

in vitro de Nedd4.2 y se recurrió al servicio de proteómica del Centro Nacional 

de Biotecnología (CNB) de Madrid donde se realizó una purificación de 

fosfopéptidos por MALDI-TOF/TOF. Posteriormente los fosfopéptidos 

purificados se analizaron mediante HPLC acoplado a un espectrómetro de 

masas de trampa iónica. Se decidió usar la información obtenida de ambos 

procesos para decidir los aminoácidos candidatos a estudiar como diana de 

fosforilación por AMPK. A partir de los fosfopéptidos identificados mediante 

MALDI-TOF/TOF se eligieron dos aminoácidos (serinas 340 y 342) que se 

ajustaban al sitio consenso  de fosforilación por AMPK (Figura 22) y que 

estaban presentes en ambos. Del posterior análisis por nano HPLC-MS/MS se 

identificó la serina 384 inequívocamente como un aminoácido fosforilado.   

Una vez identificados los sitios de fosforilación de Nedd4.2 se 

realizaron mutaciones puntuales en las serinas candidatas a estar fosforiladas 

por AMPK, con el objetivo de identificar su papel en ésta regulación. Para ello 

se obtuvieron mutantes singulares de cada una de ellas sustituyéndolas por 

alanina con la hipótesis que dichas mutaciones impedirían la fosforilación por 

AMPK del aminoácido mutado. Se realizó un ensayo de fosforilación in vitro 

para comparar los niveles entre los distintos mutantes y la proteína no mutada. 

El resultado mostró que las tres mutaciones singulares resultaban en una 

disminución de los niveles de fosforilación de Nedd4.2 (Figura 23). Según lo 

observado en este ensayo se podría afirmar que individualmente las serinas 
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340 y 384 juegan un papel más importante en la fosforilación de Nedd4.2 ya 

que su nivel de fosforilación es el más afectado en este ensayo in vitro. Los 

resultados indican además que la fosforilación de uno de estos sitios pueda 

estar favoreciendo la de otro. En cualquier caso, sería necesario comprobar si 

AMPK es incapaz de fosforilar a un mutante de Nedd4.2 en las tres serinas 

candidatas.   

Para estudiar desde otro enfoque la importancia que pueden tener 

los aminoácidos de Nedd4.2 candidatos a ser fosforilados por AMPK en la 

interacción con otras proteínas, se planteó un ensayo de doble híbrido. Para 

ello se clonó el fragmento que contiene los dominios WW de Nedd4.2 y los 

dominios citosólicos de las tres subunidades de ENaC (α, β y γ). Se realizaron 

dos ensayos previos con el objetivo de establecer un sistema simple en el que 

poder medir cuantitativamente los distintos niveles de interacción. Partíamos de 

la hipótesis que la fosforilación de Nedd4.2 por AMPK favorece su interacción 

con ENaC. Diseñamos un primer ensayo y comprobamos que la influencia que 

tiene AMPK en la interacción entre Nedd4.2 y ENaC se puede cuantificar en un 

ensayo de doble híbrido. Para ello se sobre-expresó, comparando con la cepa 

salvaje, un mutante catalíticamente activo de AMPK (AMPK-T172D) y se midió 

la actividad β-galactosidasa de la interacción entre Nedd4.2 y las tres 

subunidades de ENaC (Figura 27). Mediante este ensayo pudimos determinar 

que AMPK favorece la interacción entre Nedd4.2 y las subunidades α y β de 

ENaC. Para apoyar estos resultados se comprobó si el ortólogo de AMPK en 

levadura Snf1 era capaz de modular la interacción entre Nedd4.2 y ENaC. El 

ayuno de glucosa por crecimiento en rafinosa activa Snf1, por lo que la 

hipótesis sería que dicho tratamiento favorecería la interacción entre Nedd4.2 y 

ENaC de forma similar a como lo realiza AMPK. El resultado fue que el 

aumento en la interacción entre Nedd4.2 y ENaC era similar al que se produce 

con la sobre-expresión del mutante catalíticamente activo de AMPK (Figura 
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28). Previsiblemente el tratamiento de rafinosa en un fondo mutante no tendría 

efecto, tal y como se observa en la figura 29. 

Haciendo uso del sistema expuesto anteriormente medimos la 

interacción entre los distintos mutantes en los aminoácidos candidatos de 

Nedd4.2 y ENaC. Para ello usamos los mutantes con una alanina en lugar de 

serina (descritos anteriormente) evitando la fosforilación en el aminoácido 

mutado y diseñamos los mutantes correspondientes sustituyendo la serina por 

un aminoácido con carga negativa para mimetizar la fosforilación. La hipótesis 

era que, si los sitios mutados eran importantes en la interacción entre Nedd4.2 

y ENaC, impedir su fosforilación disminuiría los niveles de interacción mientras 

que mimetizarla los aumentaría. Sin embargo, este patrón no se reprodujo en 

todos los casos, lo que por otro lado, podía otorgar importancia a cada uno de 

los sitios mutados en el sistema AMPK/Nedd4.2/ENaC. En particular, 

observamos que la serina 342 es importante en la interacción entre Nedd4.2 y 

ENaC en este sistema ya que los mutantes cumplen la hipótesis propuesta 

(Figura 30). Además la activación de Snf1 no influye en la interacción del 

mutante Nedd4.2-S342A con ENaC en nuestro sistema de doble híbrido 

(Figura 31). Estos datos permiten correlacionar los resultados de fosforilación in 

vitro de Nedd4.2 por AMPK con el papel que tiene la fosforilación de estos 

sitios en su interacción con ENaC.  

Con el estudio de los sitios de fosforilación se comprobó que dos de 

ellos, S342 y S384, coinciden con los sitios identificados para dos quinasas 

como PKA y SGK (Figura 19) (Snyder et al., 2002; Snyder et al., 2004) . La 

fosforilación de Nedd4.2 tanto por PKA como por SGK desfavorece la 

interacción de la E3 ubicuitina ligasa con ENaC, que al no ser ubicuitinada 

mantiene sus niveles en la membrana. Dicho efecto, es contrario al que 

produce la fosforilación de Nedd4.2 por AMPK, y plantea el interrogante de 

cómo la fosforilación de un mismo sitio por quinasas distintas favorece de 

manera desigual la interacción con ENaC. El efecto que produce la fosforilación 
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está descrito que puede ser aparentemente debido a la interacción de Nedd4.2 

fosforilada con proteínas del tipo 14-3-3 que impiden que la E3 ubicuitina ligasa 

se una a su diana ENaC (Liang et al., 2008). Un estudio de las condiciones en 

que las proteínas de tipo 14-3-3 interaccionan con Nedd4.2 podría aclarar este 

punto.  

 

1.2 Ubicuitinación de AMPK por Nedd4.2 

En el marco de la descripción de la interacción entre AMPK y 

Nedd4.2 se decidió estudiar si Nedd4.2 podría ubicuitinar AMPK. Muchas 

proteínas celulares son moduladas y degradadas en el proteasoma. La 

regulación de la estabilidad de las subunidades de AMPK podría suponer una 

forma adicional de regular su actividad. Al-Hakim y colaboradores observaron 

en 2008 la ubicuitinación de la subunidad α1 de AMPK. En el laboratorio del Dr. 

Pascual Sanz se definió una relación funcional y el tipo de ubicuitinación de 

AMPK por el complejo formado por laforina (una fosfatasa de tipo dual) y 

malina (una E3 ubicuitina ligasa) (Moreno et al., 2010; Solaz-Fuster et al., 2008; 

Vernia et al., 2009).  

Los primeros ensayos realizados en células HEK293 mostraron la 

ubicuitinación de la subunidad β2 de AMPK dependiente de Nedd4.2 (Figura 

32). Para comprobar la especificidad de la ubicuitinación se comparó Nedd4.2 

con otra E3 ubicuitina ligasa de tipo RING como Mdm2, relacionada con la poli-

ubicuitinación de p53 (Brooks and Gu, 2004) y con el complejo laforina/malina 

descrito anteriormente como regulador de la ubicuitinación de AMPK. Se 

comprobó que la ubicuitinación de la subunidad β2 de AMPK por Nedd4.2 era 

similar a la que produce el complejo laforina/malina y que Mdm2 no 

ubicuitinaba a dicha subunidad.  

Está descrito que la vida media de las tres subunidades de AMPK 

sobre-expresadas por separado es de 6 horas, mientras que si forman parte del 
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complejo trimérico es de unas 13 horas (Crute et al., 1998). Se diseñaron los 

ensayos de ubicuitinación destinados a comparar la ubicuitinación de las 

subunidades de AMPK cuando estas se sobre-expresan solas o formando 

parte del complejo trimérico. Mediante estos ensayos comprobamos que la 

ubicuitinación se produce tanto cuando las tres subunidades que forman el 

heterotrímero de AMPK se sobre-expresan individualmente como cuando se 

sobre-expresan conjuntamente (Figura 34).  

En los experimentos de fosforilación in vitro se había observado que 

Nedd4.1 era un sustrato de fosforilación peor que Nedd4.2 para AMPK. 

Cuando comparamos la ubicuitinación que produce Nedd4.2 frente a Nedd4.1 

de las distintas subunidades de AMPK se observa que, cuando AMPK está 

formando trímeros, Nedd4.1 ubicuitina menos a la subunidad α2 y más a la 

subunidad β2 que Nedd4.2. Cuando se sobre-expresan por separado, los 

niveles de ubicuitinación cuando se sobre-expresa Nedd4.1 son similares a 

cuando se sobre-expresa Nedd4.2.  

Dado que una de las funciones principales de la poliubicuitinación es 

el etiquetado de sustratos para destrucción por el proteasoma, se pensó que la 

poliubicuitinación de las subunidades libres de AMPK podría indicar una señal 

degradativa. Está descrito que el tipo de cadena de poliubicuitina determina el 

destino de la proteína sustrato. En general, las cadenas tipo K48 dirigen al 

sustrato a degradación proteasomal y las cadenas K63 están implicadas en 

señalización, activación de quinasas, y en tráfico y localización subcelular del 

sustrato (Baboshina and Haas, 1996; Wang et al., 2001a). Para definir qué tipo 

de cadena es la que predomina en la ubicuitinación de las subunidades α2 y β2 

de AMPK se emplearon moléculas de ubicuitina mutadas en estas dos lisinas a 

arginina. Los resultados demuestran que las cadenas de ubicuitina se forman 

sobre K63 (Figura 36). Este resultado descarta que la sobre-expresión de 

Nedd4.2 esté formando cadenas de poliubicuitina del tipo K48, por tanto, es 

probable que Nedd4.2 afecte la localización y/o actividad de AMPK y no a su 



Mecanismos de regulación de transportadores de membrana. Interacción entre AMPK y Nedd4.2 

 

120 

estabilidad, aunque harán falta más experimentos para comprobar esta 

hipótesis. Otra observación que apoya la afirmación que la poliubicuitinación 

que se está registrando no resulta en una degradación, es que los niveles de 

proteína no disminuyen a pesar de que se esté ubicuitinando el sustrato sobre-

expresado en cuestión. 

Se intentó identificar las regiones de AMPK α2 relacionadas con la 

ubicuitinación dependiente de Nedd4.2. Para ello, se emplearon plásmidos que 

expresan por un lado el dominio quinasa (KD), como el dominio regulador (RD) 

de la subunidad α2 de AMPK. El dominio regulador presentaba una mayor 

ubicuitinación que el dominio catalítico (Figura 35).  

A lo largo del trabajo han surgido algunas preguntas y alternativas 

que serán abordadas en ambos laboratorios. Con perspectiva creemos que 

sería conveniente complementar ciertos apartados. La interacción post-

traduccional entre Nedd4.2 y AMPK ha sido demostrada en este y otros 

trabajos, sin embargo, no se ha podido demostrar la interacción física mediante 

doble híbrido o co-inmunoprecipitación/purificación por afinidad con GST. 

Cuando se intentó abordar el estudio de interacción física con los ortólogos en 

levadura (RSP5 y SNF1) tampoco se obtuvieron resultados, consecuentemente 

se abrió la posibilidad de buscar un intermediario que sustentase la interacción 

basada en los estudios publicados en torno a la familia ART. Para ello se 

planteó la conveniencia de poner a punto el rastreo de genotecas humanas así 

como comprobar la importancia que pueden tener los ortólogos a la familia ART 

en humanos en la interacción entre Nedd4.2 y AMPK u otros transportadores 

de membrana. Aunque este abordaje de rastreo no dio resultados, sería 

interesante comprobar de manera directa la interacción entre los miembros de 

la familia de α-arrestinas de mamíferos y Nedd4.2 ó AMPK. De hecho, existen 

estudios recientes que abordan como la interacción entre una proteína con 

dominio arrestina (ARRDC3) media en la ubicuitinación del receptor 

adrenérgico beta-2 (beta2AR) por Nedd4.2 (Nabhan et al., 2010).   
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En el estudio de los aminoácidos de Nedd4.2 fosforilados por AMPK 

se evaluaron los mutantes simples en dichos aminoácidos. Sería conveniente 

un análisis de mutantes que combinasen dos y tres mutaciones de los 

aminoácidos candidatos. Uno de los sistemas elegidos para el estudio de la 

influencia que puede tener la interacción entre Nedd4.2 y AMPK en la 

regulación de proteínas de membrana fue el doble híbrido en levadura. Sería 

conveniente establecer un sistema de estudio en células de mamíferos donde 

se pueda evaluar el efecto que tiene la activación endógena de AMPK en la 

regulación de proteínas de membrana a través de Nedd4.2 en comparación 

con los mutantes diseñados. Esto permitiría avanzar en la determinación del 

mecanismo molecular por el cual Nedd4.2 es regulada por AMPK.  

 



 

 

  



 

 

  



 

 

 
   



 

 

 
 
 
 

CONCLUSIONES 
 
 
 
 
 
 
 

  



 

 

 



Conclusiones 

 

127 

1. AMPK fosforila la isoforma 2 de Nedd4.2 en los aminoácidos de serina 

340, 342 y 384 in vitro.  

2. La mutación en Nedd4.2 de los aminoácidos de serina 340, 342 y 384 

reduce los niveles de fosforilación in vitro por AMPK con respecto al 

silvestre. 

3. El fragmento que contiene los dominios WW de Nedd4.2 interacciona 

mediante doble híbrido con los dominios carboxi-terminales de las 

subunidades α, β y γ de ENaC. La sobre-expresión del mutante 

catalíticamente activo AMPKα2 T172D mejora la interacción entre WW-

Nedd4.2 y los dominios carboxi-terminales de las subunidades α y β de 

ENaC.  

4. La activación de Snf1 mediante ayuno de glucosa mejora la interacción 

entre WW-Nedd4.2 y el dominio carboxi-terminal de la subunidad 

αENaC de forma similar a AMPKα2 T172D. 

5. El mutante de WW-Nedd4.2 en la serina 342 a aspartato presenta 

mayores niveles de interacción con el dominio carboxi-terminal de la 

subunidad de αENaC que el silvestre. Por el contrario, el mutante de 

WW-Nedd4.2 en la serina 342 a alanina presenta menores niveles de 

interacción con el dominio carboxi-terminal de la subunidad de αENaC 

que el silvestre.  Dicha interacción no aumenta cuando se activa Snf1 

mediante ayuno de glucosa, sugiriendo que la fosforilación de WW-

Nedd4.2 en la serina 342 por AMPK favorece la interacción de Nedd4-2 

con αENaC. 

6. Nedd4.2 poliubicuitina a las subunidades α2 y  β2 de AMPK tanto 

cuando están libres en la célula, como cuando forman parte de un 

complejo trimérico estable. Dicha poliubicuitinación se produce 

formando cadenas de ubicuitina en el aminoácido lisina 63.  
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7. Nedd4.1 poliubicuitina a las subunidades α2 y  β2 de AMPK tanto 

cuando están libres en la célula, como cuando forman parte de un 

complejo trimérico estable. 
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Figura anexa I. Ensayo de doble híbrido en levadura de la interacción entre Snf1 o WW-
Nedd4.2 en combinación con ART1, 2, 3 y 4. (A) Análisis de crecimiento en medio sólido. La 
cepa THY.AP-4 transformada con los plásmidos pBTM116 y pBTM116-SNF1 (LexA) en 
combinación con pACTII-ART1, pACTII-ART2, pACTII-ART3 o pACTII-ART4 se creció hasta 
saturación en medio mínimo completo (SCD), se hicieron diluciones seriadas y se depositó una 
alícuota de estas diluciones en placas con y sin histidina. (B) Análisis de crecimiento en medio 
sólido. La cepa THY.AP-4 transformada con los plásmidos pBTM116-WW-Nedd4.2 (LexA) en 
combinación con pACTII-ART1, pACTII-ART2, pACTII-ART3 y pACTII-ART4 se creció hasta 
saturación en medio mínimo completo (SCD), se hicieron diluciones seriadas y se depositó una 
alícuota de estas diluciones en placas con y sin histidina.  
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