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INTRODUCCION

Durante la década pasada, los conceptos relacionados con los mecanismos que mantienen a
los alveolos libres de liquido en fos pulmones adultos han sido completamente re-evaluados. En la
actualidad, se considera que las células del epitelio alveolar desempefian un papel prominente en
esta funcion, y numerosas evidencias experimentales muestran claramente que el epitelio es muy
activo en el transporte de iones y liquidos. La contribucién de fuerzas pasivas en la regulacion del
movimiento de fluidos es probablemente mucho menos importante de lo que se pensé
originalmente (1). Estos nuevos conceptos han surgido de observaciones realizadas tanto in vivo
como en cultivo de células epiteliales alveolares (2-4).

El epitelio alveolar forma una capa continua de células que recubren el alveolo. La
superficie epitelial estd separada de la fése gaseosa por una capa deigada de liquido sobre la que
vace el surfactante, un complejo macromolecular lipoproteico que sirve para reducir tension
superficial en la interfase aire-liquido (5). Diferentes evidencias sefialan gue el epitelio alveolar es
el primer factor en mantener el volumen y la composicién en el liquido que recubre ef epitelio.

El epitelio alveolar esta compuesto de dos tipos de células, los neumocitos tipo ‘1, que
representan de 35 - 50 % de la poblacion epitelial del parénquima pulmonar y los neumocitos tipo 2
(6). Las celulas tipo | son muy alargadas (5000 - 7000 pm2) aplanadas y delgadas, y cubren el 95%
de la pared alveolar. Estas células desempefian un papel fundamental en el intercambio gaseoso y
probablemente se originan a partir de las células tipo 2, que proliferan despugés del dafio (7, 8). Los

neumocitos tipo 2 son més pequeiios (100 - 200 pm2), tienen forma cuboidal y se encuentran en las




esquinas de los alveolos. Estas células han sido muy estudiadas porque secretan el surfactante
pulmonar y diversas citocinas.

METODOS USADOS PARA EXPLORAR EL TRANSPORTE ALVEOLAR

Los estudios experimentales para analizar el transporte de iones y liquidos en el pulmoén no
han sido faciles dada la compleja estructura pulmonar. Se han realizado experimentos usaqdo tres
diferentes metodologias y cada una presenta ventajas y desventajas; pero con la integracidn de los
datos obtenidos por los distintos enfoques se ha podido obtener informacién sobre los posibles
mecanismos de transporte. La primera técnica que se uso fué la perfusion de liquidos in vivo,
posteriormente se hicieron estudios en pulmon aislado y finalmente en cultivos de celulas tipo 2
aisladas de pulmoén. Los experimentos de perfusion, ya sea in vive o en el pulmon aislado, consisten
en llenar el érgano de liquido y determinar el tiempo en que el agua y los solutos entran y salen a
través del epitelio alveolar y aparecen de nuevo en e! liguido perfundido (9, 10). Las limitaciones
' del modelo son varias, entre otras, que la composicion del liquido instilado es arbitraria y la funcién
normal del epitelio puede ser alterada. Asimismo, la molécula que se desea estudiar debe atravesar
diversos compartimentos que incluyen a las células epiteliales, el intersticio pulmonar, y las células
endoteliales antes de regresar al liquido perfundido y ser eliminadas. Otzos problemas técnicos
adicionales son: que los pulmones pueden haber sido llenados de forma incompleta o el liquido
perfundido no haber sido distribuido de manera uniforme; ademas, el transporte del epitelio puede
ser diferente de un tugar a otro (11).

Bajo estas condiciones es dificil saber con precision cual es la fraccion del epitelio que

contribuye al transporte, que células estdn involucradas y cual es la magnitud del transporte
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transepitelial neto. Asimismo, variaciones sutiles en el transporte activo no se pueden demostrar
facilmente.

Por otro lado, aunque los modelos in vivo tienen como ventaja, el estar mas cercanos a las
condiciones normales, ya que la perfusion bronquial y el drenaje linfatico se mantienen, presentan
el inconveniente de que el uso de drogas como la ouabaina, que es muy importante para el estudio
del transporte, no se puede llevar a cabo por su toxicidad.

En este contexto, y con objeto de resolver los problemas en la interpretacién de resultados
que presentan los experimentos de perfusion, se ha estudiado el transporte epitelial en cultivo de
células de pulmdn, principalmente células tipo 2. Los mecanismos de transporte también se han
analizado en membranas plasmaticas aisladas de estas células (3, 4).

TRANSPORTE TRANSEPITELIAL

Histéricamente los fisiélogos han aplicado la ley de Starling para describir el movimiento
de fluidos en el pulmoén. Esta se basa en las fuerzas oncétic;els e hidrostaticas y en el coeficiente de
_reﬂexién de las macromoléculas. Sin embargo, este enfoque ha derivado principalmente del estudio
de liquidos a través de los capilares en la circulacion sistemica, sin incluir al transporte activo. En
este sentido, no es satisfactorio para describir el transporte a través del alveolo y los capilares
pulmonares.

El epitelio alveolar transporta activaménte Na+, y el agua fluye pasivamente dei alv;eolo al
intersticio. La regulacién del volumen de liquidos en el alveolo es muy importante para el
intercambio de gases; normalmente, el volumen del liquido alveolar es muy bajo y el intercambio

de gases muy eficiente; no obstante, cuando el alveolo se inunda como ocurre por ejemplo en el



edema pulmonar agudo, el intercambio gaseoso se ve muy comprometido, y los pacientes con esta
afeccion sufren de una grave y muchas veces letal insuficiencia respiratoria (12).

Se ha sugerido que el epitelio es la barrera mas importante y ctucial para prevenir esta
inundacién alveolar (13). Sin embargo, varios aspectos del transporte alveolar transepitelial no se
conocen con precision, por ejemplo, cuales son las células involucradas, cual es la magnitud del
transporte transepitelial neto en condiciones normales y patolééicas, y finalmente, cual es €l
transporte neto de macromoléculas como las proteinas.

Los primeros estudios que sugirieron la existencia de un transporte transepitelial neto fueron
las observaciones de la formacién de domos en cultivos primarios de células tipo 2 (3, 4). La
formacion de domos refleja el transporte neto de iones, aunque el niimero de domos no soélo se
relaciona con el transporte por la monocapa sino que involucra a otros factores como la adberencia
al sustrato donde se cultivan. De hecho, los domos no son el sitio donde se efectua el transporte
sino 1a ruta de escape del liquido que se encuentra atrapado debajo de la monocapa (14).

Lo importante de los domos es que se forman dentro de los tres primeros dias de cultivo cuando las
células tipo 2 retienen a sus caracteristicos cuerpos lamelares.

Durante periodos més largos (5-14 dias) las células tipo 2 se pueden mantener en filtros
recubiertos de colagena y colocados en camaras donde se pueden medir sus propiedades
bioeléctricas como la comriente de corto circuito, resistencia transepitelial y diferencias de potencial
de circuito abierto a través de las monocapas. Bajo estas condiciones la diferencia de potencial del
circuito abierto a través de la monocapa es de 1 mV, con la parte apical negativa con respecto a la

basolateral (15}.



El lado apical negativo implica transporte activo del cation de la parte apical a la superficie
basal, o de secrecién activa de un anidn de la superficie basal a la apical. Con experimentos de
substitucion de iones y con el use de inhibidores especificos como. el amilonde, se ha llegado a la
conclusién de que hay un transporte neto de Na+ de la parte apical a la basal y no hay evidencias de
secrecion de aniones como el cloro (16). | |

Los mecanismos involucrados en el transporte basolateral y apical han sido elucidados
parcialmente y en este sentido se ha demostrado que la ATPasa de Na+ y K desempefia un papel en
el transporte de sodio y en el de fluidos. Las evidencias que sugirieron que esta enzima ¢s la
responsable del transporte activo de iones, derivaron de experimentos de inhibicién con ouabaina,
asi como por la deteccion de la enzima en la membrana plasmdtica basolateral de células tipo 2 y no
de los neumocitos tipo I por medio del uso de técnicas inmunohistoquimicas (17).

En los experimentos con ouabaina por gjemplo, se observéd que ésta disminuye la formacién
de domos y las diferencias de potencial eléctrico en las monocapas de células crecidas en filtros;
ademas, disminuye la absorcién de fluidos del alveolo cuando se agrega at liquido de perfusién en
preparaciones de pulmon aislados de ratas (3, 18).

La absorcion del liquido (el movimiento de la parte apical a la basolateral) sigue al
transporte de sodio. Los‘iones de Na+ que entran a las células epiteliales en la membrana apical son
bombeados afuera de la célula en la membrana basolateral por la ATPasa de Na+ y K. El Na+ fluye
a favor del gradiente quimico, mientras que el transporte basolateral requiere de energia porque
mueve a 10s iones en contra del gradiente. Por la actividad de la bomba, el gradiente electroqﬁimim
del K es mayor en el interior de la célula, el potasio sale por }a membrana basolateral y después se
recicla por la actividad de ia ATPasa de Na+ y K (19, 20) (Figura 1).
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ATPASADENAYK
La ATPasa de Na+ y K+ es una proteina integral de membrana que se encuentra en las
células de todos los eucariotes superiores y es responsable del transporte de los iones de Na+ y K+
a través de la membrana celular usando el ATP como fuente de energia (21).
Por cada tres sodios que bombea hacia afuera, dos iones potasio son bombeados hacia
adentro. Esto producel un gradiente quimico y eléctrico a través de la membrana celular. El
gradiente eléctrico es esencial para mantener el potencial de reposo de las células en general, y la
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excitabilidad de las células musculares y nerviosas. El gradiente de sodio es usade para numerosos
procesos de transporte, incluyendo la translocacion de glucosa, aminoacidos y otros nutrientes
dentro de la célula, asi como para la reabsorcion de agua (22, 23).

Fisiologicamente Ia ATPasa de Na+ y K+ desempeifia un papel fundamental en 6rganos
como el intestino y los rifiones que regulan {a reabsorcién de fluidos y el movimiento de electrolitos
estableciendo un gradiente a través de la membrana del epitelio (24).

Se calcula que alrededor del 23% del ATP consumido en humanos en reposo es utilizado en
la bomba de sodio. La ATPasa de Na+ y K+ es especificamente inhibida por glicésidos cardiacos,
como la ouabaina y la digoxina, lo cual ha facilitado el estudio de sus mecanismos (25).

La ATPasa de Na+ y K+ consiste de dos subunidades, la & que es la catalitica y la B que es
una glicoproteina multifuncional. La subunidad o (112 kDa) es una proteina integral de membrana
que contiene de 6 a 10 dominios que la atraviesan (Figuré 2); esta subunidad presenta el sitio de
union para Nat+, K+, ATP y Pi y para la ouabaina. El DNA que codifica para las tres isoformas
conocidas a la fecha: a1, o2 y a3, han sido clonados y éstas parecen ser el producto de tres genes
diferentes (26-28) (Figura 3).

El transcrito de la subunidad a1 es de 3.7 kb. En €l cerebro, el misculo esquelético y el
musculo liso vascular hay dos transcritos de a2, de 5.3 y 3.4 kb respectivamente, que son
producidos por poliadenilacién diferencial. En el corazén fetal los transcritos de la subunidad ¢2
son de 4.5 kb. Para o3 se genera un transcrito de 4.5 kb en la mayoria de los tejidos y de 6kb en el

cerebro fetal y en el corazon del adulto (29-31).
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Figura 2

La existencia de diferentes isoformas de la subunidad o sugiere que tienen diversas
propiedades cinéticas. En roedores, la subunidad o presenta menor sensibilidad a la onabaina en
comparacion con las isoformas a2 ¢ a3, pero esto no sucede en primates (32). Experimentos en
donde se han hecho transfecciones de subunidades especificas en células Hela, han permitido
determinar las afinidades especificas para los iones de cada isoforma. Las subunidades ol y a2
tienen una afinidad similar por el K+ extracelular, la cual es alrededor de 2.5 veces menor qﬁe la de
la a3. Asimismo, las subunidades ol y o2 tienen una afinidad similar por el Na+ intracelular, que

es aproximadamente 3 veces mayor que la de a3 (33).



2K

sitio de
union
ouabaina

exterior

membrana

u : interioy

ATP 3Na-

ADP+P

Figura 3

10



Las diferentes propiedades cinéticas de las isoformas o sugieren que la expresion de mas de
una de estas isoformas en células como las del musculo, corazén y células nerviosas no es
redundante, sino que posibiemente sea la base de una regulacion fina de la actividad de la bomba en
estos tejidos. .

La subunidad §§ atraviesa la membrana citopldsmica solo una vez y contiene un dominio
extracelular altamente glicosilado. El grado de glicosilacidn es especifico de cada tejido. El peso
molecular de la subunidad B, calculado por la movilidad en electrbforesis en geles de acnilamida,
oscila entre 42 a 55 kDa cuando estd completamente glicosilada, pero la parte proteica es de 32
kDa. A la fecha, 3 isoformas de la subunidad § han sido identificadas: B1, B2, f3 (34).

La subunidad 1 estad ampliamente distribuida en el organismo, y existe en la mayoria de
los tipos celulares. La subunidad B2 fue clonada de cerebro de rata y la subunidad B3 fue clonada
del sistema nervioso de anfibios (34, 35).

El tamaifio de los transcritos para los genes Bl y B3 es variable lo que prévicne de multiples
sitios de iniciacién; en cambio, para el gen B2 se ha encontrado un solo transcrito (34, 36).

Las interacciones entre las subunidades § y « parecen involucrar el dominio extracelular del
polipéptido B y la asa extracelular qﬁe se encuentra entre los dominios 7 y 8 de la subunidad c.
Existen evidencias de que el dominio ﬁansmembranal de Ia subunidad P se asocia a la subunidad o
y que esta asociacion es necesaria para el ensamblaje eficiente de las bornbas funcionales (37).

Diversos estudios apoyan el concepto de que por medio de la asociacidn de las subunidades
o recién sintetizadas con las subunidade§ B, s¢ facilita la formacién de complejos af activos y se
regula el nivel de la enzima que es transportado a la membrana plasmatica (38-40). Otras p;)sibles
funciones propuestas para la subunidad § es la de estabilizar ¢l complejo af. (41).

11



Para la subunidad B2 se ha descrito una actividad adicional que es la de funcionar como
molécula de adhesidon en células gliales, en donde se encuentra fuertemente unida a la subunidad
a2. De esta manera, su funcion como molécula de adhesion puede también relacionarse con la
- funcionalidad de 1a bomba. Se ha sugerido que la subunidad B2 puede interactuar con receptores de
las células adyacentes, restringiendo la posicidn de las bombas a una parte especifica de la
membrana plasmaética, lo que resultaria en la polaridad que se observa en las membranas. Es
posible que la subunidad 2 pueda funcionar como molécula de adhesién de manera independiente
de la subunidad o (42, 43).

EXPRESION TISULAR DE LA ATPasa DE Nay K+

El numero de bombas en las diferentes células varia en un rango que oscila entre 8 X 10°
sitios/célula en el pancreas de cobayo, 5 X 10° sitios/célula en miocitos de pollo en cultivo, y 3 X
10" sitios/célula en las glandulas saladas del pato (44, 45).

Como ya se menciond, los tejidos también presentan diferencias en las isoformas que
contienen. Asi por ejemplo, la subunidad o2 estd presente en musculo, corazén, tejido adiposo y
cerebro, la subunidad a3 en corazon y cerebro, y la subunidad ai se encuentra en la mayoria de las
células.

La isoforma Bl esta distribuida de forma mujr uniforme, pero esta aﬁsente en ciertos
astrocitos y células vestibulares del oido (46, 47).

En neumocitos tipo 2 se ha descrito la presencia de las isoformas al y Bl y en
homogenados completos de pulmoén se ha encontrado ademds la subunidad o2 aunque su origen

celular se desconoce (48-50).
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Por otro lado, con el uso de sondas especificas y por medio del analisis de northem blot, se
ha podido elucidar la cantidad de transcritos que existe en cada tejido. El rifion es el mas rico en
mRNA de 1, el misculo en mRNA de a2 y el cerebro en mRNA de o3. El higado tiene poco
mRNA al y no expresa otra isoforma (51). Sin embargo, la abundancia del mRNA no tiene una
relacién precisa con la expresién de la proteina, porque la concentracién de ésta puede ser
modificada por eventos traduccionales y postraduccionales.

En varios tejidos, como por ejemplo en misculo, cerebro, corazén y tejido adiposo, pueden
coexistir mas de una isoforma en fa misma célula. El significado fisiologico de esta ai:arente
duplicacion no se ha establecido, pero puede estar relacionado con el mecanismo de regulacion que
cada una de las isoformas presenta.

La formacién del dimero ap ha sido bien documentada, y estudios en levaduras, en donde
se han expresado las subunidades de manera selectiva, sugieren que la estabitidad del complejo y la
interaccion de la proteiﬂa con el K+ difieren dependiendo de las combinaciones de isoformas que se
realizaron (41).

En las células, la enzima estd sujeta a cambios constantes en su actividad basal y en este
contexto se encuentra continuamente regulada por muiltiples mecanismos, que van desde las
afinidades por el sustrato a su respueéta a una variedad de estimulos fisioldgicos hormonales. Por-
ejemplo, aunque tanto el higado y el rifidn sélo presentan las subunidades al y i, la ATPasa de
Na y K+ en estos tejidos_ presenta diferentes constantes de afinidad. La enzima del higado tiene una

afinidad 50% mayor por los substratos (52).

13



REGULACION DE LA ATPasa DE Na y K+ POR DIFERENTES HORMONAS

La ATPasa de Na+ y K+ es regulada por varias hormonas (53). Aunque los mecanismos por
los cuales las hormonas regulan a la ATPasa no se conocen con precision, se ha descrito que existen
dos tipos de respuesta: a) cambios rapidos y b) cambios sostenidos.

Cuando se necesita un cambio répido en la actividad de la bomba, por ejemplo cﬁando se
incrementa la ingesta de sal, o en caso de estress o ejercicio, hormonas como la aldostérona yla
adrenalina producen respuestas rapidas en los tejidos blanco.

Cuando se requieren cambios sostenidos de actividad, por ejemplo en periodos de
crecimiento y reparacion de tejidos, hormonas como la tiroidea y algunos factores de crecimiento
ejercen este tipo de cambios en la expresién dé las subunidades. Es conveniente sefialar también
que existen hormonas como la insulina y la aldosterona que producen ambos tipos de respuestas.

La aldosterona, que esta involucrada en la excrecién y reabsorcién de sodio en célu]a_é
renales y que produce un estimulo positivo ya sea répido o sostenido, actia a través de dos
mecanismos de accidn: 1) la activacion directa de la expresion del gen y 2) a través del incremento
del Na+ intracelular (54, 55).

La insulina regula la homeostasis del potasio a través de la bomba, removiendo e} K+
recapturado en el misculo durante el periodo postprandial y al mismo tiempo estimulando la
recaptura de la glucosa. Con este mecanismo, tanto el ion como la glucosa se almacenan en el tejido
muscular. Se han propuesto 4 posibles mecanismos para explicar }a accién de ;a insulina: a)

aumento en el Na+ intracelular, b) aumento en la afinidad por el sodio, ¢) traslocacién de la bomba

y d) desfosforilacién de la enzima (56, 57).
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La hormona tircidea tiene también un efecto regulatorio sobre la ATPasa Nat+ y K+
incrementando el nimero de bombas en las células. El tratamiento con hormona tiroidea no parece
alterar las propiedades cataliticas de la enzima sino que actia a nivel de transcripcién, estabilidad
del mensajero y transporte de los transcritos del niicleo al citoplasma (58, 59).

En contraste con la accién de estas hormonas que es sostenida, las catecolaminas proveen
una regulacion fina de la enzima provocando respuestas rapidas a modificaciones repentinas del
medio ambiente ionico. La dopamina, que reduce la reabsorcion tubular renal de Na+, ejerce esta

accién disminuyendo la actividad de la ATPasa Na+ y K+ basolateral (60).

REGULACION DE LA ATPasa Na y K+ POR GLUCOCORTICOIDES

Los glucocorticoides (GC) inducen la expresion de ciertas proteinas fetales y de la infancia
incluyendo la ATPasa de Nat+ y K+ Se ha descrito que dentro de las numerosas células que
presentan receptores para GC se encuentran las células de) epitelio alveolar de tipo 2 (61-64).

Una sola inyeccion de GC incrementa la concentracién del mRNA de las subunidades o y B
en pulmén, rifién, corazén e intestino delgado de ratas recién nacidas. El efecto de los GC es
dependiente de fa dosis y ocusre a concentraciones fisiologicas (65, 66).

El corto tiempo que éxiste entre fa inyeccion de GC y su efecto indica que éstos activan
directamente la transcripcion del gen sin ninguna protefna intermediaria. Este fendmeno se ha
demostrado en ensayos de elongacion de cadenas nacientes (nuclear RUN-ON) (67).

La estimulacién producida por GC es también dependiente de la edad; en los pulmones la
maxima estimulacién ocurre alrededor del nacimiento, mientras que en el nifidn se observa
alrededor del destete (65).
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Estudios de hibridizacién in situ en la nefrona han demostrado que la adrenalectomia reduce
la abundancia del mRNA de la subunidad a1, pero no la d; la B1; esto ocurre en los segmentos que
son sensibles a los mineralocorticotdes como es el tibulo distal y el conducto colector cortical. En
la corteza renal del adulto los GC no parecen afectar la transcripcion, por lo que la adrenalectomia
no disminuye la concentracion de mRNA; sin embargo, la actividad de la enzima se reduce después
de la adrenalectomia, posiblemente como consecuencia de una regulacién post-transcripcional
mediada por los GC. Se han propuesto dos mecanismos a este nivel, la constitucion de una poza
intracelular y/o su activacion (68-70).

Por otro lado, estas hormonas son importantes en la regulacién transcripcional de la ATPasa
de Na+ y K+ durante periodos criticos de la maduracion cuando la reabsorcién de liquidos debe ser
aumentada rapidamente. Ya que la disponibilidad de receptores no parece ser un evento importante
en la regulacion de la ATPasa de Na y K+, probablemente los GC interactuen con factores de
transcripcion que son regulados durante el desarrolio (71).

La maduracion del pulmdn fetal es regulada por la sccrecion de cortisol. En el periodo
prenatal, existe un incremento en los GC circulantes que coincide con un aunento concomitante en
el mRNA y Ia actividad de la ATPasa de Na+ y K+, asi como en el transporte de fluidos en el
pulmon. Probablemente, el aumento de la hormona ayuda a mejorar fa funcién pulmonar del
neonato estimufando {a maduracién de la ATPasa la que a su vez promueve el drenaje del liquido
de los alveolos para permitir ia entrada del aire. En este sentido,. se ha demostrado que el
tratarniento de las madres con GC reduce la incidencia del dafio pulmonar agudo en nifios

prematuros (65).
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HORMONAS ADRENOCORTICALES Y SU MECANISMO DE ACCION

Las hormonas adrenocorticales son moléculas de esteroides producidas y liberadés en la
corteza adrenal y controladas por la hormona pituitaria ACTH.

Las hormonas esteroidales se clasifican en:

a) glucocorticoides, que tienen efectos importantes en el metabolismo intermediario. -

b) mineralocorticoides, que presentan como actividad principal la retencién de sodio.

¢) esteroides con actividad androgénica o estrogénica.

En los humanos el glucocorticoide més importante es el cortisol, que es sintetizado a partir
del colesterol. Enlratas la corticosterona es el glucocorticoide mas importante (72).

Los corticoesteroides se pueden sintetizar a partir del 4cido colico, modificande el grupo
esteroide. Actualmente se producen muchos esteroides sintéticos que son muy importantes desde el
punto de vista farmacoldgico y terapeitico, por ejemplo la hidrocortisona, prednisolona,
prednisona, dexametasona, betametasona, etc.(72). |

Del mecanismo de accién de los glucocarticoides se sabe lo siguiente: después de entrar a
los tejidos se difunden a través de la membrana celular, uniéndose al complejo citoplasmico
formado por el receptor y una proteina de choque (HSP90). La proteina de choque es liberada y el
complejo hormona-receptor es transportado al m’lc;leo, donde interacn’la con los elementos
respondedores a glucocorticoides que se encuentran en el DNA, lo que a su vez se traduce en la
estimulacién o inhibicion de la expresion de genes especificos. La modulacion de la transcripcion
cambia la poza de RNA mensajero, y como consecuencia, la sintesis de proteinas es inducida o
reprimida. Los genes que codifican para la ATPasa Na+ y K+ presentan en la regién promotora
elementos respondedores a GC (64, 73).
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. SINDROME DE INSUFICIENCIA RESPIRATORIA PROGRESIVA DEL
ADULTO

El sindrome de insuficiencia respiratoria progresiva del adulto (SIRPA) constituye un
proceso patolégico dindmico y explosivo que presenta una mortalidad del 50%. Los criterios de
diagndstico para este sindrome son los de dafio pulmonar agudo que incluya 5 elementos (74).

a) Hipoxemia refractaria al uso suplementﬁlrio de altas concentraciones de oxigeno.

b} Radiografia de térax con infiltrados pulmonares difusos.

¢) Distensibilidad pulmonar disminuida.

d) Antecedente de un evento clinico de alto riesgo.

€) Ausencia de falla pulmonar congestiva.

El SIRPA es un sindrome multifactorial y las causas se pueden dividir en:

a) Trauma no toracico, embolismo graso, shock debido a cualquier causa.

b) Infecciones: septicemia por bacterias gram-negativas, otras infecciones bacterianas,

infecciones virales.

¢) Aspiracién: aspiracién de contenido gastrico, ahogamiento.

d) Drogas y agentes terapetticos: heroina, radiacién, oxigeno a altas concentraciones,

agentes citotdxicos, paraquat,

La patogénesis del SIRPA ha sido estudiado en pacientes y en modelos animales. El
evento temprano mas importante es el infiltrado neutrofilico de los capilares en el parénquima
pulmonar, con la pérdida de las uniones intercetulares del endotelio (Figura 5). En esta etapa atin no
existe fatla respiratoria. A las 24 o 48 horas posteriores a la agresion inicial, ocurre una fase
exudativa con edema pulmonar agudo e hipoxemia. La siguiente etapa consiste en dafio alveolar
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difuso con necrosis de células epiteliales tipo 1 y la formacion de membranas hialianas en los
espacios aéreos. En la fase proliferativa existe hiperplasia de células tipo 2 las cuales recubren los
alveolos y se aprecia un infiltrado inflamatorio de células mononucleares acompafiado por la
profiferacién de fibroblastos y depésito de coldgenas intersticiales. Todas estas condiciones se
presentan de 4 a 7 dias después de la agresion y el paciente muere de insuficiencia rcspiratoria
‘grave. Si el enfermo sobrevive, las lesiones pueden curar con reabsorcién del exudado alveolar y de
las membranas hialinas y restitucién del epitelio alveolar. Los fibroblastos dejan de proliferar y la
coldgena depositada en exceso es metabolizada, En estos casos, 1os pacientes presentan a largo
plazo una funcién pulmonar normal. Otros pacientes que sobreviven al cuadro agudo progresan
hacia la fibrosis intersticial difusa, con la aparicién de insuficiencia respiratoria crénica (75- 77).

La patogénesis del SIRPA no ha sido claramente establecida; diversos estudios sugieren una
importante participacién del complemento que facilita el secuestro de neutréfilos del pool marginal.
Solo una pequefia proporcion, tal vez una tercera parte de los neutréfilos, circulan activamente en el
pulmon. Normalmente estas células no causan dafio, pero después de ser activados por el
complemento, liberan radicales de oxigeno y diversas enzimas hidroliticas que daiian el endotelio y
los capilares del pulmén. Estudios clinicos han demostrado que un reducido niimero de neutréfilos
en la sangre de pacientes con factores de riesgo para SIRPA es un indicador de que el sindrome se
va a desarrollar ya que este hallazgo sugiere que un gran nimero de neutréfilos se encuentran
secuestrados en los .capilares del pulmén (78).

En el SIRPA el dafio se produce principalmente en la superficie del epitelio alveolar. Las
uniones entre las células epiteliales son muy estrechas y el dafio en el epitelio se traduce en el paso
de un exudado de liquido y proteinas del espacio intersticial al espacio alveolar (79).
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Los mecanismos responsables de la reabsorciéon del edema en el SIRPA en aquellos
pacientes que curan no se conocen con certeza. Algunos estudios han sugerido que existe un
transporte activo a través del epitelio. Asi por ejemplo, experimentos desarrollados en borregos,
Hlenando los pulmones in vivo con suero autélogo, han demostrado que el agua se remueve mucho
mas rapido que las proteinas y que la concentracion de proteinas en los espacios aéreos se
incrementa como consecuencia del agua que se ha eliminado. En estos experimentos, la absorcién
de liquido continlia por varias horas (9, 79). Por otro lado, se sabe que este mecanismo de
transporte activo de iones y liquido contribuye a la reabsorcién del material intraalveolar que existe
en los pulmones al nacer. En este proceso fisiolégico, el papel de las células epiteliales tipo 2 como
responsables de la remocion de liquidos esta bien determinada, pero no se sabe si presentan las
mismas funciones en el pulmén adulto y si éstas pueden ser estimuladas farmacoloégicamente.

En este contexto, y dadas las implicaciones del transporte transepitelial de fluidos en el
pulmon adulto normal y la importancia del transporte activo en el aclaramiento del edema
iptraa!veolar, son necesarios et desarrolio de estudios que permitan entender la naturaleza de este
transporte asi como desarroliar nuevos tratamientos farmacoldgicos para aclarar el edema vy

restaurar ¢l intercambio gaseoso que ocurre después de que el alveolo ha sido inundado.
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Figura S




OBJETIVOS

1) Desarrollar el modelo in vitro para el estudio de la expresion y actividad de la ATPasa de Na+ y

K+, asi como del transporte de iones en células epiteliales alveolares tipo 2.

2) Analizar el efecto de un glucocorticoide, la dexametasona, sobre ésta enzima y el transporte

activo de iones en células epiteliales alveolares tipo 2,

HIPOTESIS

La dexametasona estimula la expresion y sintesis de la ATPasa de Na+ y K+ y el transporte activo

de iones.
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MATERIAL Y METODOS

Aislamiento y cultivo de neumocitos tipo 2 (NT-2)

Se aislaron NT-2 de pulmoén de ratas macho Sprague-Dawley (200-225 gm), libres de
patogenos de acuerdo a la técnica descrita por Dobbs y cols (80) modificada (81). Las ratas se
anestesiaron y hepérinizaron por via intraperitoneal con pentobarbital sédico (65 mgkg) y
heparina (1,000 U); posteriormente se realizé una traqueostomia y los pulmones se removieron y
perfundieron a través de la arteria pulmonar para remover células sanguineas con 30 ml de la
solucion II que contiene HEPES 10mM, glucosa 5.6mM CaCi2 y MgSO4 1.3 mM, pH 7.4. Los
pulmones fueron lavados con 8 ml de la solucién I que es idéntica a la solucion II pero sin el
CaCl2 y MgS04, y posteriormente se llenaron con 30 U/ml de una solucidon de elastasa de
pancreas; (Worthington Biochemicais, Freehold, NJ) e incubaron por 20 minutos a 37° C.
Después de la digestién enzimatica, los pulmones se fragmentaron er presencia de 250 pug/ml de
DNAsa y se filtraron. Las suspension celular se centrifugé a 400 xg por 10 minutos, el botoén
celular se resuspendié en medio DMEM (Sigma Chemical Company, St. Louis MO) y las células
se sembraron en cajas de Petri previamente recubiertas con IgG e incubaron durante 1 ha37° C.
Los NT-2 se aislaron al recuperar las céluias no adheridas. Las células se sembraron por 24 h a
37° C en medio DMEM (Irvine Scientific; Irvine, CA) con 10,000 U/ml de penicilina, 10 mg/mi
de estreptomicina (Sigma Chemical; St Louis, MO) maés suero fetal de ternera al 10% adsorbido
con carbén activado (Hyclone; Logan, VT). La eficiencia de adhesion fué de 40%. Después de

24 hs, ¢l medio de cultivo se sustituyé por medio fresco DMEM-Ham's F-12 libre de suero y
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complementado con: acido linoleico-albumina bovina (2 mg/ml), acido selénice (10 ng/ml),
transferrina (5 pg/ml) y glutamina 2mM (Sigma Chemical Company; St Louis MO). Las células
se cultivaron por 3, 6, 12 y 24 hs a 37° C en 5% de CO, con y sin dexametasona (Sigma
Chemical Company; St Louis MO) 10”7 y 10° M previamente disueltas en etanol al 100%).

Aislamiento de membranas.

Las células se reéuspendieron en solucién amortiguadora con inhibidores (histidina-
imidazol 5mM, EDTA 2mM, PMSF 1mM, leupeptina 1 pg/ml e inhibidor de tripsina 60 ig/ml,
pH74) a4°C (10 x 10° células/ml). Se homogenizaron en fric con un homogenizador Potter-
Elvhejem durante 15 segundos dos veces. Posteriormente, se centrifugaron a 6000 x g por 10
minutos para eliminar restos celulares, nucleos y membranas mitocondriales; el sobrenadante se
centrifugé a 60,000 x g durante 60 min. a 4° C y el botén microsomal se resuspendio en 100 pl
de solucidon amortiguadora con inhibidores (82, 83).

Determinacion de Proteinas,

En la medicion de proteinas se utilizo un estuche comercial para micrométodo basado en
la técnica de Lowry (84) (Sigma Chemical Company, St Louis, MO). Para efectuar la curva de
calibracion, se diluy6 la proteina estandar (albumina sérica bovina) a una concentracion de 1000
pg/ml. Se prepararon por duplicado 5 diluciones de 0-100 pg/mi en un volumen final de 200 pl,
y tubos con 25 pl de las soluciones problema se aforaron a 200 pl con la misma solucién
amortiguadora y se prepararon también por duplicado. A cada tubo se afiadio 2.2 ml de reactivo
de Biuret, se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente a
cada tubo se le agregd 100 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu, y se agitaron ¢ incubaron a
temperatura ambiente por 30 minutos. Se determind la densidad éptica a 600 nm usando los
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tubos con 0 pg/ml para calibrar el espectrofotometro. Se graficaron las unidades de densidad
dptica contra la concentracion de proteinas, y posteriormente se calculd la concentracion de las
muestras problema extrapolando ltos valores en la curva obtenida.
Determinacién de la liberacién de fosfato inorgénico (82, 85).
Para la determinacion del fosfato inorganico se prepararon:
1.- Suspension de enzimas 5 mg/ml
2.- Solucion de iones constituida por NaCl 390 mM, KCI 60mM, MgCl12
12mM, imidazol 30mM pH 74
3.- ATP 9mM (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO).
4.- Solucién estandar de Na2HPO4 0.5 mM
5.- OQuabaina 30mM (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO)
6.- NaCl 0.9%

El disefio experimental se efectud como se menciona en la siguiente tabla:

Tubo membranas | sol. 1ones ATP fosfatos ouabaina NaCl
pl pl ul pl ul pl
Bianco 0 100 0 0 0 230
Estandar 1 | 0 100 0 100 0 130
Estandar2 |0 100 0 200 0 30
Muestra 100 100 100 0 30 0
Muestra 100 100 100 0 0 30
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1.- Se pipetearon las soluciones en el orden mencionado en la tabla anterior.

2.- Se mezclaron.

3.- Se incubaron a 37° C durante 30 minutos,

4.- Se transfirieron a un bafio de hielo y la reaccion se detuvo con 4cido tricloroacético 1%.

5.- Se agreg6 1 ml de molibdato-H,S0, con reactivo de Fiske.

6.- Se mantuvieron a temperatura ambiente por 30 minutos.

7.- Se transfirieron a celdas de espectofotémetro y se ley6 la absorbancia a 690 nm usando el
tubo blanco para ajustar a cero el aparato.

8.- La actividad de la ATPasa de Na y K+ se determiné como el indice de liberacién de fosfato
inorgénico en presencia y ausencia de onabaina 3mM. La actividad de la enzima se expresé
como nmol Pi/mg proteina/h.

Técnicas generales de 4cidos nucléicos (86).

El DNA o RNA se precipit6 con etanol de la siguiente mariera: se agreg6 0.1 volimenes
de acetato de sodio 3M, (pH 6), y 2 voltmenes (DNA) o 2.5 volimenes (RNA) de etanot
absoluto, y las muestras se precipitaron a -20° C durante dos horas. Las precipitaciones con
isopropanol para DNA o RNA se efectuaron de la misma manera, pero con 1 volurm;.n de
isopropanol. Los acidos nucléicos precipitados se centrifugaron a 12,000 x g por 20 minutos a 4°
Cy se disolvieron en solucién amortiguadora Tris-EDTA (TE).

Los. 4cidos nucléicos se cuantificaron y su pureza se determiné por medio de la
absorbancia espectofotométrica. Una unidad de absorbancia corresponde a concentraciones de 40

pg/mt de RNA y 50 pg/ml de DNA respectivamente. La relacion entre las lecturas a 260 y 280
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nm (A260/A280) debe ser de 1.8 a 2.0 para que se considere que la preparacion tiene una pureza
aceptable y se encuentra libre de contaminacién con proteinas.

Las extracciones con fenol y cloroformo (F/C) se hicieron de la siguiente forma: se
mezclé 1 volumen de solucion de éacidos nucléicos con un volumen de una mezcla 1:1 de
cloroformo y fenol y 0.1 volumen de acetato de sodio 3M pH 5.2, se incubé 10 minutos a fl° Cy
se centrifugd por 15 minutos a 12,000 x ga 4° C.

Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Las muestras de DNA se fraccionaron de acuerdo al peso molecular en geles de
formaldehido-agarosa al 1% en solucidn amortiguadora tris-boratos-EDTA (TBA) y el gel se
corrié en la misma solucién TBA a 100 volts durante 2 horas. Como marcadores de peso
molecular se utilizd DNA de lamda digerido con Hind II. Después de tefiir el gel con una
solucion de bromﬁo de etidio 0.5 ug/ml durante 30 minutos, se destifié con agua, y el DNA se
visualizé con luz ultra violeta a 310 nm.

Digestidon de plasmidos con enzimas de restriccién

Las digestiones con enzimas de restriccion se efectuaron en las correspondientes
soluciones amortiguadoras. Una reaccion esta constituida de los siguientes reactivos en el orden
correspondiente: DNA (1-5ug) en un volumen variable de TE, un volumen de agua necesario
para llevar la reaccién a un volumen total de 20 pl, 2 ul de solucién amortiguadora 10x y 2U de
cada enzima por cada ug de DNA usado. Las reacciones enzimaticas se incubaron durante 2
horas a 37° C y se pararon con EDTA 0.5 M; los productos digeridos se sometieron a

electroforesis con geles de agarosa.
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Cultivo de bacterias v aislamiento de pldsmidos.

Los cultivos bacterianos se mantuvieron y propagaron con métodos generales usados en
bacteriologia. Las bacterias fueron crecidas a 37° C en medio liquido Luria-Bertani (LB) oen
cajas de Petri con agar al 1.5% conteniendo ampicilina 50 pg/ml. Se utilizaron 2 tipos de
preparaciones: a gran escala y mini-preparaciones. Las preparaciones en gran escala se hicieron
creciendo bacterias en 500 ml de medio LB y posteriormente realizando una lisis alcalina la que
se sometié a cromatografia en columna. Las mini-preparaciones se realizaron de la misma
manera, en 5 ml de medio.

Reactivos y soluciones para aislar RNA.

Todos los reactivos y las soluciones se prepararon y manejaron para minimizar el riesgo
de contaminacion con RNAsas. Se utilizd preferentemente material de plastico desechable y
cuando se us¢ material de vidrio, éste se horned a 250° C durante 4 horas. El agua y las
soluciones fueron tratadas con dietil-pirocarbonato (DEPEC) con excepcién del Tris-HC, el
tiocianato de guanidina y el cloruro de guanidina. Las soluciones que contienen Tris-HCI o
cloridrato de guantdina se prepararon usando agua tratada con DEPEC.

Aislamiento de RNA de células en cultivo (87).

El RNA total se aislé de células cultivadas en placas de cultivo de 6 pozos. La capa de
neumocitos tipo 2 que crece adherida al fondo se lisé agregando 0.5 m! de GuSCN, se transfiri6 a
un tubo de microcentrifuga de 1.6 ml y se agité en el vortex por 5 minutos; se agregé 0.5 ml de
una solucién de fenol-cloroformo y 0.1 mi de acetato de sodio 1M pH 4.0, y se mezclé e incubd
en un baiio de hielo por 15 minutos. Posteriormente se centrifugé a 12,000 x g por 20 minutos a
4° C'y la fase acuosa se tranfiri6 a otro tubo al que se le agregé otro volumen de isopropanol, se
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mezclaron e incubaron a -20° C durante toda la noche. Se centrifugd a 12,000 x g por 20 minutos
y el precipitado se resuspendid en 0.5 ml de GuSCN precipitandose nuevamente con isopropanol
como se menciond anteriormente; el precipitado se lavd con etanol al 75% frio y se resuspendio
en TE calentandose a 68° C por 10 minutos para facilitar su resuspension. Una alicuota de 50 pi
se utilizo para cuantificarlo y checar la pureza.

Analisis de Northern blot.

Las muestras de RNA se reconstituyeron en una solucién amortiguadora (MOPS $OmM,
acetato de sodio 0.1M, EDTA 1mM, formaldehido 2.2M, formamida 50%, glicerol 5% y azul de
bromofenol 0.05% pH 7.0.

Cinco pg de RNA se fraccionaron en agarosa al 1% y formaidehido 2.2 M, y se corrieron
a 20 volts en una solucién amortiguadora de MOPS 50mM, acetato de sodio 0.1M y EDTA
1mM. El gel se tifi6 con bromuro de etidio con objeto de visualizar las bandas correspondientes
al rRNA 18s y 28s con luz .ultravioleta. El RNA fraccionado se transfirié en membranas de nylon
usando una camara de electrotransferencia (2205 Transfor; LKB, Gaithersburg, MD) en una
solucion amortiguadora de Tris-HC1 10mM, acetato de sodio 5SmM y EDTA 0.5mM pH 7.6, la
cual se corrié por 6 horas a 4° C. Las membranas se fijaron, exponiendolas a luz ultravioleta a

310nm por 5 minutos y posteriormente se hornearon dos horas a 80° C.

Preparacion de sondas.

Las sondas antisentido de RNAm de las subunidades al y (1 se generaron por
transcripcion in vitrp usando la polimerasa SP6 a partir del DNA complementario subclonado en
el vector pGEM3Z usando un sistema comercial de Promega (88). La transcripcidn se realizé
realizé en un volumen de 20 pl usando la polimerasa SP6. Se agregaron en forma secueqcial, 2
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ut de soluciéon amortiguadora de transcripcion, (Tris-HCI 200mM pH 7.5) MgCI2 30mM, vy
NaCl 50mM, 0.5 ul de DTT 400mM, 3 pl de una mezcla de NTP (ATP 3mM,GTP 3mM, UTP
3mM y CTP 83 uM), **P-CTP aproximadamente 30 pmoles, 3000 Ci/mmol), 1 ul RNAsin (40U)
y 0.5 pl de polimerasa SP6 (10U). Las preparaciones se incubaron durante 2 horas 2 37° C y la
reaccién se terminé agregando 0.5 ul de 0.5M EDTA (pH 8.0). |
Hibridizaciones

Las hibridizaciones de los Northern blots se realiiaron a una concentracion de
aproximadamente 10ng/ml que da rendimientos de aproximadamente 10° dpm/ml de solucién
hibridizadora. La solucién de érehibridacién e hibridacién consisten de: formamida 50%, sulfato
de dextran 10%, 0.5% de leche en polvo, SDS al 1%, DNA de esperma de salmén 250 pg/mi,
tRNA de levadura 250 pg/ml en 6xSSC (donde 1xSSC consiste en NaCl 0.15M, citrato trisddico

| 0.015M, p 7.0).

Las membranas se prehibridizaron por tres horas y luego se incubaron toda la noche en
solucion de hibridacion que contenia ta sonda respectiva. La temperatura de incubacién fué de
57° C; al término de la incubacion las membranas fueron enjuagadas 3 veces en solucién 2xSSC-
1% SDS a temperatura ambiente, y después lavadas 3 veces durante 30 minutos en 2xSSC-1%
SDS y finalmente en 0.1xSSC-1% 3 veces por 30 minutos. La temperatura de los lavados fué de
65° C. Las autoradiografias se realizaron a -80° C con y sin pantallas amplificadoras (89).

Cuantificacion de la expresion del mRNA.

La intensidad de la sefial para las subunidades de la ATPasa y del rRNA 28s se

cuantificaron por densitometria y el area de los picos se determind por medio de un programa de
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computadora, La expresion del mRNA de las distintas subunidades se dividi6 entre los valores
correspondientes al 28s para cada tiempo.

Transporte de ¥Rb (90).

Se sembraron 1x10° células por pozo en cajas de 24 pozos y se trataron con
dexametasona 10 y 107 M durante 3, 6, 12, y 24 horas. Posteriormente se incubaron con y sin
ouabaina ImM v después de cinco minutos de incubacién el medio se reemplazo por medio que
contenia ! pCi de %Rb. El transporte se termina a los 5 minutos aspirando el medio y lavando
las placas con MgCl,. Las cajas se dejaron secar al aire y las células se solubilizaron en NaOH
IN. El transporte de %Rb se cuantifico en alicuotas del material solubilizado con NaOH pot
medio de un contador de centelleo liquido; la proteina se cuantifico en las mismas all;cuotas
usando un estuche de Bio-Rad para microdeterminacion de proteinas, siguiendo las instrucciones
del fabricante y usando albumina bovina como estandar.

El transporte de *°Rb se determiné como la diferencia en la entrada de **Rb en presencia
y ausencia de ouabaina. La actividad se expreso en nmol de K/minuto/mg proteina.

Analisis por Western biot |

La concentracion relativa de las subunidades ol y Pl se determind por medio de un
analisis semicuantitativo por Western blot. Los NT-2 se sembraron durante 24 horas y se
cultivaron sin y con dexametasona 10™™ durante 0, 6, 12, y 24 horas. Posteriormente se
extrajeron membranas celulares de la manera anteriormente mencionada, con la excepcion de que
la primera centrifugacion fué a 10,000 x g por 10 minutos, a 4° C y posteriormente el

sobrenadante se centrifugd a 100,000 x g por 1 hora a 4° C.
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Las membranas se fraccionaron en electroforesis en geles de poliacrilamida. Para detectar
la subunidad a1 se cargaron Sug de proteina en un gel que contenia SDS/acrilamida al 10% y
para detec‘tar Bl se utilizaron 50 pg de protina en geles de SDS/acrilamida al 7.5%. Los geles se
corrieron en condiciones reductoras en una minicdmara de electroforesis Bio-Rad durante 1 hora
a4°Cy 200 mV.

Los geles se transfirieron a membranas de nylon en una cidmara de electrotransferencia,
durante 1 horaa4°Cy 106 mV, en una solucién amortiguadora (Tris 20mM, glicina 150mM y
metanol al 30% pH 8) (91, 92).

Deteccion de Ia proteina.

La membrana se sumergié en 40 ml de una solucién bloqueadora, que consiste 5% de
leche en polveo disuelta en PBS con Tween 20 al 0.05% (PBS-T) durante 12 horas a 4° C en
agitacién constante; posteriormente las membranas se enjuagaron con PBS-T en dos ocasiones y
se lavaron 3 veces por 10 minutos; se agregd el anticuerpo primario disuelto en solucion
b_loqueadora y se incub6 a 4° C durante 12 horas y en agitacion. La subunidad ol se detecté con
un anticuerpo monoclonal ( anti-rata C464-6B, donado por M. Caplan) a una dilucion de 1;50. La
subunidad B1 se revelé con un anticuerpo policlonal a una dilucién de 1:500 (anti-rata FPBI1
donado por Alicia Mc Donough). Después de la incubacién se Vlas membranas se eﬁjuagaron 2
veces, y se lavaron 3 veces por 10 minutos con PBS-T. Se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacidén en présencia del segundo anticuerpo, anti-ratén en el caso de los
monoclonales, y anti-conejo en el caso del policlonal. El anticuerpo secundario estaba acoplado a
peroxidasa y la dilucién a la que se us6 fue de 1:3000. Los lavados se realizaron como en el caso
del primer anticuerpo.
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Para detectar la quimiolumi_nicencia se siguieron las instrucciones de la compafiia
proveedora (Amersham), que consistieron en mezclar el reactivo A y ¢l B en partes iguales y
cubrir la membrana durante 1 minuto con la mezcla; se removié el fluido sacudiendo la
membrana, s¢ cubrié con plastico, se expuso en la oscuridad a un film de rayos x durante 1
minuto, y se reveld convencionalmente en una maquina de revelado automatico (93).

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados usando e! método ANOVA y la prucba t para

comparacion de grupos. Para comparar los diferentes grupos experimentales se utilizé la prueba

de rangos multiples de Duncan. Se considerd significativo un valor de p < 0.05.
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RESULTADOS

Efecto de la dexametasona sobre la expresion de ATPasa de Na+ y K+ por neumocitos tipo 2.
Los niveles de RNA mensajero para las cadenas o y B se determinaron por andlisis de
Northern blot y se semicuantificaron por medio de densitometria, como se detallé en Métodos.
Los valores del RNA mensajero se encuentran expresados en unidades arbitrarias
(abundancia relativa) las cuales se obtuvieron dividiendo en cada tiempo los valores
experimentales sobre los controles. En la figura 6 se pueden observar las concentraciones
relativas de] RNA mensajero de la subunidad al en un experimento realizado 2 0, 3, 6 y 12
horas. La dexametasona se utilizé en dosis de 10® y 107 M. Los valores correspondientes‘a cada

punto representan la media + el error estandar de dos experimentos realizados en triplicado.
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Como se puede apreciar en esta figura, ninguna de las dosis de dexametasona produjo un
cambio significativo en la expresion de la subunidad al de la ATPasa Na+ y K+.

En contraste, la dexametasona, a una dosis de 10" M indujo un incremento significativo
en la expresion de la subunidad p1, que se observd desde las 6 horas y se mantuvo hasta las 24
horas. Estos resultados se ilustran en la figura 7, donde comparados con el control, los niveles
basales del transcrito Bl aumentan de manera significativa en los tiempos mencionados (p<

- 0.05), en donde el pico méximo de estimulacidn se observé a las 12 horas, seguido de una

disminucién posterior.
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Un ejemplo de la induccidn provocada con dexametasona se muestra en la figura 8 donde
se aprecia un northern blot correspondiente a 0 y 24 horas de incubaciéon con y sin
dexametasona, en un experimento realizado por triplicado. Después de 24 horas de cultivo, existe
un aumento espontaneo de los transcritos correspondientes a la subunidad Bl1, pero éste se

incrementa de manera mas notoria en presencia del esteroide.

Figura 8
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Efecto de la dexametasona sobre la sintesis de ATPasa de Na+ y K+ por neumocitos tipo 2.

La produccion de la enzima se estudid a través de un Westemr blot. Los neumocitos tipo 2
fueron incubados en presencia de dexametasona 10®* M durante 0, 6, 12, v 24 horas y
posteriormente se realizaron preparaciones de membranas celulares las cuales se fraccionaron por
electroforesis SDS-acrilamida y posteriormente se transfirieron a membranas de nylon las cuales
se incubaron con un anticuerpo monoclonal especifico para al y un policlonal para 1. La figura
9 thustra un Western blot representativo de uno de estos experimentos. Se puede observar que la
subunidad a1 migra como una banda de ~96 kDa. La proteina se incrementa en las células que se
expusieron 6 y 12 horas la dexametasona. Un homogenado de rifién fue usado como pontrol

(carril izquierdo) y el peso molecular se determiné al comparar con marcadores de peso

molecular,
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En la figura 10 se muestra la concentracion relativa de la subunidad o1 semicuantificada
por un analisis densitométrico del Western blot. Cada columna representa la media y el error
estandard de 2 experimentos realizados en triplicado. Se le asigné el valor de 1 al control de cada
tiempo y la expresién de la proteina de las células tratadas con dexametasona se normalizo por
este valor. Como se puede observar en esta figura a las 6 horas, la concentracién de la subunidad

al se incrementd significativamente (p< 0.05).
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En relacion a la subunidad Bl, ésta se incrementd en los NT-2 incubados con
dexametasona desde las 6 horas, alcanz6 su pico de incremento a las 12 horas, y se mantuvo
significativamente elevada hasta las 24 horas. Estos resultados se muestran en la figura 1 1,'donde
las columnas representan la media de 2 experimentos en triplicado y sus correspondientes errores

estandard. A las 12 horas, el incremento de la subunidad B1 en comparacion con el control fue de

aproximadamente 1.7 veces.
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En la figura 12 se ilustra un western blot representativo de estos experimentos. La
subunidad P1 aparece como una banda de aproximadamente 46 kDa, que corresponde al peso
estimado de esta proteina. Debido a que se trata de un anticuerpo policlonal, se visualizan otras
bandas adicionales, una de las cuales podria puede corresponder a un dimero de esta subunidad.
Como control para saber cual banda era la que correspondia a la subunidad Bl de la ATPasa se
us6 un panel de tejidos y se observd que cerebro que contiene menor cantidad de esta subunidad,
presentaba una pequefia banda, y el rifién que es el tejido que la tiene mas abundante, mostfaba la

banda de mayor intensidad.

Figura 12
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Efecto de la dexametasona sobre la actividad de la ATPasa de Na+ v K+ en neumocitos tipo 2.

La actividad de la enzima se evalud con dos diferentes métodos. En la figura 13 se
muestran los resultados obtenidos con el transporte de Rb*. En estos experimentos se utilizaron
dos dosis de dexametasona, 107 y 10 M alas 3,6, 12 y 24 horas. Se puede observar que existe
un aumento estadisticamente significativo (p < 0.05) con ambas dosis a las 12 horas. El efecto
con dexametasona 10 M es mucho mayor que con la dosis mayor. El incremento observado con
dexametasona 10”7 M es de aproximadamente 1.8 veces sobre el control. En cambio con 107 M,
el transporte del Rb® aumenta 3.6 veces. En la grafica, cada punto reprf:senta la media y error

estandard de 3 experimentos realizados por duplicado.
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- "El otro método utilizado para evaluar la actividad de la ATPasa de Na+ y K+ consistié en
un conjunto de experimentos que evaluaron la hidrolisis del ATP. Los neumocitos tipo 2 se
incubaron con y sin dexametasona 10® M durante 3, 6, 12, vy 24 horas. Posteriormente, se¢
aislaron membranas celulares y se determiné la actividad de la enzima. En la figura 14 se puede

observar que existe un aumento significativo en la actividad de la enzima a las 12 y 24 horas. En

esta grafica cada punto representa la media y el error estandar de 3 experimentos realizados en
duplicado. A las 12 horas el incremento de la hidrélisis fué de 90 nanomoles de Pi/mg de
proteina en los controles a 240 nmol Pi/mg de proteina ¢n el caso de las células tratadas con
dexametasona (p < 0.05). Igualmente, a las 24 horas el aumento fué de 100 nmoles Pi/mg de

proteina en el grupo control a 250 nmoles Pi/mg de proteina en el grupo experimental (p < 0.05).

300 |

. —0— CONTROL ‘i M !
if -a- 0EX 10° M —-—"‘""'—}
- |
g s 200
B & _
Lol
< 09
s & I
Q B - 4 1 A
o £ 100}
s =
23
-
ZE

° P ¥ 1 R 5

0 3 s 12 24
Tiempo (horas)
Figura 14

43




DISCUSION.

En diversas investigaciones realizadas tanto in vive como in vitro, se ha demostrado que
los corticoides regulan a la ATPasa de Nat+ y K+ en diferentes 6rganos, siendo el mas estudiado
a la fecha el rifidn de rata. Por ejemplo, en el asa ascendente de Henle, en el rifién de la rata en
desarrollo, el incremento de la corticoesterona en suero se asocié con un aumento signiﬁcaﬁvo en
la actividad de la ATPasa de Na+ y K+ y concomitantemente, con un incremnento en la tapacidad
de concentrar el Na+ {94).

En esta misma linea experimental, se ha demostrado que la dexametasona es capaz de
restaurar la actividad de la ATPasa de Nat+ y K+ en el asa ascendente de Henle de ratas
adrenalectomizadas, efecto que es inhibido con ciclohexamida y atinomicina D lo que indica la
participacion de mecanismos de transcripcién y traduccién de la enzima (95). Asimismo, en un
modelo similar de ratas adrenalectomizadas la corticoesterona incrementé en rifion los transcritos
del mRNA de las subunidades al y B1 asi como la actividad de ta ATPasa (96).

Recientemente, en un modelo de transeccion de neuronas de médula espinal, se ha
demostrado también el efecto regulatorio de los corticoides sobre la ATPasa de Na+ y K+, En
este modelo, la lesidén neuronal provoca una disminucién significativa en la expresién del RNAm
de la subunidad o3, la cual es revertida con el tratamiento con dexametasona 9.

Asimismo, en células de misculo liso vascular de aorta de rata, tanto la dexametasona
como la aldosterona inducen la expresién del RNA mensajero de las subunidades c.1 y B1 de una
manera dependiente del tiempo de exposicion y de la dosis utilizada. La induccién mediqda por
dexametasona depende del receptor para glucocorticoides y es independiente de la entrada de
sodio (98).
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En el pulmén, se ha demostrado que los glucocorticoides modulan el desarrollo y la
maduracién del pulmén fetal y previenen el sindrome de insuficiencia respiratoria en nifios
prematuros (99). En este sindrome, la inmadurez pulmonar, que entre otros aspectos se traduce
en una disminucion de la capacidad funcional de las células epiteliales tipo 2, origina graves
trastornos patoldgicos en el parénquima pulmonar caracterizados por edema, atelectasias, €
infiltrado inflamatorio.

Numerosos estudios in vifro € in vivo han demostrado el efecto estimulador de los GC en
el desarrolio morfolégico, bioquimico y funcional del pulmén en diversas especies incluyendo el
humano (100, 101). Asi, tanto los GC naturales como sintéticos promueven la diferenciacion de
las células epiteliales tipo 2, efecto que incluye el incremento del nimero y tamafio _de los
cuerpos lamelares.

En este contexto, se ha demostrado que los glucocorticoides tienen un efecto terapéutico
porque estimulan la sintesis y secrecion del surfactante, lo cual lo hacen al menos de dos
maneras, por un lado actuando directamente sobre las células del epitelio pulmonar, y por otro,
modulando el efecto estimulatorio que los fibroblastos ejercen sobre los neumocitos tipo 2 para
la produccion de este complejo (102).

Sin embargo, el efecto positivo de los GC para la prevencién o tratamiento del sindrome
de insuficiencia respiratoria de los prematuros no parece relacionarse sélo con su capacidad para
incrementar los niveles de surfactante puimonar. Por ejemplo, Orlowski y colaboradores (103)
han documentado un rapido incremento de los niveles de transcritos de! mRNA de al y Bl de la
ATPasa de Na+ y K+ en las ratas durante la etapa neonatal el que continua hasta dos dias
después del nacimiento, para posteriormente disminuir a niveles basales. Estos cambios
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posiblemente correspondan a la necesidad del pulmén de limpiar el fluido intraalveolar durante
la etapa neonatal, para mantener las estructuras alveolo-capilares en condiciones adecuadas para
el intercambio de gases.

Es importante sefialar, que el estado basal de los transcritos del mRNA de las
subunidades a1 y 1 asi como la expresion y la actividad de la proteina de la ATPasa de Na+ y
K+ se incrementan también en dos modelos diferentes de dafio pulmonar inducidos por
hiperoxia, paralelamente con un aumento en el aclaramiento del edema alveolar (104, 105). En
otras palabras, un aumento en la expresion, sintesis y/o actividad de esta enzima parece aééciarse
con un importante mecanismo de defensa que se relaciona con el mantener secos los alveolos,
para la llegada del aire y la realizacién del intercambio gaseoso.  También en el dafio pulmonar
inducido en lechones con altas concentraciones de oxigeno, se ha observado que los GC ejercen
también un efecto protector y disminuyen la lesion tisular (106).

Estudios realizados para averiguar que células pulmbnares tienen receptores para
glucocorticoides han demostrado que éstos existen por lo menos en fibroblastos fetales, células
endoteliales y células epiteliales, lo que sugiere que ambos tipos celulares son blancos
potenciales de estas hormonas (107).

Es importante sefialar, que el efecto de los glucocorticoides sobre las células epiteliales
pulmonares ha sido evaluado princip.a!mente en fetos y recién nacidos, pero su posible accion
sobre células alveolares del adulto, especificamente en relacién a la estimulacion de la ATPasa
de Na+ y K+, no se habian desarrollado.

Para la reélizacién de nuestro trabajo especulamos que un efecto positivo de los GC sobre
la actividad de esta enzima podria significar un avance en la comprension y el tratamiento de
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enfermedades rspiratorias del adulto caracterizadas por presentar edema pulmonar como es por
ejemplo el caso del sindrome de insuficiencia progresiva del adulto.

Con la hipotesis sefialada se disefio el presente estudio en el cual demostramos que la
dexametasona incrementa significativamente el estado basal del transcrito del mRNA de la
subunidad Bl d¢ la ATPasa de Na+ y K+ Este aumento alcanzé una magnitud de
aproximadamente 100 a 200% después de que los neumocitos tipo 2 obtenidos de ratas adultas
fueron incubados 6 y 12 horas en presencia de esta hormona. De manera interesante, no se
observo ningun cambio en 1os niveles basales del transcrito de la subunidad o 1.

En términos generales, estos resultados son consistentes con aquellos reportados en
estudios previos en el higado de ratas adrenalectomizadas, donde después de un estimulo con
dexametaso-na, se¢ observé un incremento del RNA r.nensajero de la subunidad Bl sin
modificaciones en la expresion de la correspondiente subunidad o (108).

Otro ejemplo similar de regulacién diferencial de los mRNA de ambas subunidades se ha
demostrado en células LLC-PK1/Cl4 (109). Cuando esta linea celular proveniente de rifion de
cerdo se incuba durante 6 horas con concentraciones bajas de K+, sélamente el transcrito del
MRNA de la subunidad B1 de la ATPasa de Na y K+ se incrementa en aproximadamente 2 veces
sobre el control. Esto a su vez resulta en un aumento de 2 veces en las proteinas de las
subunidades a y B y un aumento concomitante de la actividad hidrolitica de la enzima. Asi, estos
estudios al igual que el nuestro sugieren que la subunidad B puede ser un factor limitante para el
ensamblaje del heterodimero de la ATPasa de Na y K+.

Otros estudios adicionales también apoyan la hipétesis de que la subunidad Bl es critica
para el transporte intracelular de la bomba recién sintetizada a la membrana plasmética y que la
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subunidad Bl desempefia un papel importante en el ensamblaje correcto de la subunidad o a la
membrana para formar dimeros de la ATPasa de Na y K+ con funciones y propiedades normales
(110-112). De esta manera, como la subunidad [} es necesaria para el transporte eficiente de la
subunidad o fuera del reticulo endoplasmico, un exceso en la produccién de la subunidad f
aseguraria que siempre hubiera estas subunidades para la formacion del heterodimero o/p.

La regulacién inducida por la dexametasona del mRNA de la subunidad p1 de la ATPasa
que se observo en este estudio sobre células alveolares epiteliales tipo 2, es compatible con
investigaciones previas en otros tipos celulares y se podria deber a un incremento en la
transcripcidn como se demostré en el rifidn de ratas infantiles donde los glucocorticoides
estirﬁulan directamente la transcripcion de las subunidades ol y p1 de la ATPasa (113).

Concomitantemente con el incremento en la expresion del RNA mensajero de la
subunidad B1, se observé un aumento de la proteina de la isoforma a1, cuando tas células AT-2
se incubaron con dexametasona por 6 horas, y la de la proteina de la subunidad Pl alas 6, 12 y
24 horas. Como se menciond previamente, el incremento de la proteina ol no se asocié con un
aumento de los niveles del RNA mensajero correspondiente, lo que sugiere que eventos post-
 transcripcionales pueden estar involucrados en la regulacién de la ATPasa de Na y K+ en este
modelo.

La dinamica de los eventos que ocurren en la sintesis y posterior transporte de la ATPasa
de 'Na y K+ a la membrana celular ha sido explorada por diversos autores. Después de ser
sintetizadas en los polisomas que se encuentran unidos a la membrana del reticulo endoplasmico
rugoso, las subunidades o y B son transportadas a través de una red de compartimentos
membranales a su sitio funcional de la superficie ce!ular. Tamkum y cols. (114) en experimentos
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de “pulso y caza” realizados en cultivos de neuronas de pollo encontré que este proceso sc lleva a
cabo en aproximadamente 50 minutos. El transporte de la ATPasa recién sintetizada continua por
varias horas, y aproximadamente 20% de la enzima que ha sido marcada es retenida
intracelularmente.

La sintesis de proteinas analizada por Western blot en las membranas obtenidas de
células AT-2 se realiz6 sin fraccionamiento celular y por lo tanto no obtuvimos por separado la
membrana plasmatica y las intracelulares. En este sentido, nuestro estudio cuenta con la
limitacién de no haber identificado si hubo o no translocacion de las mismas (56, 115).

Probablemente el incremento de la proteina de la isoforma a1 observada en este trabajo
se pueda deber a movilizaciones de la proteina de pozas intracelulares a la membrana plasmaética
por medio de transtocacién o por otros eventos post-traduccionales (56).

Por otro lado, y como ya se menciond, nuestro estudio mostrd que ¢l aumento en la
expresion del mRNA de la subunidad f1 se correspondié con un incremento concomitante de Ia
s;'ntesis de la proteina de esta subunidad en los mismos tiempos. Por el contrario, el mRNA de ia
subunidad ol no se modificé cuando las células se incubaron en presencia de dexametasona,
aunque la abundancia de la proteina se incrementd significativamente a las 6 horas.

-En base a estos resultados, sugerimos que la dexametasona pudo haber incrementado la
funcion de la ATPasa de Na y K+ en las células del epitelio alvolar tipo 2, como resultado de una
combinacién de eventos transcripcionales, traduccionales y post-traduccionales, como se ilustra
en las figuras 10y 11.

Ei tranéporte de rubidio en células AT-2 se increment6 después de 12 horas de exposicion
' a dexametasona en comparacion con los controles y disminuyé a valores basales a las 24 horas
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de exposicion. En contraste, el aumento de la actividad hidrolitica de la enzima se sostuvo hasta
las 24 horas de exposicion. Las diferencias observadas entre estos dos ensayos se pueden explicar
porque miden dos aspectos diferentes de la actividad de la enzima. El Rb® evalua el transporte a
través de las células AT-2, mientras que la actividad hidrolitica mide la liberacién del fésforo
inorgénico bajo condiciones de velocidad méxima en microsomas aislados de estas células.

El incremento en la actividad de la ATPasa de Na+ y K+ inducida por dexametasona en
células epiteliales alveolares de rata puede ser explicado a través de dos posibleslmecanismos:
como un aumento en la eficiencia del transporte 0 como un incremento en el nimero de bombas
activas en la superficie de la célula. En este contexto, el grupo de Bland (116, 117) demostraron
que ¢l transporte det cation en las células epiteliales de conejos cambia al nacer; asi, e} transporte
de rubidio marcado sensible a ouabaina es mucho mayor en células epiteliales obtenidas en
conejos recién nacidos que en los fetos. A lo_s 30 dias posteriores al nacimiento se obsérva un
incremento de este transporte que alcanza los valores del adulto. Los autores calcularon el grado
de recambio de la ATPasa de Nat+ y K+ y concluyeron que éste aumenta al nacer, mientras que
después del nacimiento lo que se incrementa es el niimero de bombas.

En resumen, en nuestro estudio demostramos que la exposicion de células AT-2 de rata
en cultivo a la dexametasona resulta en un incremento en el estado basal del mRNA de la
subunidad B1 de la ATPasa de Na+ y K+, con un aumento de los niveles de proteina de las
subunidades a! y 1 que se asocia con un incremento en la actividad medida por dos €nsayos

funcionales.
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- De esta manera, estos hallazgos sugieren que los glucocorticoides podrian ser usados
como una estrategia para regular la ATPasa de Nat+ y K+ en el epitelio alveolar, en aquellas

condiciones patologicas que se asocien con edema alveolar difuso.
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RESUMEN

La ATPasa de Na+ y K+ es una proteina integral de membrana que se encuentra en las células de
todos los eucariontes superiores y es responsable del transporte de los iones de Na+ y K+ através
de la membrana celular usando el ATP como fuente de energia. Fisiologicamente la ATPasa de
Nat y K+ desempefia un papel fundamental en 6rganos como el intestino y los rifiones que
regulan la reabsorcién de fluidos y el movimiento de electrolitos estableciendo un gradiepte a
través de la membrana del epitelio. La ATPasa de Na+ y K+ consiste de dos subunidades; la o
que es la subunidad catalitica, con un peso molecular de alrededor de 112 kDa, con el sitio
intracelular donde se une el ATP, un sitio de fosforilacion y el sitio donde se une la ouabaina y la
subunidad B que es una glicoproteina multifuncional de un peso molecular que oscila entre los 42
2 55 kDa. Se han descrito tres isoformas para ambas subunidades. Estudios previos en rifién,
corazon e higado han demostrado que la dexametasona regula la expresion de la ATPasa de Na+
y K+. En el pulmon la ATPasa de Na + y K+ se ha descrito en las células epiteliales alveolares
tipo 2 (NT2) y se piensa que participa en el transporte activo de Na+ y en el aclaramiento del
edema pulmonar. El objetivo de este estudio fue determinar si la dexametasona regula a la
ATPasa de Nat+ y K+ en cultivos de células epiteliales alveolares tipo 2. El estudio de los
mecanismos de regulacion de la ATPasa de Na+ y K+ mediados por Ia dexametasona cbnfn'buiria
a entender mejor el papel que desempefia esta enzima en el transporte activo de Na+ y el
aclaramiento de edema. Se aislaron del pulmon de rata células alveolares tipo 2, se cultivaron con
dexametasona 107 y 10°° M, las células se cosecharon en periodos de 3, 6, 12 y 24 horas después
de la exposicién a dexametasona y se determinaron los niveles de RNA mensajero de las cadenas
o y B, aislando el RNA mensajero y realizando analisis de Northern blot. La expresion de la
proteina se determiné por medio del anilisis de Western blot .y la funcién de la enzima se realiz6
por medio de dos ensayos, el de hidrolisis de ATP en membranas aistadas de las células epiteliales
alveolares tipo 2 y el transporte de **Rb sensible a ouabaina en las células in vivo, Los niveles

basales del RNA mensajero transcrito de la subunidad 81 aumentaron de manera significativa
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(p<0.05) alas 6, 12 y 24 horas de exposicion a la dexametasona. Los niveles del RNA mensajero
transcrito de la subunidad al permanecieron sin cambio. La expresion de la proteina de las
subunidades aly Bl aumentd en las NT2 expuestas a dexametasona en comparacion con los
controles y en a;ociacién con un incremento temporal de la funcién de la ATPasa de Na+ y K+
después de la exposicién a dexametasona. Estos resultados sugieren. que probablemente la
dexametasona regula ala ATPasa de Nat y K+ en células epiteliales alveolares tipo 2 por

medio de mecanismos trancripcionales, traduccionales y post-traduccionales.
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ABSTRACT
The Na+K+-ATPase is a transmembrane protein that has been found in all eucaryotic cells. It
transports Nat+ and K+ ions through the membrane using energy derived from ATP hydrolisis.
The Na+ K+-ATPase plays a very important role in the physiology of organs, such as the kidney
and the intestine, that transport fluids and maintains Na+ and K+ gradients across the plasma
membrane. The Na+tK+-ATPase consists of two subunits, The a-subunit is the catalytic subunit
with a mblecular weight of approximately 112 kDa, presents the intracellular ATP binding site, a
phosphorilation site and a ouabain binding site, the f-subunit is a muitifuctional protein with a
molecular weight ranging from 42 to 55 kDa. Three isoforms of each one of the subunits have
been described. Previous studies in kidney, heart and liver cells have demonstrated that
dexamethasone regulates the expression of Na+K+-ATPase. In the lungs, NatK+-ATPase has
been reported in alveolar epithelial type 2 cells (AT2) and is thought to participate in active Nat
transport and lung edema clearance. The aim of this study was to determine whether Na+K+-
ATPase would be regulated by dexamethasone in cultured rat AT2 cells. Regulation of the
NatK+-ATPase by dexamethasone could lead to a greater understanding of its role in active
sodium transport and lung edema clearance. Rat AT2 cells were isolated, plated for 24 hours, and
exposed to 107 M and 10-83 M dexamethasoné. These cells were harvested at 0, 3, 6, 12 and 24
hours post-dexamethasone exposure steady-state Na+K+-ATPase mRNA transcript levels from «
and Psubunits were determined after RNA isolation and Northern blot analysis, abundance of the
subunits was determined by Western blot analysis and the NatK+-ATPase activity was
determined by the hydrolisis of ATP in membrane fractions of alveolar epithelial cells and by the

measurement of the ouabain sensitive ** Rb uptake in alveolar epithelial cells in vivo. The steady-
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state Na+K+-ATPase B] mRNA transcript levels increased in AT2 cells 6, 12 and 24 hour’s
post-dexamethasone exposure (p<0.05). However, the steady-state a1l RNA transcript levels
were unchanged. The protein expression for a1 and f1 subunits increased in AT2 cells exposed to
dexamethasone compared to controls in association with a temporal increase in Na+tK+-ATPase
function post-dexamethasone exposure. These results suggest that dexamethasone regulates
Na+K+-ATPase in AT2 cells possibly by transcriptional, translational and post-transtational

mechanisms.
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