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RESUMEN 
La contractilidad celular es un mecanismo implicado en diversos procesos celu-

lares como la cicatrización de heridas y la contracción arterial, entre otros. La actividad 

de los canales iónicos se ha asociado con la regulación de la contractilidad, a través 

de la modulación de vías de señalización que regulan propiedades mecánicas y del 

citoesqueleto de actina, como la proteína RhoA GTPasa. Diversos reportes han rela-

cionado a/ canal catiónico no selectivo permeable a calcio TRPC6 en la reparación de 

distintos tejidos e incluso en fibrosis. Así mismo, diversas mutaciones de ganancia de 

función de TRPC6 están asociadas a enfermedades en las que se deterioran el citoes-

queleto de actina, afectando la contractilidad celular. De esta manera, el estudio de los 

mecanismos moleculares por los que se regula la actividad de TRPC6 puede aportar 

nuevas evidencias para el uso de este canal como posible blanco terapéutico. Aunque 

el canal TRPC6 se sugiere como un regulador de la dinámica del citoesqueleto de 

actina, los eventos celulares que se desencadenan tras la activación de este canal han 

sido poco explorados. La proteína RhoA GTPasa monomérica permite la formación de 

filamentos de actina y adhesiones focales, modulando así la contractilidad celular y 

promoviendo la expresión de genes asociados a la contracción a través de la modula-

ción del factor transcripcional YAP. Por lo tanto, la regulación de RhoA podría ser un 

evento clave para controlar la contractilidad celular. Sumado a esto, empleando es-

pectrometría de masa se identificó que el efector de RhoA, Rhotekin (RTKN) está aso-

ciado al canal TRPC6, lo cual podría ser un novedoso regulador de la actividad de este 

canal. Tomando en consideración estas evidencias la hipótesis de esta tesis señala 

que: “El canal TRPC6 interactúa con la proteína RTKN y aumenta la actividad de la 

proteína RhoA y las dinámicas de citoesqueleto de actina, induciendo la activación del 

factor transcripcional YAP y la contractilidad celular”. Para comprobar esta hipótesis, 

se emplearon diversas técnicas de biología celular y molecular con el objetivo general 

de determinar la participación del canal TRPC6 en la regulación de la actividad de YAP 

dependiente de RhoA y el citoesqueleto de actina en la contractilidad celular y la repa-

ración de heridas. Esta tesis contempla el desarrollo de 3 objetivos específicos: 

1. Determinar la participación de TRPC6 en la activación de la proteína RhoA 
GTPasa y las dinámicas del citoesqueleto de actina: 
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Para determinar el efecto de TRPC6 sobre la activación de RhoA se usaron diversas 

herramientas de imágenes y bioquímica que permitieron monitorear en tiempo real la 

actividad de RhoA. En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el canal TRPC6 

promueve la actividad de RhoA. Así mismo, la modulación de la expresión de TRPC6 

regula la formación y disposición de los filamentos de actina y las adhesiones focales, 

dos componentes celulares requeridos para la contracción de la célula. Los datos ob-

tenidos sugieren que el canal TRPC6 regula la actividad de RhoA, alterando la diná-

mica de los filamentos de actina y las adhesiones focales.  

2. Determinar el papel de la regulación de TRPC6 sobre la contractilidad celular 
y el factor transcripcional YAP:  
Los ensayos de contractilidad en geles tridimensionales de colágeno mostraron que el 

canal TRPC6 promueve la contracción de células HeLa. De la misma manera, la mo-

dulación de la expresión del canal regula la migración celular. Estos datos serían con-

sistentes con los efectos observados en el primer objetivo. Así mismo, la sobrexpresión 

de TRPC6 aumenta la localización nuclear de YAP, lo cual podría indicar la regulación 

de este factor por parte del canal. Estos datos proponen a TRPC6 como un regulador 

de la contracción y la migración celular, sugiriendo un posible efecto sobre la expresión 

de genes dependientes de YAP  

3. Caracterizar la interacción de TRPC6 con RTKN y su efecto funcional: 
Combinando diversas aproximaciones bioquímicas y bioinformáticas se confirmaron 

los datos obtenidos de espectrometría de masa. Específicamente, los datos muestran 

que RTKN interactúa a través de su dominio RBD con el canal TRPC6. Empleando el 

uso de diversas sondas para monitorear los cambios en el calcio intracelular se ob-

servó que RTKN disminuye la actividad de TRPC6. Los ensayos de biotinilación de 

proteínas de superficie, así como mediciones de microscopía TIRF sugieren que RTKN 

reduce la abundancia de TRPC6 en la membrana plasmática, aumentando la localiza-

ción del canal en endosomas tempranos. Estos datos sugieren a RTKN como un nuevo 

regulador de TRPC6. 

En conjunto, los datos obtenidos en este trabajo doctoral proporciona nuevas 

evidencias sobre el efecto del canal TRPC6 sobre la contractilidad y migración celular, 

a través de la regulación de RhoA, el citoesqueleto de actina y las adhesiones focales. 
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Sumado a esto, a través de distintas herramientas se identificó a la proteína RTKN 

como nuevo regulador del tráfico retrógrado de TRPC6, afectando la actividad de este 

canal. Estos hallazgos aportan nuevos datos que permiten posicionar al canal TRPC6 

como un interesante blanco para regular procesos fisiológicos dependientes de la con-

tracción celular, así como posibles terápias aplicadas a patologías en las cuales este 

canal presente una ganancia de función.  
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ABSTRACT 
  

Cellular contractility is involved in various cellular processes, such as wound healing 

and arterial contraction. Ion channels' activity has been associated with regulating con-

tractility through the modulation of signaling pathways that regulate mechanical prop-

erties and the actin cytoskeleton, such as RhoA GTPase. Several reports have related 

to the nonselective calcium-permeable cation channel TRPC6 in repairing different tis-

sues and even fibrosis. Conversely, TRPC6 gain-of-function changes are associated 

with diseases in which the actin cytoskeleton and cell contractility are impaired. Thus, 

studying the molecular mechanisms by which TRPC6 activity is regulated may provide 

new evidence for using this channel as a therapeutic target. Although the TRPC6 chan-

nel is suggested as a regulator of the dynamics of the actin cytoskeleton, the cellular 

events triggered after this channel's activation remain unclear. The monomeric RhoA 

GTPase allows the formation of actin filaments and focal adhesions, thus modulating 

cell contractility and promoting the expression of genes associated with contraction 

through the modulation of the transcriptional factor YAP. Therefore, regulating RhoA 

could be a key event in controlling cell contractility. Also, we found that Rhotekin 

(RTKN), a RhoA effector, is associated with the TRPC6 channel using mass spectrom-

etry, which could be a novel regulator of the activity of this channel. Thus, the hypoth-

esis of this thesis suggests that: "The TRPC6 channel interacts with the RTKN protein 

and increases the activity of the RhoA protein and the dynamics of the actin cytoskele-

ton, inducing the activation of the transcriptional factor YAP and cell contractility". This 

thesis considers three specific aims: 

1. To determine the participation of TRPC6 in activating the RhoA GTPase protein 
and the dynamics of the actin cytoskeleton: We used imaging and biochemical tools 

to determine the effect of TRPC6 on RhoA activation, to monitor RhoA activity in real-

time. The results obtained suggest that the TRPC6 channel promotes RhoA activity. 

Conversely, the modulation of the expression of TRPC6 regulates the formation and 

arrangement of actin filaments and focal adhesions, two cellular components required 

for cell contraction. The data obtained suggest that the TRPC6 channel regulates the 

activity of RhoA, altering the dynamics of actin filaments and focal adhesions. 
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2. Determine the role of TRPC6 regulation on cell contractility and the transcrip-
tional factor YAP: Contractility assays in three-dimensional collagen gels showed that 

the TRPC6 channel promotes HeLa cell contraction. Similarly, the modulation of 

TRPC6 channel expression regulates cell migration. These data would be consistent 

with the effects observed in the first objective. Likewise, the overexpression of TRPC6 

increases the nuclear localization of YAP, which could indicate the regulation of this 

factor by the channel. These data propose TRPC6 as a regulator of cell contraction 

and migration, suggesting a possible effect on YAP-dependent gene expression. 

3. Characterize the interaction of TRPC6 with RTKN and its functional effect: We 

confirmed the data obtained from mass spectrometry by combining several biochemical 

and bioinformatic approaches. Our data shows that RTKN interacts with the TRPC6 

channel through its RBD domain. Also, we observed that RTKN decreases the activity 

of TRPC6. Surface protein biotinylation assays suggest that RTKN reduces the abun-

dance of TRPC6 at the plasma membrane. These data indicate that RTKN is a new 

regulator of TRPC6. 

The data obtained provide new evidence on the effect of the TRPC6 channel on cell 

contractility and migration through the regulation of RhoA, the actin cytoskeleton, and 

focal adhesions. In addition, RTKN protein was identified as a new regulator of TRPC6 

retrograde trafficking. These findings provide new data that allow us to position the 

TRPC6 channel as an interesting target to regulate physiological processes dependent 

on cell contraction, as well as possible therapies applied to pathologies in which this 

channel presents a gain of function.  
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INTRODUCCIÓN 
 

 Diversos procesos fisiológicos requieren cambios celulares, tanto a nivel quí-

mico como físico. En este sentido, la contracción celular es uno de los mecanismos 

que permite dicha adaptación para así preservar la funcionalidad de los tejidos. Por 

ejemplo, la contracción celular es requerida para el cierre de heridas en diversos teji-

dos (Gurtner et al. 2008), así como también durante la contracción arterial para regular 

el tono vascular y el flujo sanguíneo (Brozovich et al. 2016). Así mismo, la contracción 

es requerida para la correcta organización de distintos tejidos epiteliales (Hara 2017). 

Mutaciones o desregulaciones en la maquinaria celular implicada en la contracción 

celular puede conllevar a diversas patologías tales como problemas en el desarrollo 

(Jaalouk & Lammerding 2009), así como también síndromes cardíacos y musculares 

(Tajsharghi & Oldfors 2013) e incluso cáncer (Runel et al. 2021). Por lo tanto, com-

prender las bases celulares y moleculares que gobiernan el proceso de contracción 

celular no solamente aporta nuevas evidencias si no que permite identificar nuevos 

blancos terapéuticos para patologías relacionadas a problemas con la contracción ce-

lular.  

 

Contractilidad celular 
 

La contracción celular es el proceso por el cual las células ejercen fuerza sobre 

una superficie como la matriz extra celular (MEC) o sobre otra célula, produciendo una 

respuesta celular mecánica y/o bioquímica (Boys & Owens 2021). La contracción ce-

lular es un proceso complejo en el cual se coordina la acción de diversas proteínas, 

siendo uno de los componentes más relevantes el citoesqueleto de actina. La fuerza 

que ejercen los filamentos de actina durante la contracción celular es regulada por la 

fosforilación de la cadena liviana de la miosina (MLC, del inglés Myosin Light Chain). 

Esta modificación induce un cambio conformacional en la porción que interactúa con 

los filamentos de actina, permitiendo el desplazamiento y la retracción del citoesque-

leto, desencadenando la contracción celular (Rottner et al. 2017). Existen dos meca-

nismos de regulación de la fosforilación de la MLC. Por una parte, un incremento tran-

sitorio del Ca2+ intracelular conlleva a la activación rápida de la quinasa de la MLC 

(MLCK, del inglés MLC Kinase), lo cual produce la fosforilación y activación de la MLC 
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(Burridge & Chrzanowska-Wodnicka 1996), generando un mecanismo rápido para la 

contracción de los filamentos de actina (Katoh et al. 2001). Por otro lado, una vía al-

ternativa al mecanismo dependiente de Ca2+ implica la GTPasa pequeña RhoA, la cual 

activa directamente a la quinasa asociada a RhoA (ROCK, del inglés Rho-associated 

Kinase), culminando en una activación sostenida de la MLC (Matthews et al. 2006). 

Por tanto, la modulación del Ca2+ intracelular y la activación de la GTPasa RhoA po-

drían ser un mecanismo para regular la contractilidad celular y por ende la reparación 

tisular.  

 

La proteína RhoA GTPasa es el regulador maestro de la contractilidad celular 
 

La familia Rho de GTPasas monoméricas son proteínas que permiten la trans-

ducción de señales a través de su mecanismo de activación cíclica (Hodge & Ridley 

2016) (Fig.1). Las proteínas Rho son activadas por los factores intercambiadores de 

nucleotidos (GEF, del inglés Guanine nucleotide Exchange Factors), las cuales permi-

ten la unión de GTP a las proteínas Rho y así la activación de efectores de la señali-

zación. Mediante la acción de las proteínas GAP (del inglés GTPase-Activating Pro-

teins) se cataliza la hidrólisis de GTP a GDP, inactivando a las proteínas Rho 

(Schaefer, Reinhard, & Hordijk 2014). Si bien sus funciones biológicas son diversas, 

en términos de la contractilidad celular, la GTPasa RhoA es el regulador maestro 

(Bement, Miller, & Von Dassow 2006; Jackson et al. 2011; Paterson et al. 1990). A 

través de la activación de sus efectores, RhoA regula la polimerización de nuevos fila-

mentos de actina (Mizuno & Watanabe 2012), así como también el tamaño de adhe-

siones focales (Ridley & Hall 1992) y la contracción del citoesqueleto de actina, como 

se comentó previamente. En conjunto, la activación de los efectores mDia1 y la qui-

nasa ROCK se promueve la retracción de los filamentos de actina, promoviendo la 

contracción celular. Sumado a esto, se ha descrito que a través de la activación de 

RhoA y su efecto sobre el citoesqueleto de actina, es posible modular la función de 

algunos factores de transcripción relacionados a la contracción celular, como el factor 

YAP (del inglés Yes Associated Protein) (Halder, Dupont, & Piccolo 2012). Por tanto, 

la regulación de RhoA es un punto central en la contractilidad celular. En este sentido, 

los mecanimos regulatorios de la actividad de RhoA son variados (Buchsbaum 2007). 
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Mediante diversas aproximaciones se ha podido determinar la regulación que ejercen 

algunos canales iónicos sobre la activación de RhoA. En este sentido, la activación de 

los canales iónicos produce aumentos localizados y transitorios de calcio Ca2+ intrace-

lular o depolarizaciones locales (Sato et al. 2019; Simon et al. 2010), la cual modula 

entre otros efectos la actividad de RhoA, conllevando el reordenamiento del citoesque-

leto de actina (Lavanderos et al. 2020) y finalmente la expresión de genes relacionados 

a la contracción y reparación tisular (Pardo-Pastor et al. 2018). Combinando diferentes 

sondas para monitorear de manera simulatanea los cambios en el Ca2+ intracelular y 

la actividad de RhoA, recientemente se observó que distintos canales mecanosensi-

bles activan a RhoA, dentro de los cuales se encuentran algunos canales de la familia 

TRP, como TRPC6 (Varadarajan et al. 2022). Por tanto, la regulación de los canales 

iónicos emergen con un blanco interesante para modular la contractilidad celular me-

diante la activación de RhoA. 

 
Figura 1. Ciclo de activación de la GTPasa RhoA. La forma activa de Rhoa se une a GTP, el cual se inserta en 
la membrana plasmática mediante un tallo GPI. Las proteínas GEF estabilizan la unión de GTP a RhoA (flechas 
azules). RhoA se inhibie por la hidrólisis de GTP a GDP (flechas rojas), mediante las proteínas GAP. Las proteínas 
GDI impiden el intercambio de GDP a GTP, inactivando a RhoA. El estado activo de RhoA permite la unión de 
distintos efectos que, entre otras funciones, promueven el reordenamiento del citoesqueleto de actina y las adhe-
siones focales. El citoesqueleto de actina media múltiples procesos dependiendo de los tipos de células, tales como 
migración y contracción celular.  
 
La familia de canales TRP 
 

El primer miembro de la familia TRP (del inglés Transient Receptor Potential) 

fue identificada en 1989 en estudios en la mosca de la fruta (Montell & Rubin 1989). 
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En este sentido, se identificó una mutación en los fotoreceptores que generaba una 

respuesta transitoria a la luz, distinta a la respuesta sostenida observada en el modelo 

silvestre (Montell & Rubin 1989). Actualmente, se han identificado 27 miembros en 

humano (Venkatachalam & Montell 2007), con algunas características en común. Cada 

subunidad posee 6 dominios transmembrana con los extremos amino (N) y carboxilo 

(C) orientados hacia el citoplasma. La región del poro de selectividad se ubica entre 

los dominios transmembrana 5 y 6 . Además, el canal funcional se forma mediante la 

interacción de 4 subunidades (Clapham 2003). A pesar de la alta similitud de los ca-

nales TRP en los dominios transmembrana, presentan varias diferencias en los seg-

mentos citoplasmáticos. Es por esto que los canales TRP se divide en 6 subfamilias 

(TRPC, TRPM, TRPML, TRPV, TRPP y TRPA), dada la presencia de distintos domi-

nios y segmentos que los permiten agrupar. En su mayoría, los canales TRP tienen 

una permeabilidad no selectiva a cationes (Owsianik et al. 2006), con la excepción de 

TRPM4 y TRPM5 que son permeables solamente a cationes monovalentes pero son 

activados por Ca2+ (Launay et al. 2002; T. Hofmann et al. 2003). Debido a la naturaleza 

polimodal de su activación, los canales TRP son activados tanto por compuestos exo-

genos (Bandell et al. 2004), temperatura (Peier et al. 2002), pH (Soyombo et al. 2006) 

y ligandos endógenos como lípidos (Hofmann et al. 1999a). Dada la versatilidad de 

activadores y la expresión de estos canales en los distintos tejidos, las funciones celu-

lares descritas son variadas (Yue & Xu 2021). En terminos del efecto sobre el citoes-

queleto de actina y la contractilidad celular, algunos miembros de esta familia han sido 

relacionados (Lavanderos et al. 2020; Canales et al. 2019). Usando estrategias de 

silenciamiento y activación farmacológica, se ha determinado que TRPM8 (Xiong et al. 

2017), TRPM7 (Su et al. 2011) y TRPV4 (McCray et al. 2021) aumentan la actividad 

de RhoA. Por otro lado, otros miembros como TRPC5 (Tian et al. 2010) y TRPV2 

(Laragione, Harris, & Gulko 2019) inhiben la actividad de RhoA. A pesar de las diversas 

evidencias en distintos modelos y contextos celulares, los mecanismos moleculares 

han sido poco explorados. Por una parte, mediante espectometría de masa e inmu-

noprecipitación se determinó que el canal TRPV4 interactúa con la forma inactiva de 

RhoA, regulando la retracción del citoesqueleto de actina en neuronas (McCray et al. 

2021). Por otro lado, usando un modelo de reparación epitelial se observó que la 
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inhibición de los canales TRP mecanosensibles reducen la actividad de RhoA, en 

donde se incluye TRPC6 (Varadarajan et al. 2022). Sumada las distintas evidencias 

que sugieren una relación funcional de TRPC6 sobre RhoA (Tian et al. 2010; Yang et 

al. 2013) y su participación en procesos fisiológicos relacionados a la contractilidad 

celular (Hofmann et al. 2017; Wu et al. 2017), es que este canal adquiere una notoria 

relevancia.  

 

El canal iónico TRPC6 
 

El sexto miembro de la familia TRPC es un canal catiónico no selectivo permea-

ble mayoritariamente a Ca2+ (PCa/PNa=5) que presenta doble rectificación a potencial 

(Dietrich et al. 2005), activado de manera endógena por el segundo mensajero diacil-

glicerol (DAG) (Hofmann et al. 1999b). Así mismo, diversas publicaciones sugieren que 

TRPC6 puede ser activado por estímulos mecánicos, principalmente a través de esti-

ramiento de la membrana (Spassova et al. 2006). El canal TRPC6 es similar a otros 

miembros de la familia, con algunos dominios particulares (Tang et al. 2018). En el 

extremo N-terminal, el canal TRPC6 posee 4 dominios repetidos de ankirina y un mo-

tivo coiled coil. En el extremo C-terminal presenta el dominio CIRPIB (del inglés Cal-

modulin/IP3 Receptor Phosphoinositide-Binding) de unión al receptor de IP3 y calmo-

dulina, ambos mecanismos de regulación de la actividad del canal (Kwon, Hofmann, & 

Montell 2007). TRPC6 posee dos sitios de glicosilación tipo N (Asn473 y Asn561), las 

cuales regulan tanto su actividad como su localización en la membrana plasmática 

(Dietrich et al. 2003; Talbot et al. 2019). En este sentido, los mecanismos descritos 

para regular la actividad de TRPC6 son variados e incluyen modificaciones postraduc-

cionales (Bousquet, Monet, & Boulay 2010), lípidos (Chaudhuri et al. 2017; Xie et al. 

2020) e interacciones proteína-proteína (Farmer et al. 2019; Eun, Alvarez-Baron, & 

Dryer 2009). Además, diversas herramientas para modular la actividad del canal se 

han diseñado, tales como activadores e inhibidores (Leuner et al. 2007; Maier et al. 

2015), lo cual facilita su estudio.  
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Participación de TRPC6 en la regulación del citoesqueleto de actina 
 
 La expresión de TRPC6 se ha podido validar en distintos tejidos (Beech, Muraki, 

& Flemming 2004). A través de modelos knockout para la expresión de este canal y el 

uso de activadores e inhibidores se ha podido establecer la función celular de TRPC6 

(X. Chen et al. 2020). Además, alteraciones y/o mutaciones de este canal están rela-

cionadas con la aparición de patologías tales como distintos tipos de cancer (Saldías 

et al. 2021), glomerusclerosis focal segmentada (Winn et al. 2005) e incluso fibrosis de 

distintos tejidos (Hofmann et al. 2017). A través de distintos ensayos se ha podido 

determinar que TRPC6 regula el citoesqueleto de actina en diversos tipos celulares 

tales como neuronas (Tai et al. 2008), cardiomiocitos (Leei et al. 2019) y podocitos 

(Dryer, Roshanravan, & Kim 2019). En mayor detalle, el silenciamiento de TRPC6 en 

podocitos disminuye el número de filamentos de actina y de adhesiones focales a tra-

vés de la inhibición de RhoA (Tian et al. 2010). Estos antecedentes sugieren a TRPC6 

como un participante del mecanismo para regular la contractilidad celular a través de 

RhoA. En este contexto, la deleción de TRPC6 reduce la contractilidad de fibroblastos 

derivados de pulmón (Hofmann et al. 2017). Un efecto similar se ha observado en 

fibroblastos derivados de piel, en donde la deleción de TRPC6 reduce la reparación 

Figura 2. Estructura del canal TRPC6. 
Tetrámero de TRPC6. Se muestra la lo-
calización de distintos segmentos rele-
vantes para este canal: El poro de per-
meabilidad, el dominio TRP, así como 
los dominios de Anquirina y la región C-
terminal. Modelo generado gentilmente 
por la Dra. Ariela Vergara (Universidad 
de Talca), utilizando la estructura crista-
lina reportada para TRPC6. 
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tisular en un modelo murino, por un mecanismo que implica una modulación de la di-

ferenciación de fibroblastos al fenotipo contractil miofibroblastos (Davis et al. 2012). 

Por tanto, estos datos sugieren que TRPC6 regula la expresión de genes que promue-

ven la reparación tisular. A pesar de las diversas evidencias, los mecanismos molecu-

lares que gatilla TRPC6 sobre el citoesqueleto de actina y la contractilidad celular han 

sido poco explorados. En este sentido, con el objetivo de identificar nuevas proteínas 

interactoras de TRPC6 relacionadas al citoesqueleto de actina, en nuestro laboratorio 

se realizó un ensayo de espectrometría de masa en células HEK293 (del inglés Human 

Embrionary Kidney) que sobrexpresan el canal hTRPC6-YFP. Los resultados permi-

tieron identificar diversas proteínas relacionadas al citoesqueleto, tales como RhoA, 

ARHGEF38 y Rhotekin (Tabla 1). De esta manera, TRPC6 emerge como un intere-

sante blanco terapeutico para regular la correcta reparación tisular en diversos tejidos.  

 
Tabla 1: Lista de proteínas relacionada al citoesqueleto de actina identificadas por espectometría de masa 
asociadas a TRPC6  
 

 
 

Rhotekin 
Rhotekin (RTKN) es una de las primeras proteínas descritas como efectoras de RhoA 

(Reid et al. 1996). Las dos isoformas descritas presentan un patron diferencial de ex-

presión. Mientras RTKN-1 se expresa preferencialmente en cerebro (Ito et al. 2006), 

la isoforma 2 (RTKN-2) se expresa principalmente en linfocitos (Collier et al. 2004). 

RTKN se compone de N a C-terminal por los siguientes dominios: el dominio de unión 

a Rho (RBD, del inglés Rho-Binding Domain) que interactúa con la forma activa de 

RhoA; un dominio de homología Pleckstrin (PH, del inglés Pleckstrin Homology) que 

se une al fosfoinositol PIP3 y dos motivos ricos en prolina cerca el C-terminal que in-

teractúa con las proteínas que contienen el dominio SH3. Además, RTKN contiene un 

motivo en la región C-terminal que reconoce las proteínas que contienen el dominio 

PDZ de clase I (Ito, Morishita, & Nagata 2018). A través del interactoma de RTKN se 

ha podido determinar la participación en diversos procesos fisiológicos, tales como la 
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supervivencia y diferenciación de las neuronas (Iwai et al. 2012). Además, diversos 

análisis muestran que RTKN presenta una expresión aumentada diferentes tipos de 

modelos de cáncer (Ito, Morishita, & Nagata 2018). A pesar de estas evidencias, la 

función celular de Rhotekin y su función como efector de RhoA no ha sido estudiada 

en detalle. Recientemente, se determinó que Rhotekin podría regular la endocitosis de 

cargos de la membrana plasmática dependiente de los filamentos actina (Yan et al. 

2021). El silenciamiento de RTKN reduce el reciclaje basolateral, mientras que la so-

breexpresión de RTKN rescata el fenotipo (Yan et al., 2021).  

 

Regulación del coactivador transcripcional YAP  
La proteína YAP (del inglés Yes Associated Protein) es un regulador transcrip-

cional descrito originalmente como una proteína de interacción a un producto peptídico 

de un oncogen (Sudol 1994). YAP es el efector final de la vía de señalización Hippo. 

Esta ruta está compuesta por diversas quinasas que actuan en tandem (quinasas 

Lats1 y 2, Mst1 y 2) (Noguchi, Saito, & Nagase 2018). La inhibición de la vía Hippo 

promueve el estado defosforilado de YAP, lo cual permite la translocación al núcleo en 

donde se une al factor transcripcional TEAD. Esta serie de eventos gatilla la expresión 

de genes relacionados a diversos procesos fisiológicos y fisiopatologicos tales como 

el control del tamaño de órganos y la diferenciación de células madres (Moya & Halder 

2018), cáncer y la reparación de heridas (Lee et al. 2014). Dentro de los blancos trans-

cripcionales descritos para este factor, YAP promueve la expresión de genes ligados 

a la remodelación del citoesqueleto, la matriz extracelular y diferenciación celular 

(Mason et al. 2019; Piersma et al. 2015). A pesar de la relevancia de la vía Hippo, 

existen otros mecanismos reguladores de YAP asociados principalmente al citoesque-

leto de actina y que serían capaces de actuar en paralelo a la vía Hippo (Halder, 

Dupont & Piccolo 2012). Mediante el uso de inhibidores de la polimerización del citoes-

queleto de actina se observó una reducción en la translocación nucelar de YAP 

(Dupont et al. 2011). Este mecanismo es posible debido al aumento de la tensión aso-

ciada a los filamentos de actina. De manera interesante, este proceso requiere la acti-

vación de RhoA y no depende de Rac1 o los microtúbulos (Halder, Dupont & Piccolo 

2012). Utilizando modelos murinos, se observó un retardo en la reparación del tejido 

dañado cuando se silencia la expresión de YAP, sumado a una disminución en la 
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contractilidad y síntesis de MEC de los fibroblastos (M. J. Lee et al. 2014; Liu et al. 

2015). Por otro lado, modelos murinos de diabetes han mostrado una disminución en 

los niveles de la expresión de YAP en fibroblastos cutáneos (Yu et al. 2017). De esta 

manera, la regulación de la actividad de YAP constituye un blanco interesante en la 

modulación de la contractilidad celular. Recientemente, se ha observado que ciertos 

canales iónicos participa en la regulación de YAP. Por ejemplo, el canal mecanosen-

sible Piezo1 promueve la acumulación nuclear de, a través de un mecanismo que in-

volucra RhoA y el reordenamiento de los filamentos de actina YAP (Pardo-Pastor et al. 

2018; Pathak et al. 2014). Por otro lado, el canal Orai1 regula la función de YAP a 

través de un posible mecanismo que involucra los filamentos de actina en un modelo 

de glioblastomas (Taz et al. 2018). Dada la participación de TRPC6 en la regulación 

del citoesqueleto de actina y la contraccióon celular, es posible sugerir que exista un 

mecanismo de regulación de YAP dependiente del canal TRPC6 mediado principal-

mente por el rearreglo del citoesqueleto de actina dependiente de RhoA. De esta ma-

nera, se pretende dilucidar la contribución de este canal iónico en la contractilidad ce-

lular, aportando evidencias acerca de un posible y nuevo mecanismo celular.  
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Figura 3. Mecanismos de regulación del factor transcripcional YAP. La vía de señalización Hippo y los cambios 
en las propiedades mecánicas dependientes del citoesqueleto de actina y RhoA son los principales reguladores de 
la actividad de YAP. La fosforilación en los residuos Ser127 y 395 retienen a YAP en el citoplasma. Una vez defos-
forilado, el factor transloca al núcleo donde se une a regiones del DNA. Se han descrito distintos blancos transcrip-
cionales de YAP dependiendo del tipo celular. En el contexto de contracción celular los más destacados son: Cyr61 
(del inglés Cysteine-rich angiogenic inducer 61), CTGF (del inglés Conective Tissue Growth Factor), Col1 (del inglés 
Collagen type I), ACTA2 (del inglés Actin Alpha 2), Vim (del inglés Vimentin) y CDC42 (del inglés Cell division 
control protein 42). 
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HIPÓTESIS 
La contracción celular es un proceso complejo donde distintas señales son coor-

dinadas, con el fin de preservar la homeostasis y la funcionalidad del tejido. Diversas 

publicaciones sugieren que el canal TRPC6 está implicado en procesos contractiles 

de multiples tejidos. Así mismo, la regulación del citoesqueleto de actina a través de la 

proteína RhoA y sus efectores son un punto central en la modulación de la contractili-

dad celular. De esta manera, la hipótesis para esta investigación es:  

 

“El canal TRPC6 interactúa con la proteína RTKN, aumenta la actividad de 
RhoA y las dinámicas de citoesqueleto de actina, induciendo la activación del 
factor transcripcional YAP y la contractilidad celular” 

 
OBJETIVO GENERAL 

“Determinar la interacción de TRPC6 con la proteína RTKN y la participación del 
canal en la regulación de la actividad de RhoA, las dinámicas del citoesqueleto 
de actina en la contractilidad celular y el factor transcripcional YAP”. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Determinar la participación de TRPC6 en la activación de la proteína RhoA 
GTPasa y las dinámicas del citoesqueleto de actina  
2. Determinar el papel de TRPC6 sobre la contractilidad celular y el factor trans-
cripcional YAP 
3. Caracterizar la interacción de TRPC6 con RTKN y su efecto funcional 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Cultivo celular y transfecciones 
 
Las células HEK293 y HeLa se cultivaron en medio DMEM alto en glucosa (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU, catálogo #12100046), complementado con 

suero fetal bovino al 10 % v/v (FBS; GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, EEUU, 

catálogo #SV30160.03) y 100 μg/mL de penicilina-estreptomicina. Las células se trans-

fectaron con los diferentes plásmidos usando el reactivo Lipofectamine 2000 (Thermo 

Fisher Scientific, catálogo #11668019) y el reactivo Lipofectamine LTX (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EEUU, catálogo #15338100) para células HEK293 y HeLa respectiva-

mente. 

 

Anticuerpos 
 
Los anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia, immunoblot, inmunoprecipitación 

y los ensayos de ligación por proximidad (PLA; del inglés Proximity Ligation Assay) y 

sus respectivas diluciones de trabajo se enlistan en la Tabla 2. 

 
Tabla 2: Lista de Anticuerpos 

 
Asc: del inglés Ascites fluids by affinity chromatography; AP: del inglés Affinity Purified; mAb: del inglés monoclonal 
Antibody; pAb: del inglés polyclonal Antibody; IB: Immunoblot; IF: Immunofluorescencia; IP: Immunoprecpitación 
 
 
Ensayo de inmunoprecipitación 
 
Cuarenta y ocho horas después de la transfección, los cultivos de células HEK293 se 

lisaron en un amortiguador de lisis con la siguiente composición: Tris-HCl 50 mM pH 
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8,0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NaVO4 1 mM, NaF 5 mM, Triton X-100 1% v/v. Ade-

más, se usó un coctel de inhibidores de proteasas y PMSF 1 mM. Los lisados se cen-

trifugaron a 11.000 g durante 10 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes se incubaron con 

una mezcla de anticuerpos anti-GFP monoclonales de ratón IgG2a y 2b extraídos 

desde el sobrenadante de hibridomas (Neuromab, Davis, CA, EEUU, clon N86/38 y 

N86/44, catálogo #75-132 y #75-414 respectivamente), durante 3 horas a 4ºC en rota-

ción. Los inmunocomplejos se recuperaron mediante la incubación con 70 μL de pro-

teína G-sefarosa en suspensión al 50 % (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL 

,EEUU , catálogo #17061802) durante 1 hora a 4 ºC en rotación. Después de la incu-

bación, la muestras se lavaron ocho veces en amortiguador de lavado (NaCl 150 mM, 

EDTA 1 mM, Triton X-100 al 1 % v/v, Tris-HCl 50 mM, pH 7,4). Los inmunocomplejos 

se eluyeron hirviendo las muestras en amortiguador reductor (Tris-HCl 62,5 mM, SDS 

al 2 % p/v (MilliporeSigma, catálogo #L5750), glicerol al 10 % v/v (Merck, catálogo 

#356352) y ß-mercaptoetanol al 1 % v/v (Merck, catálogo #8057400250)) durante 5 

minutos. Posteriormente, las muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilamida 

para su separación por tamaño en una electroforesis SDS-PAGE.  

 

Inmunofluorescencia 
 
Cuarenta y ocho horas después de la transfección, las células se fijaron durante 15 

minutos a 4 °C en solución fijadora [formaldehído al 4 % p/v (recién preparado a partir 

de paraformaldehído; MilliporeSigma, 4% p/v sacarosa (MilliporeSigma, catálogo 

#S0389) en PBS de Dulbecco (DPBS), pH 7,4]. Luego, las células se permeabilizaron 

y bloquearon con una solución de bloqueo (Triton X-100 al 0,1 % v/v, leche descre-

mada en polvo al 4 % p/v en DPBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente y se 

tiñeron durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo primario correspon-

diente, a la dilución de la Tabla 2, disuelto en solución de bloqueo. Las muestras se 

lavaron 3 veces con solución de bloqueo. Los anticuerpos primarios se detectaron con 

el anticuerpo secundario correspondiente diluido 1:1.000 en solución de bloqueo du-

rante 45 min a temperatura ambiente. Los núcleos se tiñeron con Hoechst 33258 a 

200 ng/mL (Thermo Fisher Scientific, catálogo #H3569) disuelto en DPBS durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Las muestras se lavaron 3 veces en Triton X-100 al 
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0,1 % v/v disuelto en DPBS y se montaron con ProLong Gold (Thermo Fisher Scientific, 

catálogo #P36930). Las imágenes se adquirieron en un microscopio Zeiss AxioObser-

ver Z1 instalado con una cámara digital mono AxioCam 305, con un objetivo de inmer-

sión en aceite 63X/1.25 NA Plan-Neofluar acoplado al software Zen Blue (Zeiss, Ober-

kochen, Alemania). 

 

Ensayos de pull-down 
 
Las proteínas de fusión GST y GST-RBD fueron expresada en Escherichia coli DH5a. 

Las bacterias se cultivaron en caldo Luria Bertani durante toda la noche a 37°C en una 

incubadora con agitación. A continuación, se indujo la expresión de la proteína de fu-

sión GST mediante la adición de isopropil ß-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a una 

concentración final de 0,5 mM durante 4 horas a 37°C. Las bacterias fueron centrifu-

gadas y se resuspendieron en amortiguador de lisis (150 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 

1% v/v Triton X-100, pH 7,4) que contiene un cóctel de inhibidores de proteasa y PMSF 

1 mM por sonicación. El lisado se centrifugó durante 15 min a 11.000 g a 4 °C, y el 

sobrenadante se sometió a purificación por afinidad en glutatión sefarosa 4B (GE 

Healthcare, #17-0756-01) durante 2 h a 4 °C. La columna se lavó 5 veces con amorti-

guador de lavado. Para el ensayo de pull-down, las proteínas de fusión GST inmovili-

zadas fueron incubadas con lisados de células HeLa transfectadas con hTRPC6-YFP 

o EGFP. Las células HeLa se lisaron en amortiguador de lisis que contiene Tris-HCl 

50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NaVO4 1 mM, NaF 5 mM, Triton X-100 al 

1% v/v, PMSF 1 mM y PIC 1X. Los lisados se centrifugaron a 11.000 g durante 10 min 

a 4 ºC. Los sobrenadantes se incubaron con la resina con GST-RBD o GST durante 

toda la noche a 4°C. Después de la incubación se lavaron 6 veces en amortiguador de 

lavado (Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NaVO4 1 mM, NaF 5 mM, 

Triton X-100 al 1% v/v) y los complejos se eluyeron con amortiguador de reductor para 

posteriormente separar las muestras por tamaño en SDS-PAGE.  

 

Ensayo de ligación de proximidad 
 
Los ensayos se llevaron a cabo usando el Kit Duolink in Situ Red Starter Mouse/Rabbit 

(Sigma-Aldrich, #DUO92101) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se 
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fijaron y permeabilizaron como se describe en la sección anterior, seguido de una in-

cubación de 1 h a 37 ºC en solución de bloqueo. Todas las incubaciones posteriores 

se realizaron en una cámara húmeda. Se añadieron anticuerpos primarios anti-GFP 

IgG2A de ratón (Neuromab, clon N86/38, #75-132) y anti-FLAG de conejo (Sigma-

Aldrich, #F7425) y las muestras se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Después de tres lavados de 10 minutos cada uno, las muestras se incubaron con an-

ticuerpos secundarios acoplados con oligonucleótidos durante 1 hora a 37 ºC. Des-

pués de tres lavados, se añadió la solución de ligación y las muestras se incubaron 

durante 30 minutos a 37 ºC, seguido de una incubación de 100 minutos con la solución 

de amplificación a 37 ºC. Las muestras se montaron y las imágenes se adquirieron 

mediante microscopía confocal. La intensidad de la fluorescencia se cuantificó con el 

software Fiji/Image J y se expresó como intensidad de fluorescencia por célula como 

se describió anteriormente (Rivas et al., 2020). Los ajustes de adquisición fueron idén-

ticos para todas las imágenes. 

 

Ensayo de contractilidad 
 
250000 células HeLa fueron resuspendidas en 200 µL de DMEM frío sin suero y se 

mezclaron con colágeno tipo I (2,5 mg/mL). Las muestras se incubaron en placa de 48 

pocillos durante 30 min a 37ºC. Al final del tiempo indicado, se añadió DMEM 10% FBS 

a cada pocillo. Los resultados se expresan como la diferencia del área de gel de colá-

geno en relación al área total del pocillo. 

 

Ensayo G-LISA RhoA 
 
Para analizar la actividad RhoA GTPasa, se realizó el ensayo G-LISA (Cytoskeleton 

Inc., Denver, CO, EEUU, catálogo #BK124) de acuerdo con las instrucciones del fabri-

cante. Las células se privaron de suero durante 4 h y se indujo la actividad de Rho 

GTPasas con FBS al 10 % en diferentes momentos. Se usaron 30 µg de proteína total 

para cada ensayo. Los datos se presentan como la señal de cada condición frente a 

las células no estimuladas. 
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Ensayo de propagación celular 
 
Después de la tripsinización, las células se sembraron en placas sobre un cubreobjetos 

de 12 mm recubierto con fibronectina (10 µg/mL) (MilliporeSigma, catálogo #FC010). 

Al final del tiempo definido, las células fueron fijadas y fueron sometidas a una inmu-

nofluorescencia según los métodos descritos previamente. El área de las células se 

midieron utilizando el software Fiji/ImageJ. 

 

Medición de Ca2+ intracelular 
 
Las células HeLa se sembraron 24 h antes de los experimentos en cubreobjetos re-

dondos de 25 mm de diámetro recubierto con fibronectina (5 µg/mL). Para el registro 

de calcio, las células se cargaron con 5 µM de Fura-2AM en solución Ringer modificada 

(en mM: NaCl 140, KCl 2,5, CaCl2 2, MgCl2 1, HEPES 10, glucosa 10, pH 7,4). Los 

registros fueron ejecutados en un microscopio invertido Eclipse Ti2-U (Nikon, Tokio, 

Japón) controlado con el software Micromanager 1.4 (Vale Lab, University of California, 

San Francisco, CA, EE. UU). Las imágenes se adquirieron cada 5 s mediante la exci-

tación alterna de la luz a 340 y 380 nm, y la emisión se capturó a 510 nm. Solo para 

los experimentos con Hyperforin, las imágenes se adquirieron cada 2 s. Se calculó la 

relación entre 340 y 380, y todos los datos se presentan como el cambio en unidades 

de relación (ΔF = (F -F0)/F0). 

 

Biotinilación de proteínas de superficie 
 
Las células HeLa se cultivaron hasta una confluencia del 80%-90% en placas de cultivo 

de 35 mm. Cuarenta y ocho horas después de la transfección, las células se lavaron 

dos veces con DPBS frío a pH 8.0 y se incubaron con 500 μg/mL EZ-link sulfo-NHS-

LC-biotina (ThermoFisher Scientific, catálogo #21335) disuelto en DPBS (pH 8,0) du-

rante 30 minutos a temperatura ambiente. La reacción terminó con solución de bloqueo 

(50 mM Tris, 154 mM NaCl, pH 8,0) y las células se lavaron dos veces con PBS helado. 

Las células marcadas con sulfo-NHS-biotina se lisaron como se describe en la sección 

de inmunoprecipitación, y los lisados se incubaron con estreptavidina-agarosa (Ther-

moFisher Scientific, catálogo #20351) durante la noche a 4ºC. Las proteínas 
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precipitadas se lavaron 5 veces con amortiguador de lisis sin inhibidor de proteasas y 

se eluyeron con amortiguador reductor y se resolvieron en SDS-PAGE. 

 

Ensayo de purificación de actina 
 
Las células HeLa transfectadas y sembradas en placas de 60 mm fueron depletadas 

de suero durante 3 h y se estimularon con FBS al 10 % en DMEM durante 30 min. La 

purificación de la fracción globular (G) y filamentosa (F) de actina se realizó utilizando 

el G-Actin/F-Actin In Vivo Assay Biochem Kit (Cytoskeleton, catálogo #BK037) de 

acuerdo con el protocolo de fabricación. Brevemente, se usaron para cada placa 300 

µL de amortiguador de lisis precalentado preparado con solución de control potencia-

dora de actina F, ATP y PIC. Las células se rasparon y los lisados se incubaron durante 

10 min a 37ºC. Los restos celulares remanentes se descartaron con una centrifugación 

de 5 min a 300 g. Para precipitar la porción de actina F, se centrifugaron 100 µL de 

cada lisado a 100.000 g durante 1 hora a 37ºC. El sobrenadante, que contenía la por-

ción de actina G, se eluyó con amortiguador reductor y el sedimento se resuspendió y 

se incubó durante 1 h en 100 µL de solución fría de despolimerización de actina F. 

Finalmente, la porción de actina F se eluyó en amortiguador reductor y las muestras 

se separaron con SDS-PAGE. El control negativo se realizó con un tratamiento de 30 

min de las células con 10 µM de Latrunculin A (Tocris, catálogo #3973) en DMEM 

suplementado con FBS al 10 %. Por otro lado, el control positivo se realizó con un 

tratamiento de 0,5 µM de Jasplakinolide (Tocris, catálogo #2792) en FBS al 10% con 

DMEM, por 30 min. Los resultados se analizaron por densitometría utilizando el soft-

ware Fiji/ImageJ 

 

Análisis Estadístico 
 

Todos los experimentos se repitieron al menos 3 veces independientes, como 

se indica en las leyendas de las figuras. Los datos fueron recolectados, cuantificado y 

expresado como el promedio junto a su desviación estándar o error estándar. Datos 

normalizados se compararon con los respectivos controles usando Prism v.9.0 (Soft-

ware GraphPad, La Jolla, CA, EE. UU.). Previo al análisis estadístico, los grupos de 

datos fueron analizados mediante test de normalidad, para evaluar la distribución 
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gausiana de los datos (Ghasemi & Zahediasl 2012). Si los datos presentan una distri-

bución normal, se aplicó una prueba T de Student paramétrica no pareado. Por otro 

lado, para los datos con distribución distinta de la normal, se aplicó una prueba T de 

Student no paramétrica (prueba de Mann-Whitney). En el caso de los experimentos 

con más de dos grupos de datos, se aplicó análisis de varianza (ANOVA) siguiendo el 

mismo criterio de la distribución normal de los datos. Para los datos con distribución 

distinta de lo normal, se aplicó una prueba de Kruskal-Wallis. Para establecer diferen-

cia significativa entre dos o más grupo de datos, se definió un valor de P<0.05. Los 

datos fueron graficados siguiendo la estructura de un SuperPlot (Lord et al. 2020), lo 

cual permite observar la distribución de cada experimento independiente, con su res-

pectivo promedio.  
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RESULTADOS 
 
1. Determinar la participación de TRPC6 en la activación de la proteína RhoA GTPasa. 
 

TRPC6 regula la actividad de RhoA  
 

Las proteíns Rho GTPasas monoméricas son las principales entidades molecu-

lares que regulan la dinámica de la actina y los procesos celulares que dependen de 

la arquitectura del citoesqueleto (Boulter et al. 2012). Entre ellos, RhoA es el “switch” 

molecular para inducir la adquisición de un fenotipo contráctil (Amano et al. 1997). En 

este contexto, varios autores han propuesto que TRPC6 aumenta la actividad de RhoA 

en modelos de podocitos (Tian et al. 2010; Yang et al. 2013). Usando células HeLa y 

diferentes técnicas para monitorear la actividad de RhoA, confirmamos estas observa-

ciones (Fig.4). El biosensor basado en FRET para monitorear la actividad espaciotem-

poral de RhoA mostró que la sobreexpresión de TRPC6 aumenta la actividad de RhoA 

inducida por suero en células previamente deprivadas (Fig. 4A-D). Interesantemente, 

este misma estimulación con suero induce un aumento transitorio del Ca2+ intracelular 

que depende de la expresión de TRPC6, pues el silenciamiento de este canal reduce 

la señal evocada por suero (Fig. 4E-F). De esta misma manera, la sobrexpresión de 

TRPC6 aumenta la respuesta de calcio intracelular al tratamiento con suero (Fig.4G-

H). Para corroborar estos datos, utilicé un método basado en el ensayo ELISA, para 

detectar la actividad endógena de RhoA. Siguiendo las recomendaciones de la comi-

sión evaluadora (Anexo 1 y 2), se realizó un análisis temporal de la activación de RhoA 

mediante la aplicación de suero y se comparó en función de la respuesta de células 

no estimuladas con suero. De manera consistente, la estrategia basada en shRNA 

reduce la activación transitoria de RhoA por el suero en una etapa temprana (Fig. 4I-

J), lo cual es acorde con la activación transitoria de RhoA (Ridley et al. 1992). Por otro 

lado, la sobreexpresión de TRPC6 aumenta la actividad de RhoA cuando se compara 

con la condición de control (Fig. 4K). En conjunto, estos datos sugieren la regulación 

positiva que ejerce TRPC6 sobre RhoA, acorde con reportes previos.  

 

 



 33 

Figura 4. TRPC6 Regula la actividad de RhoA y la morfología del citoesqueleto de actina. (A) Imágenes 
representativas de células HeLa transfectadas con las condiciones señaladas. Escala: 20 μm. A su derecha, se 
muestra la señal FRET correspondiente para cada célula y el cambio de la señal a los tiempos indicados. Imágenes 
obtenidas mediante microscopía confocal. (B) Gráfico de la señal FRET normalizada en función del valor máximo 
(± error estándar) en respuesta a la aplicación de suero fetal bovino (FBS). (C) Señal FRET máxima promedio de 
dos experimentos independientes (± desviación estándar), graficada en formato de SuperPlot. Círculos correspon-
den al valor de cada célula registrada en un experimento. El Código de colores indica las células correspondientes 
al mismo experimento. (D) Gráfico del área bajo la curva (± desviación estándar) de los registros observados en 
(B). Círculos corresponden al valor de cada célula registrada en un experimento. El código de colores indica las 
células correspondientes al mismo experimento. (E) Registro del Ca2+ intracelular con la sonda FURA-2AM (± error 
estándar) en células HeLa transfectadas con los plásmidos indicados, en respuesta a la estimulación de suero. (F) 
Gráfico de promedio (± desviación estándar) de la señal de FURA-2AM en respuesta a suero, de tres experimentos 
independientes. Los datos fueron graficados en formato de SuperPlot. Los círculos pequeños corresponden al valor 
de cada célula registrada en un experimento. Los círculos grandes corresponden al promedio de cada experimento. 
(G) Registro del Ca2+ intracelular con la sonda FURA-2AM (± error estándar) en células HeLa transfectadas con los 
plásmidos indicados, en respuesta a la estimulación de suero. (H) Gráfico de promedio (± desviación estándar) de 
la señal de FURA-2AM en respuesta a suero, de tres experimentos independientes. Los datos fueron graficados en 
formato de SuperPlot. Los círculos pequeños corresponden al valor de cada célula registrada en un experimento. 
Los círculos grandes corresponden al promedio de cada experimento. (I) Gráfico de la señal (± desviación estándar) 
de RhoA estimulada con suero medida mediante ensayos de GLISA en células HeLa transfectadas con los plásmi-
dos indicados y a distintos. Los círculos pequeños corresponden al valor de cada célula registrada en un experi-
mento. Los círculos grandes corresponden al promedio de cada experimento (J) Gráfico (± desviación estándar) de 
las veces de cambio de la señal de la actividad de RhoA luego de 10 min de estimulación con suero en comparación 
a células no estimuladas, para células HeLa transfectadas con los plásmidos señalados. Cada círculo corresponde 
a un experimento independiente. (K) Gráfico (± desviación estándar) de las veces de cambio de la señal de la 
actividad de RhoA luego de 10 min de estimulación con suero en comparación a células no estimuladas, para 
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células HeLa transfectadas con EGFP y hTRPC6-YFP. Cada círculo corresponde a un experimento independiente. 
(L) Imágenes representativas de ensayos de spreading en células HeLa transfectadas con EGFP, hTRPC6-YFP, 
shRNASCR y shRNATRPC6. En rojo se muestra la tinción de actina filamentosa. Escala: 20 µm. (M) Gráfico de pro-
medio (± desviación estándar) del tamaño celular medido en los ensayos de spreading. Tres experimentos inde-
pendientes. Los círculos pequeños corresponden al valor de cada célula analizada en un experimento. Los círculos 
grandes corresponden al promedio de cada experimento. 
 

Las proteínas Rho GTPasas contribuyen de manera diferencial a la adhesión 

celular (Greiner et al. 2013). Por lo tanto, el análisis del proceso de adhesión y propa-

gación celular puede ser un método alternativo para evaluar la actividad de las Rho 

GTPasas. En este sentido, la sobreexpresión de TRPC6 reduce el tamaño de las cé-

lulas HeLa en comparación con la condición de control (Fig. 4L-M). Además, el fenotipo 

celular de las células que expresan hTRPC6-YFP mostró una alteración del citoesque-

leto de actina y una morfología celular más circular en comparación con la condición 

de control, lo que sugiere una activación prominente de RhoA por encima de otras Rho 

GTPasas (Ren, Kiosses, & Schwartz 1999). De la misma manera, el shRNA contra 

TRPC6 aumenta el área celular e induce un fenotipo más lamellipodial (Fig. 4L-M), que 

es un fenotipo opuesto a la activación de RhoA. En resumen, todos los datos mostraron 

que TRPC6 aumenta la actividad de RhoA y sugiere un posible efecto sobre la diná-

mica del citoesqueleto de actina. 

 
TRPC6 promueve la polimerización de los filamentos de actina  

 
Para la contracción de las células es necesaria la fuerza de tracción generada 

por las adherencias focales y el citoesqueleto de actina (Tomasek et al. 2002). Debido 

al efecto de TRPC6 sobre la actividad de RhoA, evaluamos el efecto de TRPC6 sobre 

el citoesqueleto de actina, usando una purificación de actina globular (G) y filamentosa 

(F) por ultracentrifugación. Para validar la aproximación a utilizar, el inhibidor de la 

polimerización de actina Latrunculin A (LatA) (Coué et al. 1987) y el estabilizador de 

actina filamentosa Jasplakinolide (Jasp) (Bubb et al. 1994) fueron utilizados como con-

trol negativo y positivo en células HeLa. De acuerdo con reportes previos (Hak et al. 

2008), el tratamiento con Jasp incrementó 5 veces la relación actina F/G en compara-

ción con Células tratadas con LatA (Fig. 5A-B). Por otro lado, el tratamiento con LatA 

induce una reducción en la porción de actina F y un aumento en la actina G, en com-

paración con el tratamiento con Jasp (Fig. 5A-B). Para evaluar el efecto de TRPC6 
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sobre el citoesqueleto de actina, se transfectaron células HeLa con la construcción 

hTRPC6-YFP y EGFP como control. Previa depleción del suero, las células se trataron 

con FBS al 10 % durante 30 min, lo que da como resultado un aumento de 1,2 veces 

de la proporción de actina F/G de la condición de control en comparación con su res-

pectiva condición no estimulada (Fig. 5C-D). Por otro lado, la sobreexpresión de 

hTRPC6-YFP aumenta la proporción de actina F/G en 2,5 veces en comparación con 

su respectiva condición no estimulada (Fig. 5C-D). Por lo tanto, los datos sugieren que 

TRPC6 regula la formación de filamentos de actina inducida por la estimulación del 

suero.   

Figura 5. TRPC6 regula la formación de filamentos de actina y adhesiones focales. (A) Inmunoblot represen-
tativo de 3 experimentos independientes de ensayos de purificación de actina de células HeLa tratadas con LatA o 
con Jasp. (B) Gráfico (± desviación estándar) de la razón relativa de actina filamentosa (F) versus la actina globular 
(G). Cada círculo corresponde a un experimento independiente. (C) Inmunoblot representativo de 4 experimentos 
independientes de ensayos de purificación de actina. Cultivos de células HeLa transfectadas con los plasmidios 
señalados fueron estimuladas con suero. En la parte inferior, se muestra la sobrexpresión de TRPC6. (D) Gráfico 
(± desviación estándar) de la razón de cambio de los niveles de F/G actina relativo al tratamiento no estimulado. 
Cada círculo representa un experimento independiente. (E) Imágenes representativas de 3 experimentos indepen-
dientes del análisis de adhesiones focales para células HeLa transfectadas con los plásmidos señalados. Escala: 
20 µm. (F) Gráfico del área de adhesiones focales (± desviación estándar) de 3 experimentos independientes de 
células HeLa transfectadas con las condiciones señaladas. Cada círculo corresponde a una adhesión focal anali-
zada. (G) Gráfico del número de adhesiones focales por tamaño celular (± desviación estándar) de 3 experimentos 
independientes de células HeLa transfectadas con las condiciones señaladas. Cada círculo corresponde a una 
célula analizada. (H) Imágenes representativas de 3 experimentos independientes del análisis de adhesiones foca-
les para células HeLa transfectadas con los plásmidos señalados. Escala: 20 µm (I) Gráfico del área de adhesiones 
focales (± desviación estándar) de 3 experimentos independientes de células HeLa transfectadas con las condicio-
nes señaladas. Cada círculo corresponde a una adhesión focal analizada. (J) Gráfico del número de adhesiones 
focales por tamaño celular (± desviación estándar) de 3 experimentos independientes de células HeLa transfecta-
das con las condiciones señaladas. Cada círculo corresponde a una célula analizada.  
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TRPC6 regula el tamaño de las adhesiones focales  
 

La dinámica de las FAs es un componente intracelular relevante y necesario 

para la contracción celular (Mishra & Manavathi 2021). Por lo tanto, se evaluó el efecto 

de TRPC6 sobre el número y tamaño de FA. De manera interesante, las células HeLa 

transfectadas con shRNA contra el canal TRPC6 muestran un número reducido de FA 

por célula en comparación con la condición de control de shRNASCR sin alterar el ta-

maño de las FA (Fig. 5E-G). Por otro lado, la sobreexpresión de hTRPC6-YFP aumenta 

tanto el tamaño como el número de FA (Fig. 5H-J) , lo que sugiere la adquisición de 

un fenotipo contráctil. En resumen, los resultados indican que TRPC6 regula la activi-

dad de RhoA, afectando la formación de filamentos de actina y FA, lo que sugiere la 

adquisición de un fenotipo contráctil. 

 

2. Determinar el papel de la regulación de TRPC6 sobre la contractilidad celular y el 
factor transcripcional YAP 
 

TRPC6 regula la contractilidad y migración celular 
 

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que a través de la regulación de 

la actividad de RhoA, el citoesqueleto de actina y las adhesiones focales, el canal 

TRPC6 podría promover un fenotipo contráctil (Fig. 4-5). Por lo tanto, me propuse a 

determinar si el canal TRPC6 afecta la contracción y la migración celular, ambos pro-

cesos necesarios para la cicatrización de heridas (Desjardins-Park, Foster & Longaker 

2018). Evaluamos el efecto de TRPC6 sobre la contracción celular mediante un ensayo 

3D basado en colágeno (Grinnell et al. 2006). De acuerdo con las observaciones pre-

vias en este trabajo, el silenciamiento de TRPC6 disminuye la contracción de las célu-

las HeLa en comparación con la condición de control (Fig.6A). Consistente con este 

resultado, la sobreexpresión de TRPC6 aumenta la contracción en comparación con 

la condición de control de EGFP (Fig.6B). Se obtuvieron resultados similares cuando 

se evaluó el efecto de TRPC6 utilizando un ensayo de migración bicamerales 

Transwell. Mientras que shRNATRPC6 reduce la cantidad de células HeLa migratorias 

en comparación con la condición control shRNASCR, la sobreexpresión de hTRPC6-

YFP aumentó la migración de las células en comparación con la condición de control 

EGFP (Fig. 6C-D). Por lo tanto, estos resultados indican que TRPC6 controla la 
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contracción y migración de las células. En conjunto estos datos apoyan el papel de 

TRPC6 sobre la reparación tisular a través del manejo de la contractilidad celular de-

pendiente de la señalización de RhoA.  

 

 
Figura 6. TRPC6 promueve la contracción y migración celular. (A) Gráfico de 4 experimentos independientes 
(± desviación estándar) de ensayos de contractilidad 3D en matriz de colágeno de células HeLa transfectadas con 
las condiciones indicadas. Cada círculo representa un experimento independiente. (B) Gráfico de 4 experimentos 
independientes (± desviación estándar) de ensayos de contractilidad 3D en matriz de colágeno de células HeLa 
transfectadas con los plásmidos señalados. Cada círculo representa un experimento independiente. (C) Imágenes 
representativas de 3 ensayos independientes de migración Transwell bicamerales teñidos con cristal violeta utili-
zando células HeLa transfectadas con los plásmidos señalados. (D) Gráfico del conteo de células migratorias por 
campo. 3 experimentos independientes (± desviación estándar) de células HeLa transfectadas con las condiciones 
señaladas. Se contaron 4 campos ópticos por experimento. Los puntos pequeños representan cada campo, mien-
tras que los círculos resumen el promedio de cada experimento.  
 

La sobrexpresión de TRPC6 regula la localización subcelular del factor transcripcional YAP 
 
 El factor transcripcional YAP es una proteína que permite la expresión de genes 

ligados a la contractilidad celular en el contexto de reparación tisular (Yu et al. 2017). 

De manera interesante, uno de los mecanismos descritos para la regulación del factor 

YAP, es el efecto ejercido por el citoesqueleto de actina y en particular RhoA (Dupont 

et al. 2011; Seo & Kim 2018). Debido a los datos obtenidos en este trabajo es que se 

evaluó el efecto de TRPC6 sobre la activación de YAP. En este sentido, la localización 

nuclear indica la activación del factor YAP, mientras que la retención en el citoplasma 

señala la inhibición de este factor. Al analizar la localización del sensor mCherry-YAP 

en células HeLa que sobrexpresan el canal hTRPC6-YFP, se pudo observar un au-

mento en la localización nuclear versus citoplasmática, en comparación a la condición 

control EGFP (Fig.7). Sin embargo, el silenciamiento de TRPC6 con el uso de shRNA 
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no mostró ninguna diferencia significativa en comparación a su control respectivo. Por 

lo tanto, estos datos sugieren que un aumento de la expresión del canal TRPC6 podría 

ser un nuevo mecanismo para promover la activación del factor transcripcional YAP.  

 
 
3. Caracterizar la interacción de TRPC6 con RTKN y su efecto funcional 
 

El canal TRPC6 interactúa con el efector de RhoA, RTKN 
 

Las interacciones proteína-proteína (PPIs) son uno de los mecanismos que re-

gulan la señalización celular y la actividad de los canales iónicos(Lee et al. 2014). Por 

lo tanto, la identificación de nuevas proteínas asociadas al canal TRPC6 permitirá des-

cribir nuevas funciones celulares implicadas. Por lo tanto, se realizó un enfoque pro-

teómico basado en MS/MS para identificar proteínas asociadas a TRPC6 que podrían 

estar relacionadas con la contracción y el citoesqueleto de actina. Para ello, se inmu-

noprecipitó hTRPC6-YFP sobreexpresado en células HEK293. De manera interesante, 

se identificó a la proteína Rhotekin-1 (RTKN) como una potencial proteína de interac-

ción a TRPC6. RTKN es un efector de RhoA con funciones celulares no claras (Ito, 

Morishita & Nagata 2018). Esta asociación fue validada mediante coinmunoprecipita-

ción de hTRPC6-YFP con myc-flag-RTKN (Fig. 8A). Por otra parte, se realizaron en-

sayos de ligación por proximidad en células que sobreexpresaron hTRPC6-YFP y myc-

Figura 7. La sobrexpresión de 
TRPC6 incrementa la localiza-
ción nuclear de YAP. (A) Imá-
genes representativas de 3 ex-
perimentos independientes de la 
localización de YAP en células 
HeLa transfectadas con los 
plasmidios indicados. Escala: 20 
µm. (B) Gráfico de la cuantifica-
ción de la intensidad Nuclear 
versus citoplasmática de YAP (± 
desviación estándar), de 3 expe-
rimentos en células HeLa trans-
fectadas con los plásmidos indi-
cados.  
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flag-RTKN. De manera consistente, la sobrexpresión de ambas construcciones generó 

una señal positiva para el ensayo PLA (Fig.8B-C), lo cual sugiere la proximidad de 

ambas proteínas (Fredriksson et al. 2002).  

 
El dominio RBD de RTKN interactúa con TRPC6 

 
Para obtener información sobre los dominios que podrían ser relevantes para la 

interacción TRPC6-RTKN, se realizaron predicciones de contactos interproteicos me-

diante análisis de acoplamientos evolutivos (EC, del inglés Evolutionary Coupling) 

combinados con modelado in silico de ambas proteínas. Entre los dominios evaluados, 

la mayor probabilidad de formar un complejo fue la región N-terminal proximal de 

TRPC6 con el dominio RBD de RTKN (Fig. 8D). Debido a que no hay una estructura 

cristalográfica de RTKN, se usó la estructura cristalográfica de otras proteínas que 

contienen RBD como ROCK (Narumiya & Thumkeo 2018) para modelar el dominio 

RBD de RTKN. Para validar el modelo de interacción obtenido, se realizó un ensayo 

de pull-down utilizando columnas que contienen glutatión-GST-RBD. De acuerdo con 

el modelo , el canal hTRPC6-YFP se retuvo de manera específica en las columnas 

que contenían la construcción GST-RBD, pero no en la resina que contenía el control 

GST (Fig. 8E). En resumen, los datos revelan que RTKN es una proteína novedosa 

que se asocia a TRPC6 a través del dominio RBD.  
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Figura 8. TRPC6 interactúa con el dominio RBD de RTKN. (A) Inmunoblot representativo de la coinmunopreci-
pitación entre hTRPC6-YFP y myc-Flag-Rhotekin. Imágenes representan resultados de 4 experimentos indepen-
dientes. Flechas indican bandas correspondientes a cada proteína detectada. (B) Imágenes representativas de 
ensayos de ligación por proximidad (PLA), correspondientes a 3 experimentos independientes en células HEK293 
que fueron transfectadas con los plasmidios hTRPC6-YFP y myc-flag-Rtkn. Las condiciones experimentales se 
indican en cada imagen. La marca positiva para la ligación por proximidad se muestra en rojo. Escala: 20 μm. (C) 
Cuantificación de la intensidad de la marca positiva (± desviación estándar) para el ensayo PLA en cada condición. 
Círculos corresponden a cada célula analisada de 3 experimentos independientes. (D) Modelado de la interacción 
entre tetramero de TRPC6 y el dominio RBD de RTKN (naranja). En la parte superior, se esquematiza la estructura 
lineal de RTKN con sus dominios respectivos. De izquierda a derecha: RBD, del inglés Rho Binding Domain; ADH, 
del inglés Anillin Domain Homology; PH, del inglés Pleckstrin Homology Domain; P, dominios ricos en Prolina. A la 
derecha se muestra una ampliación de la región de interacción con los residuos involucrados para ambas proteínas. 
(E) Inmunoblot representativo de 4 experimentos de ensayo de pull-down en columnas GST y GST-RBD de lisados 
de células HEK293 sobrexpresadas con hTRPC6-YFP y EGFP.  
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RTKN reduce la contractilidad, migración y spreading celular dependientes de TRPC6 
 

RTKN es un efector de la proteína RhoA-GTPasa. Por tanto, la primera predic-

ción es que RTKN esté ejerciendo el efecto de TRPC6 sobre los distintos procesos 

ensayados en este trabajo tales como contracción, migración y spreading celular. Por 

tanto, la sobrexpresión de RTKN, debería potenciar el efecto dependiente de TRPC6 

en aquellos procesos mencionados. Sin embargo, se observó que la sobrexpresión de 

RTKN evita el aumento en la contracción dependiente de la sobrexpresión de TRPC6 

(Fig.9A). De la misma manera, un efecto similar se observó en ensayos de migración 

bicamerales (Fig.9B-C). Además, la sobrexpresión de RTKN conjunta a TRPC6 evita 

la disminución en el área celular observado en los ensayos de spreading celular 

(Fig.9D-E). De esta manera, estos datos sugieren un efecto negativo de RTKN sobre 

la actividad de TRPC6, contrario a las predicciones.  

 
Figura 9. RTKN previene los 
efectos dependientes de 
TRPC6 en contracción, mi-
gración y spreading celular. 
(A) Gráfico de 3 experimentos 
independientes (± desviación 
estándar) de ensayos de con-
tractilidad 3D en matriz de colá-
geno de células HeLa transfec-
tadas con las condiciones indi-
cadas. Cada círculo representa 
un experimento independiente. 
(B) Imágenes representativas 
de 3 ensayos independientes 
de migración Transwell bicame-
rales teñidos con cristal violeta 
utilizando células HeLa trans-
fectadas con los plásmidos se-
ñalados. (C) Gráfico del conteo 
de células migratorias por 
campo. 3 experimentos inde-
pendientes (± desviación están-
dar) de células HeLa transfecta-
das con las condiciones señala-
das. Se contaron 4 campos óp-
ticos por experimento. Los pun-
tos pequeños representan cada 
campo, mientras que los círcu-

los resumen el promedio de cada experimento. (D) Imágenes representativas de ensayos de spreading en células 
HeLa transfectadas con los plasmidios indicados. En rojo se muestra la tinción de actina filamentosa. Escala: 20 
µm. (E) Gráfico de promedio (± desviación estándar) del tamaño celular medido en los ensayos de spreading.Tres 
experimentos independientes. Los círculos pequeños corresponden al valor de cada célula analizada en un expe-
rimento. Los círculos grandes corresponden al promedio de cada experimento. 
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RTKN disminuye la actividad del canal TRPC6. 
 

Para determinar el efecto funcional de RTKN sobre la actividad de TRPC6, se 

realizaron mediciones de Ca2+ utilizando FURA-2AM. Para observar la entrada de Ca2+ 

provocada por la activación de TRPC6, se utilizó el activador específico Hyperforin 

(Hyp) (Leuner et al. 2007). De manera interesante, la sobreexpresión de myc-flag-

RTKN en células HeLa que expresan hTRPC6-YFP disminuye la entrada de calcio 

provocada por Hyp 10 µM en comparación con células que solo sobrexpresan 

hTRPC6-YFP (Fig. 10A-B). Complementaria a esta aproximación, se generó un sensor 

genético de calcio jGCaMP8f (Zhang et al. 2020) acoplado al C-terminal de hTRPC6. 

Un tratamiento con 100 µM de Hyp de células HeLa da como resultado un aumento 

rápido en la señal de jGCaMP8f y una disminución de casi 2 minutos hasta la condición 

basal (Fig. 10C). La sobreexpresión de myc-flag-RTKN mostró una reducción en la 

actividad de hTRPC6-jGCaMP8f provocada por 100 µM de Hyp (Fig. 10C-D). Por lo 

tanto, estos resultados concuerdan con los experimentos de imágenes de calcio (Fig. 

10A-B), y sugieren que RTKN es un nuevo regulador negativo de TRPC6. En conjunto 

a los datos previamente mostrados (Fig.8), los datos sugirieron que la interacción de 

RTKN a través del dominio RBD reduce la actividad de TRPC6. Para aclarar esta hi-

pótesis, se empleó un dominio RBD soluble como disruptor de la interacción TRPC6-

RTKN. De acuerdo a las predicciones realizadas, la presencia del dominio RBD anula 

la inhibición de la actividad TRPC6 inducida por RTKN (Fig.10E-F). En resumen, los 

enfoques empleados en este objetivo proporcionan evidencia de un nuevo regulador 

negativo de TRPC6. 
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Figura 10. RTKN reduce la actividad de TRPC6. (A) Registro de Ca2+ intracelular evocado por Hiperforina 10 μM 
con la sonda FURA 2-AM en células HeLa transfectadas con las condiciones señaladas. Curvas corresponden a la 
suma de 3 experimentos independientes (± error estándar). (B) Gráfico del promedio de la respuesta inducida por 
Hiperforina (± desviación estándar), obtenido desde los trazos en (A). Los Círculos pequeños representan cada 
célula analizada mientras que los círculos grandes representan el promedio para cada experimento independiente. 
(C) Registros del sensor hTRPC6-jGCaMP8f activado con 100 μM de Hiperforina transfectado en células HeLa en 
ausencia o no de myc-flag-RTKN. En la parte inferior, se esquematiza el funcionamiento del sensor, el cual aumenta 
su fluorescencia en presencia de Ca2+. (D) Gráfico del promedio de la respuesta del sensor hTRPC6-jGCaMP8f (± 
desviación estándar) de los registros en (C) Los Círculos pequeños representan cada célula analizada mientras 
que los círculos grandes representan el promedio para cada experimento independiente. (E) Registro de Ca2+ in-
tracelular evocado por Hiperforina 10 μM con la sonda FURA 2-AM en células HeLa transfectadas con las condi-
ciones señaladas. Curvas corresponden a la suma de 4 experimentos independientes (± error estándar). (F) Gráfico 
del promedio de la respuesta inducida por Hiperforina (± desviación estándar), obtenido desde los trazos en (E). 
Los Círculos pequeños representan cada célula analizada mientras que los círculos grandes representan el prome-
dio para cada experimento independiente.   

 
RTKN disminuye la localización en membrana plasmática: 

 
La actividad de los canales iónicos está determinada principalmente por las pro-

piedades biofísicas y el número de canales en la membrana plasmática (Zheng & 

Trudeau, 2015). En este sentido, recientemente se observó que RTKN está implicado 

en la regulación del tráfico retrogrado de vesiculas (Yan et al. 2021). Por tanto, un 

posible mecanismo del efecto negativo de RTKN sobre TRPC6 es la regulación del 
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tráfico del canal. En línea con esta hipótesis, se utilizó microscopía TIRF para evaluar 

la presencia de TRPC6 en la membrana plasmática. Se observó que el tratamiento de 

suero disminuye la intensidad de fluorescencia del sensor hTRPC6-YFP (Fig.11A-C). 

De manera interesante, la sobrexpresión de RTKN acentúa esta disminución (Fig.11A-

-C). Para corroborar estos resultados, se realizaron ensayos de biotinilización de pro-

teínas de superficie. Los resultados obtenidos muestran que la sobrexpresión de RTKN 

disminuye la expresión de TRPC6 en la membrana plasmática (Fig.11D-E).  

Como se comentó previamente, evidencia reciente sugiere a RTKN como un 

regulador del tráfico endosomal. Para determinar si los efectos observados de RTKN 

sobre la abudancia en membrana del canal TRPC6, se realizaron marcajes para de-

terminar la colocalización de TRPC6 con endosomas tempranos, utilizando el marca-

dor EEA-1 (del inglés Early Endosome Antigen 1), una proteína andamio de endoso-

mas tempranos (Kornilova 2014). En línea con los resultados obtenidos, la estimula-

ción con suero por 30 min incrementa la colocalización de TRPC6 con EEA-1, sugi-

riendo un disminución de la abundancia de este canal en la membrana plasmática 

(Fig.11F-G). De manera interesante, al sobrexpresar RTKN la colocalización de 

TRPC6 con EEA-1 se vio aumentada. De esta misma manera, al estimular las células 

con suero, la presencia de TRPC6 en endosomas tempranos aumentó al sobrexpresar 

RTKN (Fig.11F-G). En conjunto, estos datos apoyan los resultados obtenidos y sugie-

ren a RTKN como un regulador del tráfico retrógrado del canal TRPC6.  
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Figura 11. RTKN disminuye la presencia de TRPC6 en la membrana plasmática. (A) Imágenes representativas 
de microscopía TIRF de células HeLa transfectadas con los plasmidios indicados, estimuladas con FBS 10%. Cada 
imagen corresponde al tiempo señalado. Escala: 20 µm. (B) Gráfico curso-temporal de la intensidad de fluorescen-
cia (4 experimentos independientes, ± error estándar) de la construcción hTRPC6-YFP en función de la flurescencia 
inicial. Los datos fueron analizados a partir de imágenes de microscopía TIRF. (C) Gráfico del promedio del cambio 
de fluorescencia del sensor hTRPC6-YFP inducida por suero (± desviación estándar), obtenido desde los trazos en 
(B). Los círculos representan cada célula analizada. (D) Inmunoblot representativo de 4 experimentos independien-
tes de biotinilación de proteínas de membrana plasmática en células HeLa transfectadas con las condiciones se-
ñaladas. PP corresponde a la fracción de proteínas marcadas con biotina. (E) Gráfico Cuantificación de la abun-
dancia relativa de hTRPC6-YFP en la membrana plasmática (± desviación estándar). La densidad de la banda de 
los carriles PP fue comparada en función de la abundancia en INPUT. Cada círculo representa un experimento 
independiente. El código de colores representa los experimentos realizados el mismo día. (F) Imágenes represen-
tativas de 3 experimentos independientes de células HeLa transfectadas con las condiciones señaladas en presen-
cia de FBS 10% por 30 min o en condiciones basales (0 min). A cada imagen para la señal de TRPC6 se agregó 
una vista ortogonal de la célula en las coordenadas indicadas. Escala: 20 µm. (G) Cuantificación de la colocalización 
de la señal de EEA1 con respecto de la señal de la proteína fusión hTRPC6-YFP, expresada mediante el coeficiente 
de Pearson (± desviación estándar). Cada círculo corresponde a una célula analizada y el código de colores agrupa 
aquellas células correspondientes al mismo experimento.  
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DISCUSIÓN  
 

Los datos obtenidos en este trabajo proporcionan un mecanismo novedoso de 

regulación de TRPC6 en el contexto de la señalización de RhoA y la contracción celu-

lar. Al combinar distintas técnicas de imagen con métodos bioquímicos, se observó 

que TRPC6 regula la activación de RhoA inducida por suero. Este efecto es consis-

tente con reportes previos observados en otros modelos celulares como podocitos 

(Tian et al. 2010) y células endoteliales pulmonares (Singh et al. 2007). Sumado a esto, 

a través del registro simultáneo de la actividad de RhoA y Ca2+ intracelular se sugirió 

que los canales TRP mecanosensibles podrían regular la activación de RhoA, dentro 

de los cuales se incluye a TRPC6 (Varadarajan et al. 2022). En mayor detalle, Miller y 

cols. mostró una coordinación temporal de ambas señales (Varadarajan et al. 2022). 

Los datos que obtuve respaldan la coordinación de ambas señales, ya que las medi-

ciones con el sensor hTRPC6-jGCaMP8f muestra una señal rápida (Fig. 9C-D) que es 

temporalmente previa a la activación de RhoA observada por el sensor basado en 

FRET usado (Fig. 4A-D). De manera interesante, la sobrexpresión de TRPC6 provoca 

un cambio en la curva de activación de RhoA en los ensayos de microscopía FRET. 

Este comportamiento persistente ha sido reportado mediante la estimulación con his-

tamina (Zhang et al. 2020). Así mismo, se ha observado que la activación persistente 

de RhoA se compone de dos fases, las cuales son requeridas para activar factores de 

transcripción como el MTFR (Zhang et al. 2020). Por lo cual, el efecto de TRPC6 sobre 

la activación persistente de RhoA podría ser un mecanismo para promover la activa-

ción de YAP, entre otros factores. A pesar de esto, el mecanismo preciso por el cual 

TRPC6 regula RhoA es poco conocido. En otras familias de GTPasas pequeñas se 

han descrito reguladores de la actividad que son directamente sensibles al Ca2+, tal es 

el caso de los GEF de Rap1b, CalDAG (Cook et al. 2018). En el caso de RhoA y la 

familia Rho GTPasas, no existe una proteína similar relacionada con ningún motivo de 

unión o sensible a Ca2+, que de cuenta de la transducción de la señal de calcio ejercida 

por un canal iónico. Uno de los mecanismos propuesto para la regulación de RhoA por 

Ca2+ incluye la modulación por fosforilación de proteínas GEF por quinasas activadas 

por Ca2+ (Haws, McNeil, & Hansen 2016). De acuerdo con esta hipótesis, la quinasa 

CaMKII modula la actividad de RhoA en neuronas (Murakoshi, Wang, & Yasuda 2011). 
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Sumado a esto, se ha descrito que la quinasa PKC fosforila el GEF de RhoA, P115 

(Peng et al. 2011). Así mismo, el cambio de la concentración iónica extracelular per-

mitió identificar que la proteína GEF-H1, activador de RhoA, es regulado por la despo-

larización de la membrana (Waheed et al. 2010). Debido a la falta de herramientas 

para analizar la activación de GEF y GAP, resulta difícil identificar la proteína precisa 

relacionada con el mecanismo. Recientemente se han diseñado herramientas para 

activar proteínas GEF mediante optogenética (Mahlandt et al. 2022), así como senso-

res basados en microscopía FRET para GEF-H1 (Azoitei et al. 2019). A pesar de estos 

avances, los enfoques proteómicos podrían ayudar a identificar reguladores de RhoA 

que interactúan con TRPC6. En este sentido, se ha observado la interacción de RhoA 

con otros canales TRP, como es el caso de TRPV4 (McCray et al. 2021). Por otro lado, 

el canal TRPM7 forma un complejo proteico mediante la interacción con diversos com-

ponentes del citoesqueleto de actina tales como actina y α-actinina (Turlova et al. 

2016; Middelbeek et al. 2016). Experimentos preliminares a este trabajo doctoral mos-

traron la asociación de TRPC6 con RhoA y su activador ARHGEF38 (Tabla 1). Si bien 

estos datos necesitan ser corroborados, estos hayazgos podrían sugerir la formación 

de un complejo proteico dependiente de TRPC6 para promover la activación de RhoA. 

A pesar que los estudios se enfocan en los aspectos conductores de los canales ióni-

cos, estas proteínas también pueden actuar de manera independientes de su capaci-

dad de permear iones a través de la membrana plasmática, actuando como proteínas 

de andamiaje para promover macrocomplejos de señalización adosados en la mem-

brana plasmática (Lee et al. 2014; Kirmiz et al. 2018). Por lo tanto, experimentos em-

pleando mutaciones del poro de TRPC6 podrían ser interesantes para disectar si el 

efecto sobre RhoA requiere las propiedades conductoras del canal.  

Además del efecto de TRPC6 sobre RhoA, los datos obtenidos sugieren que 

TRPC6 promueve la adquisición de un fenotipo contráctil. Estudios previos en podoci-

tos y células de músculo liso están en línea con nuestra observación (Park et al. 2017; 

Tian et al. 2010). Tanto la actina filamentosa como las adhesiones focales están regu-

lados por RhoA (Burridge & Guilluy 2016) y son componentes celulares clave para la 

contracción. Además, TRPC6 está implicado en la migración y contracción en varios 

modelos celulares como cardiomiocitos (Lin et al. 2019), fibroblastos dérmicos (Davis 
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et al. 2012), podocitos (Wu et al. 2017) y otros tejidos. Sumado a esto, la regulación al 

alza de la expresión de TRPC6 también se correlaciona con la alta invasividad de di-

ferentes tumores (Jardin et al. 2018), y diversas mutaciones de ganancia de función 

del canal producen enfermedades fibróticas como FSGF (Winn et al. 2005). Por lo 

tanto, los datos obtenidos en este trabajo doctoral se condicen con estudios previos y 

proporcionan datos novedosos sobre el mecanismo por el cual TRPC6 promueve la 

migración y contracción celular. Así mismo, el citoesqueleto de actina y las adhesiones 

focales son elementos relevantes para regular las propiedades mecánicas de la célula, 

ya que permiten propagar y sensar la tensión mecánica que ejerce la interacción entre 

matriz extracelular y la célula (Burridge & Wittchen 2013). Teniendo en consideración 

los datos obtenidos en este trabajo, se podría sugerir la participación de TRPC6 en la 

regulación de las propiedades mecánicas de la célula. Distintos experimentos podrían 

ser empleados para dilucidar si TRPC6 regula las propiedades mecánicas de la célula, 

tales como la microscopía TFM (del inglés Traction Force Microscopy). Esta metodo-

logía permite cuantificar la fuerza que genera la célula al perturbar una matriz fluores-

cente (Bergert et al. 2016). Otras aproximaciones para determinar la capacidad con-

tractil de la célula es el uso de sensores FRET de adhesiones focales (Grashoff et al. 

2010).  

Los datos obtenidos sugieren que la sobrexpresión del canal TRPC6 favorece 

la localización del factor transcripcional YAP en el núcleo, indicando un aumento de la 

actividad de este factor. A través de diversos modelos, se ha descrito que el canal 

TRPC6 regula otros factores de transcripción, principalmente sensibles a Ca2+, como 

es el caso del factor NFAT y el factor CREB (Leei et al. 2019; Tai et al. 2008). En 

conjunto a los datos obtenidos en los otros objetivos, se podría sugerir que el canal 

TRPC6 regula el factor YAP a través de la modulación de la actividad de RhoA. Este 

mecanismo ha sido descrito previamente, en donde se observó que RhoA regula al 

factor YAP a través de la modulación de las propiedades mecánicas de la célula de-

pendiente del citoesqueleto de actina (Halder, Dupont, & Piccolo 2012; Dupont et al. 

2011; Kim et al. 2018). En este sentido, diversos artículos han determinado el efecto 

de otros canales iónicos sobre el factor YAP (Pathak et al. 2014; Pardo-Pastor et al. 

2018; Taz et al. 2018). De manera interesante, todos los canales iónicos descritos 
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permean Ca2+. En conjunto a los datos obtenidos en este trabajo, estos antecedentes 

suponen un papel relevante del Ca2+ como modulador del factor YAP. Sin embargo, 

más experimentos son necesarios para dilucidar los blancos transcripcionales de YAP 

que son afectados por la regulación de TRPC6. En terminos de contractilidad celular, 

el factor transcripcional YAP regula la expresión de colageno tipo 1, la α-actina de 

músculo liso (α-SMA, del inglés Smooth Muscle Actin), entre otros (Noguchi, Saito, & 

Nagase 2018). Por lo tanto, sería interesante evaluar la expresión de estos genes de-

pendientes de TRPC6. El factor YAP es considerada una proteína mecanosensible, 

puesto que su activación depende en gran medida de las propiedades mecánicas de 

la célula (Chuan et al. 2014). Por tanto, tanto los datos obtenidos de translocación de 

YAP apoyaría la hipótesis de que el canal TRPC6 regula las propiedades mecánicas 

de la célula.  

Usando un enfoque proteómico MS/MS, se identificó que TRPC6 está asociado 

al efector RhoA, RTKN. A pesar de la falta de evidencia que indique la función celular 

de RTKN, estudios previos dilucidaron los procesos en los cuales está proteína está 

involucrada, a través de la identificación de nuevas proteínas asociadas a RTKN. De 

manera interesante, se describió recientemente que RTKN regula el reciclaje endocí-

tico a través del desensamblaje de los endosomas asociados a los filamentos de ac-

tina, mientras que la depleción de RTKN afectó el reciclaje normal basolateral (Y. Yan 

et al. 2021). El análisis del Ca2+ intracelular con FURA-2 AM y los registro del sensor 

jGCaMP8f mostró que RTKN reduce la actividad de TRPC6 (Fig.10). Estos resultados 

podrían sugerir la endocitosis de TRPC6 dependiente de RTKN como posible meca-

nismo. De manera interesante, la sobrexpresión de RTKN disminuye la abundancia de 

TRPC6 en la membrana plasmática (Fig.11). En este contexto, diversos mecanismos 

se han descrito para el tráfico y reciclaje de TRPC6. Por una parte, se ha establecido 

que la asociación con calmodulina inducida por lisofosfatidilcolina regula la transloca-

ción a membranas plasmáticas (Chaudhuri et al. 2016, 2008). Por otro lado, el dominio 

C-terminal de TRPC6 interactúa con Rab9, que en combinación con Rab11 regula el 

tráfico de TRPC6 hacia de diferentes compartimentos intracelulares (Cayouette et al. 

2010). Otros mecanismos incluyen la inserción de TRPC6 en la membrana plasmática 

a través de DAG y Ca2+ (Riazanski et al. 2015; Xie et al. 2020). Los datos obtenidos 
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en este trabajo sugieren que RTKN reduce la abundancia de TRPC6 en la membrana 

plasmática, promoviendo la endocitosis del canal (Fig.11). En este sentido, los destino 

de las vesículas de la vía endocítica pueden ser múltiples, los cuales incluyen meca-

nismos de inserción rápida en la membrana plasmática, degradación por lisozomas, 

entre otros (Estadella et al. 2020). Por lo tanto, la evaluación de otros marcadores de 

la vía de endocitosis podrán dar luces acerca del tráfico anterogrado de TRPC6. En 

este sentido, los ensayos de “feeding” para observar la internalización de vesículas 

(Fletcher-Jones et al. 2019) aportarían detalles del mecanismo de internalización de 

TRPC6. En conjunto, los datos obtenidos podrían sugerir un nuevo mecanismo de re-

gulación del tráfico anterógrado del canal TRPC6 dependiente de la interacción con 

RTKN. Esto podría sugerir un mecanismo de retroalimentación negativa dependiente 

del eje RhoA-RTKN para disminuir la actividad de TRPC6, y de esta manera evitar la 

sobreactivación de RhoA y por ende la contracción exacerbada.  

Por otro lado, al combinar el modelado in silico y los ensayos bioquímicos, se 

observó la asociación del dominio RBD de RTKN y el N-terminal de TRPC6. El dominio 

RBD es un componente clave para la activación de los efectores RhoA (Bishop & Hall 

2000; Dvorsky et al. 2004). Sin embargo, la evidencia suguiere que los efectos de 

RTKN sobre la endocitosis es independiente del dominio RBD (Yan et al. 2021). En 

este sentido, RTKN interactúa a través del dominio RBD con la proteína de unión a 

Ca2+, S100A4 (M. Chen, Bresnick, & O’Connor 2013). En mayor detalle, se observó 

que RTKN y S100A4 forma un complejo con RhoA, lo que permite la regulación de los 

efectos sobre el citoesqueleto de actina (M. Chen, Bresnick, & O’Connor 2013). Estos 

antecedentes podrían sugerir un mecanismo de interacción entre distintas proteínas, 

a fin de transducir la señal de Ca2+ dependiente de TRPC6 y la activación de RhoA. En 

este sentido, reportes previos mostraron la interacción del C-terminal de TRPC6 con 

la proteína S100A1 (Bily et al. 2013), sin caracterización funcional de esta asociación. 

Sin embargo, se necesitan más experimentos para aclarar la interacción de TRPC6 

con S100A4 y sus consecuencias sobre la señalización de RTKN-RhoA. Considerando 

la alta homología que presenta el dominio RBD entre los efectores de RhoA, TRPC6 

podría interactuar con diversas proteínas que contengan dominio RBD ,tales como 

ROCK y mDia1 (Dvorsky et al. 2004; Mizuno & Watanabe 2012). Además del dominio 
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RBD, RTKN también contiene un dominio PH para unir fosfatidilinositol 3,4,5-bisfosfato 

(PIP3) y 4,5-bisfosfato (PIP2) (Ito, Morishita, & Nagata 2018; McLaughlin & Murray 

2005). Sumado a esto, la interacción de PIP3 con TRPC6 reduce la actividad del canal 

(Kwon, Hofmann, & Montell 2007). Por lo tanto, estos antecedentes sugiere que la 

distribución de la interacción TRPC6-RTKN podría tener lugar en dominios ricos en 

fosfatidilinositoles. Como se mencionó anteriormente, el análisis in silico sugiere que 

el N-terminal de TRPC6 forma parte de la asociación con RTKN. los enfoques de EC 

sugieren que la región más probable en el N-terminal involucrada en la interacción se 

encuentra en la posición 240-300 aa, que se ubica al comienzo del dominio pre-S1 

(Tang et al. 2018). Este dominio se une en parte a PIP2, también un regulador negativo 

de TRPC6 (Mori et al. 2022). Por lo tanto, otra posibilidad para la hipótesis endocítica 

dependiente de RTKN para la reducción de la actividad de TRPC6 es que RTKN pro-

mueve la localización del canal iónico en dominios ricos en PIP3. 

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que RTKN previene los efectos de 

TRPC6 sobre la contractilidad y la migración celular, así como también sobre el 

spreading celular (Fig.9). Experimentos futuros y el uso de modelos animales aclararán 

la relevancia biológica de la interacción TRPC6-RTKN en procesos contráctiles como 

la cicatrización de heridas, el tono vascular y otros. Dada la falta de moléculas para 

inhibir o bloquear la actividad de RTKN, el uso de la interacción entre TRPC6 y RTKN 

como blanco para el diseño de moléculas que permitan bloquear dicha asociación 

(Stoilova-McPhie, Ali & Laezza 2013), ayudaría a estudiar la importancia biológica de 

esta asociación. Una de las estrategías posibles para desarrollar bloqueadores de la 

interacción TRPC6-RTKN es el el screening de moleculas pequeñas mediante herra-

mientas bioinformaticas (Scott et al. 2016). Estas herramientas han sido usadas para 

canales, específicamente para bloquear la interacción de TRPM4 con el receptor de 

NMDA (Yan et al. 2020). Otra herramienta para el diseño de bloqueadores de la inter-

acción TRPC6-RTKN es el diseño de péptidos permeables. Esta estrategia consiste 

en el desarrollo de péptidos pequeños (no más de 30 aminoácidos), al cual se le 

agrega una secuencia aminoacídica que permite la penetración de la membrana plas-

mática (Saldías et al. 2021). En el contexto de canales iónicos, esta metodología ha 

sido probada en diversos modelos (Zhan et al. 2020; Schulie et al. 2020), incluso en 
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canales TRP. Específicamente, nuestro laboratorio diseñó péptidos para bloquear la 

interacción de TRPM4 con las proteínas EB (del inglés end-binding), evitando el tráfico 

de este canal (Blanco et al. 2019). Si bien estudios estructurales y funcionales son 

requeridos para comprender en mayor detalle la relevancia biológica de la proteína 

RTKN, la superficie de interacción de TRPC6-RTKN podría ser un blanco interesante 

para el futuro diseño de bloqueadores.  

En resumen, este trabajo doctoral propone dos mecanismos relacionados al ca-

nal TRPC6, los cuales se muestran en la Figura 12. Por una parte, esta tesis propor-

ciona nuevas evidencias sobre el efecto del canal TRPC6 sobre la contractilidad y mi-

gración celular, a través de la regulación de RhoA y componentes intracelulares. Por 

otra parte, la identificación de RTKN como nuevo regulador de TRPC6 sugiere un no-

vedoso mecanismo de regulación del tráfico retrógrado del canal. 

 

 

Figura 12. Modelo propuesto de tráfico y señalización de TRPC6 en la contracción celular. TRPC6 interactúa 
con RTKN, lo cual podría regular la inserción de este canal por un mecanismo aun desconocido. Por otro lado, 
TRPC6 promueve la activación de RhoA, provocando la polimerización de filamentos de actina y la regulación de 
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las adhesiones focales. Esta ruta de señalización regula la contractilidad y la migración celular. Además, el canal 
TRPC6 incrementa la localización nuclear de YAP, sugiriendo el efecto sobre la expresión de genes relacionados 
con la reparación tisular.   
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CONCLUSIONES 
 

En conjunto, los resultados obtenidos permiten aceptar la hipótesis propuesta 

para esta tesis doctoral. Los datos obtenidos a través de los tres objetivos propuestos 

muestran que TRPC6 promueve la activación de RhoA, afectando la polimerización de 

filamentos de actina y el tamaño de las adhesiones focales. Así mismo, TRPC6 regula 

la contractilidad y migración celular, afectando la translocación del factor transcripcio-

nal YAP. El análisis proteómico mediante MS/MS en combinación con diferentes enfo-

ques para validar la interacción, permitió identificar RTKN como un nuevo regulador 

negativo del canal TRPC6. En resumen, estos datos aportan novedosa evidencia 

acerca de los mecanismos implicados y regulatorios de TRPC6, el cual emerge como 

un interesante blanco para regular procesos dependientes de la contractilidad celular.  
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