Ciudad Universitaria

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
LICENCIATURA EN INVESTIGACION BIOMEDICA BASICA

CALCIO Y OSMOTRANSDUCCION: EFECTO SOBRE LA
LIBERACION DE TAURINA EN ASTROCITOS

TESIS

que para obtener el grado de
Lic. en Investigacion Biomédica Basica

Presenta
Velia Maria de la Paz E ardin Martinelli

Directora de Tesis:
Dra. Herminia Pasantes

2002

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Aulonizo a la Direcclon General de Blbliotecas de b
UNAM a difundir en formato electrénico e impreso of
contenido de n\ trabajo ecepclonul.
NOMBRE: \\ LQ ardica

FEGHA: ,Ztlfﬂ{im;{\z A
X4 allo.

FiRMA;




Historia

Un cronopio pequefiito buscaba la llave de la
puerta de calle en la mesa de luz, la mesa de luz
en el dormitorio, el dormitorio en la casa, la casa
en la calle. Aqui se detenia el cronopio, pues
para salir a la calle precisaba la llave de la
puerta.

Julio Cortazar. Historias de cronopios y de famas.

Destino de las explicaciones.

En algin lugar debe haber un basural donde
estan amontonadas las explicaciones.

Una sola cosa inquieta en este justo panorama:
lo que pueda ocurrir el dia en que alguien
consiga explicar también el basural.

Julio Cortazar. Un tal Lucas.

“Porque hay dos clases de verdades: las de la
ciencia, que valen para poliedros, cdlicos renales
0 aviones; y las verdades que provienen del
fondo de nuestras almas, que no tienen
explicacion razonable".

Ernesto Sabato.
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compaiieros de vida.



Gracias,

A la Dra. Herminia Pasantes, que desde el primer dia me abrio de par en par las
puertas de su laboratorio y me enseiié que la ciencia es maravillosa, que esta
llena de retos, de gratificaciones y es perfectamente compatible con una vida
personal plena. Por las muitiples oportunidades académicas, por escuchar todas
mis ideas, por confiar siempre en mi y por las largas conversaciones
extralaborales sumamente divertidas .

A los miembros del jurado Dra. Clorinda Arias Alvarez, Dra. Lourdes Massieu
Trigo, Dr. Julio Moran Andrade, Dra. Herminia Pasantes y Dra. Maria Eugenia
Torres Marquez, por sus comentarios y correcciones.

Al Dr. Octavio Quesada, por toda la ayuda durante la realizacion de esta tesis y
especialmente por su incomparable amistad.

Al Dr. José Bargas y al Dr. Luis Vaca, por todo Io aprendido en las estancias en
sus laboratorios.

A la Dra. Ruth Lezama, Biol. Claudia Pefia y Biol. Claudia Rodriguez, por la
excelente e indispensable ayuda técnica.

A mis comparieros de laboratorio, por las risas vespertinas, los juegos de ajedrez y
los dias en “Las Estacas”.

A mis amigos, por estar siempre en los buenos y malos momentos. De manera
especial a la gente del IFC, por ser el soporte cotidiano.

A mi familia y amigos fuera de México, porque la distancia ha sido solo fisica.



iNDICE
RESUMEN
ABREVIATURAS

INTRODUCCION
I. CONCEPTOS GENERALES
II. IMPORTANCIA DEL VOLUMEN EN PROCESOS FISIOLOGICOS
Hil. CAMBIOS EN EL VOLUMEN EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
IV. MECANISMOS DE REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR
REGULACION ISOVOLUMICA
REGULACION DEL VOLUMEN EN CONDICIONES HIPEROSMOTICAS
REGULACION DEL VOLUMEN EN CONDICIONES HIPOSMOTICAS
SENSOR
VIAS DE MOVILIZACION DE OSMOLITOS
TRANSDUCCION DE SENALES
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

OBJETIVOS

METODOLOGIA

CULTIVOS CELULARES

DETERMINACION DE LA [Ca*?] INTRACELULAR

FLUJO DE *H-TAURINA

LIBERACION DE *H-ACIDO ARAQUIDONICO

INMUNOPRECIPITACION Y WESTERN BLOT

RESULTADOS

CAMBIOS EN LA [Ca'¥), Y EN EL FLUJO DE TAURINA EN CONDICIONES HIPOSMOTICAS
EFECTO DE INHIBIDORES DE CaM Y CaMK

PARTICIPACION DE LAS CINASAS DE‘_TIROSINAS

LIBERACION DE *H-ACIDO ARAQUIDONICO EN MEDIOS HIPOSMOTICOS
DESPOLIMERIZACION DEL CITOESQUELETO DE ACTINA

DISCUSION R

EL Ca'? POTENCIA LA LTO EN ASTROCITOS DE CEREBELO

LA ACTIVACION DE LA LTO REQUIERE LA ACCION DE CINASAS DE TIROSINA Y PI3K
LA POTENCIACION POR Ca'? ES A TRAVES DE CaM/CaMK

EFECTOS DEL AUMENTO EN LA [Ca*’] EN CONDICIONES HIPOSMOTICAS EN ASTROCITOS

CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFiA



RESUMEN

Alteraciones en el volumen celular en el sistema nervioso central pueden
resultar en dafo tisular, pérdida funcional y en dltima instancia, muerte del
individuo. Los astrocitos son los encargados de mantener la homeostasis en el
sistema nervioso; el hinchamiento de estas células exacerba el dafo y el
desajuste metabdlico del tejido. Los astrocitos de cerebelo de rata responden al
hinchamiento ocasionado por un estimulo hiposmotico mediante un proceso activo
conocido como Decremento Regulador del Volumen (DRV), el cual se lleva a cabo
por la movilizacién de osmolitos organicos e inorganicos, de manera muy
importante taurina. La activacion de la via de liberacion de taurina osmosensible
(LTO)irequiere un sensor que detecte el cambio en el volumen y un sistema de
transduccion de sefiales que comunique la sefal al efector. La LTO no requiere
para su activacion un aumento en la concentracion de calcio intracelular ([Ca*?),
fenémeno observado en condiciones hiposmoéticas en muchos tipos celulares; sin

embargo, un incremento en la [Ca*?);

por encima del obtenido Unicamente en
condiciones hiposméticas, es capaz de potenciar el flujo. Dado que una gran
variedad de moléculas presentes en el sistema nervioso en condiciones
patoldgicas puede provocar un aumento en la [Ca*?}; en astrocitos, y que éste
fenomeno podria modificar los mecanismos de regulacion, el objetivo de este
trabajo es estudiar la modulacién por Ca' de la liberacion de taurina en
condiciones hiposmoticas y sus mecanismos de accion. Los resultados
demuestran que la activacion de la LTO requiere eventos de fosforilacion en
tirosinas y la participacion de PI3K. La potenciacion de la LTO inducida por el Ca®
es mediada tanto por el reclutamiento de nuevas sefiales, como es el caso de
CaM y CaMK, asi como por el aumento en la actividad de proteinas necesarias
para la activacion de la via, como PI3K. EI Ca*? requiere del estimulo hiposmotico
para potenciar ia LTO, asi como la integridad del citoesqueleto de actina. Estos
resultados representan una posibilidad interesante para el tratamiento de
condiciones patoldgicas asociadas a hinchamiento ceiular en el sistema nervioso.



ABREVIATURAS

AA Acido araquidonico

ADP Adenosin difosfato

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ATP Adenosin trifosfato

CaM Calmodulina

CaMK Cinasa dependiente de Ca*¥/calmodulina
CIH-407 Linea celular de intestino humano 407
CPAE Linea celular de endotelio de arteria pulmonar de becerro
DAG Diacilglicerol

DRV Decremento regulador del volumen
Erk1/Erk2 Cinasas relacionadas con sefales extracelulares
GABA Acido y-aminobutirico

GFAP Proteina glial fibrilar

-.gp-P Glicoproteina P
‘GTP Guanosin trifosfato
"HAD Hormona antidiurética
HEK-293 Células de endotelio de rifion humano 293
lciSV Corriente de CI' sensible al volumen
~1IP3 Inositol 1,4,5-trifosfato

IRV Incremento regulador del volumen

JNK Cinasa con amino-terminal Jun

LCE Liquido cerebroespinal

LTD4 Leucotrieno D-4

MAPKs Cinasas activadas por mitogenos

MDCK Células de rifion de perro Madin-Darbin
MEK Cinasa de MAPK

NSO Nucleo supraoptico

p110 Subunidad catalitica de PI3K

p125FAK Cinasa de adhesion focal

p85 Subunidad reguladora de PI3K

PI3K Cinasa del fosfatidilinositol

PKA Proteina cinasa A

PKC Proteina cinasa C

PLA2 Fosfolipasa A2

PLA2¢c Isoforma citosolica de 85kDa de PLA2
RSSV Canal de CI rectificador saliente sensible a volumen

SNC Sistema nervioso central




INTRODUCCION

|. CONCEPTOS GENERALES

La adaptacion a variaciones en la composicion del medio extracelular e
intracelular es indispensable para todos los organismos vivos. En respuesta a
estas diferencias, las células pueden experimentar cambios en el volumen y la
capacidad para contrarrestarlos es fundamental, de manera mas obvia en
organismos expuestos constantemente a perturbaciones en la osmolaridad del
medio donde viven y en especies acuaticas que habitan en aguas de diferente
salinidad durante su ciclo de vida. En mamiferos, donde la osmolaridad del plasma
se mantiene generalmente constante, la habilidad de responder a cambios en el
volumen se presenta también, siendo un proceso activo en condiciones
fisiolégicas.

El interior celular contiene macromoiéculas proteicas que se comportan
como aniones polivalentes porque su punto isoeléctrico es menor al pH
intracelular. La membrana plasmatica es impermeable a proteinas y es altamente
permeable al agua, lo que provoca que la presion colcidosmotica en el interior
celular sea mayor. Si el agua y los iones permeantes se distribuyeran de acuerdo
a la teoria de Gibbs-Donnan, la célula se hincharia en condiciones isosmaoticas
hasta que la concentraciéon de solutos impermeantes fuera insignificante,
provocando finalmente lisis celular. Sin embargo, en condiciones fisiologicas este
aumento de volumen celular coloidosmoético no ocurre y las células mantienen
niveles constantes de agua y solutos. La evidencia experimental indica que el
mecanismo encargado de evitar el hinchamiento y la lisis en condiciones
isosmoticas es el transporte activo de iones, principalmente la bomba de Na'/K*.
El Na' que entra a las células por difusion o por sistemas de transporte
secundario, es movilizado nuevamente al exterior por la bomba de Na'/K*, de tal
manera las células se comportan en condiciones fisiolégicas como si fueran
impermeables a este i6n. Si este mecanismo se bloquea con ouabaina o por
deficiencia de ATP, las células se hinchan por acumulacion de Na* (Alvarez-
Leefmans y Reuss, 1996).



Debido a la permeabilidad selectiva de las células, una diferencia en la
concentracion de solutos entre el medio extracelular e intracelular provoca el
movimiento osmotico de agua para equilibrar el gradiente y en consecuencia un
cambio en el volumen celular (Pasantes-Morales, 1996). Estas diferencias se
generan en respuesta a procesos patologicos, generalmente provocando cambios
en la concentracion de osmolitos en el medio externo, o en respuesta a procesos
metabdlicos necesarios para la supervivencia, reflejandose en modificaciones en
la composicion del medio intracelular. Para contrarrestar los cambios en el
volumen, las células utilizan muitiples mecanismos de regulacién, inciuyendo el
transporte de osmolitos y las vias metabdlicas; de esta forma no s6lo se modifica
el volumen, sino que también se alteran profundamente las funciones celulares
(Lang et al., 1998a).

En mamiferos, la regulacion del volumen celular no es suficiente per sey es
necesario un mecanismo de control de la osmolaridad de todo el organismo. La
regulacion precisa de la osmolaridad plasmatica esta controlada por un
mecanismo homeostatico que ajusta tanto la tasa de ingestién de agua como ia de
excrecion renal. La hormona antidiurética (HAD, vasopresina) es la reguladora
principal del sistema a corto plazo. HAD se sintetiza en el nucleo hipotalamico
supraoptico (NSO), donde las neuronas tienen patrones de disparo especificos
que determinan su liberacién. La regulacion de la actividad de estas neuronas
depende de la osmolaridad; asi, la hiperosmolaridad aumenta la cantidad de
hormona liberada y la hiposmolaridad la disminuye, y resulta también de la
integracion de multiples entradas sensoriales de osmoreceptores periféricos y
centrales, asi como de la osmosensibilidad intrinseca de la célula (Hussy et al.,
2000). En los conductos colectores del rifién la HAD se une a los receptores V2 en
la membrana basolateral, aumenta la cantidad de acuaporinas en la membrana
apical y la absorcion de agua.



Il IMPORTANCIA DEL VOLUMEN EN PROCESOS FISIOLOGICOS

El control del volumen es critico para la supervivencia y funcionamiento
celular; no sélo es necesario para mantener constante la concentracion de solutos
intracelulares, sino que también esta directamente conectado al control
metabélico, la proliferacién, el crecimiento celular y ia insercién de proteinas en la
membrana (Lang et al., 1998a; Strbak y Greer, 2000).

La proliferacion celular y la apoptosis son procesos fundamentales para
mantener el nimero de células funcionalmente adecuado. Antes de iniciar la fase
de mitosis, las células tienen que atravesar por las fases G1, S y G2 del ciclo
celular. El transito por las diferentes fases se acompafa de un aumento en el
volumen celular, que de no ser alcanzado impide la proliferacién (Lang et al.,
2000). Los cambios en la osmolaridad extracelular alteran la proliferacién, ya que
el medio hiperosmético la inhibe y el medio hiposmético la acelera (Lang et al.,
1998a). La apoptosis es el proceso de muerte celular que permite la remociéon de
células sin la liberacion del contenido citosélico en el espacio extracelular y el
inicio subsecuente de un proceso inflamatorio. Los puntos clave de este proceso
son el encogimiento celular, la condensacién del nucleo, la fragmentacion del
DNA, la pérdida de la funcion mitocondrial, la formacion de vesiculas apoptéticas y
la activacion de proteasas. El encogimiento coincide o precede los eventos
mencionados y para que se lleve a cabo es necesaria la liberacion, acompafiada
de agua, de osmolitos intracelulares. En linfocitos Jurkat, la induccion de apoptosis
a través de la estimulacion del receptor CD95 provoca la activacion de una
corriente de CI” que también es sensible a hiposmolaridad, en ambos casos de
manera dependiente de la cinasa de tirosina p56lck (Lang et al., 2000). En estas
células (Lang et al., 1998b) y en neuronas granulares de cerebelo (Moran et al.,
2000), se libera taurina y otros osmolitos organicos durante la apoptosis.

El volumen celular es importante también en la migracion de leucocitos.
Este proceso se activa por quimiotacticos como los formilpéptidos, que estimulan
el cotransportador Na'/H* y provocan hinchamiento. E| bloqueo del
cotransportador y el medio hiperosmético inhiben la migracién. Este proceso
también se impide con la inhibicion de canales de K' dependientes de Ca®?,



activados por las oscilaciones intracelulares de Ca*. Se postula entonces que en
el extremo lider de la célula migrante es necesaria la polimerizacién de actina y la
activacion de transportadores, mecanismos asociados a la regulacion del volumen
en condiciones hiperosméticas; en el extremo posterior se necesita la

*2J; y activacion de canales de

despolimerizacién de actina, oscilaciones en la [Ca
K*, eventos que se observan en condiciones hiposméticas. Para esto se requiere
que la célula distribuya de manera diferencial los canales i6nicos en ia membrana,
como asi sucede (Lang et al., 1998a).

El higado, sujeto a irrigacion sistémica y portal, esta sometido a diferencias
sustanciales en la concentracién de aminodcidos, acidos biliares y glucosa entre el
ayuno y la ingestion de alimentos. El hinchamiento celular representa una sednal
anabdlica, estimulando la sintesis de proteinas, la glucogénesis, la exocitosis y el
flujo biliar. Por el contrario, una reducciéon en el volumen celular desencadena
procesos catabolicos, como la protedlisis y la glucogendlisis. Las hormonas que
regulan la funcién hepatica tienen efectos sobre el volumen celuiar: insulina y
fenilefrina provocan hinchamiento, mientras que el ATP, el AMPc y el glucagon
reducen el volumen (Dunkelberg et al., 2001).

En los tejidos epiteliales, el transporte transcelular de iones, nutrientes y
productos de desecho, se logra por la incorporacion de estos a través de una de
las membranas y la expulsion por la contraria. Esta constante entrada y salida de
sustancias osmdticamente activas durante el transporte epitelial se traduce en
cambios continuos en el volumen. En el intestino, la vejiga y los tabulos proximales
del rifidn, la incorporacion luminal de sustratos, como glucosa o aminoacidos, esta
acoplada al gradiente de Na®, lo que provoca hinchamiento celular y consecuente
activacién de canales de K* en ia membrana basolateral como mecanismo de
regulacion. Este mecanismo no sélo ayuda a ia regulacién dei volumen, sino que
también mantiene el gradiente electroquimico regenerando el proceso (Lang et al.,
1998a).



Ill, CAMBIOS EN EL VOLUMEN EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El volumen total cerebral es la suma del volumen sanguineo, el del liquido
cerebroespinal (LCE), el del espacio extracelular y el del parénquima. Debido a la
rigidez del craneo, incrementos pequefios en el volumen de cualquiera de los
componentes tienen consecuencias fatales para el individuo. El hinchamiento
celular incrementa la presion y provoca la compresion de pequefios vasos
sanguineos, produciendo isquemia y dafio celular. Un incremento mayor en la
presién provoca el desplazamiento del parénquima cerebral por el foramen
magnum, comprimiendo los nucleos cardiaco y respiratorio del tallo cerebral, lo
que puede provocar la muerte del individuo (McManus y Churchwell, 1994).

Las patologias que desencadenan cambios en el volumen en el cerebro se
pueden dividir en dos grupos: anisosméticas y citotéxicas.

Los cambios en el volumen por condiciones anisosmoticas resultan de
modificaciones en la osmolaridad plasmatica, provocadas por patologias como el
sindrome de secrecion inapropiada de hormona antidiurética, la intoxicacién por
agua, la insuficiencia cardiaca congestiva, el uso inapropiado de diuréticos, Ia
deshidratacion y la diabetes mellitus e insipidus. Si bien este tipo de patologias no
provoca dafio celular en primera instancia, las secuelas clinicas de estas
alteraciones pueden ser crisis epilépticas, edema cerebral severo y daiio neuronal,
La osmolaridad del medio tiene un efecto determinante en la excitabilidad y
actividad convulsiva del cerebro. Se ha observado que un medio hiposmético
acentla la intensidad de diversos cuadros convulsivos, mientras que la
hiperosmolaridad la mitiga. En diferentes preparaciones, el medio hiposmético
induce actividad epileptiforme, incluso en ausencia de comunicacioén sinaptica
quimica (Jefferys y Hass, 1982; Taylor y Dudek, 1982).

Por otro lado, el manejo clinico de los pacientes que sufren estas patologias
no suele ser apropiado y en ciertas circunstancias empeora la situacion. Muchas
veces el problema comienza desde el diagnostico inadecuado, sumandose a
tratamientos poco eficaces, como el uso inadecuado de manitol en pacientes con
edema cerebral, o que incluso pueden causar un dafio mayor en el individuo,



como la mielinolisis pontina causada por soluciones hiperosméticas de NaCl
utilizadas en el tratamiento de la hiponatremia (Berl, 1990).

Las patologias citotoxicas provocan muerte celular. Las mas importantes
son la isquemia, la encefalopatia hepatica, las crisis epilépticas, la hipoxia o
anoxia y el trauma craneoencefalico. Los estudios de este tipo de patologias han
demostrado que el efecto citotoxico es debido, principalmente, al cambio en la
composicién ionica y la acumuiacion de glutamato en el medio extracelular. En
respuesta a alguna de las patologias mencionadas, las neuronas y astrocitos
liberan glutamato, el neurotransmisor excitador de mayor importancia. El daiio
neuronal producido por el glutamato se denomina excitotoxico, debido a Ia
capacidad para excitar neuronas y el potencial téxico del transmisor. Ei glutamato
provoca la acumulacion intracelular de Na*, la entrada concomitante de agua y CI’
y en consecuencia hinchamiento y despolarizaciéon celular. Al mismo tiempo, hay
una acumulacién de Ca'? que se libera de pozas intracelulares y que también
entra a través de receptores de glutamato ionotrépicos y de canales de Ca*?
dependientes de voltaje. El exceso de Ca*? provoca la activacion descontrolada de
cinasas, fosfolipasas, proteasas y de la sintasa del 6xido nitrico. La consecuente
protedlisis, lipoperoxidacion y formacion de radicales libres resulta en la muerte de
las neuronas (Hansson et al., 2000).

Los astrocitos son los encargados de mantener constante la composicion
del medio extracelular en el sistema nervioso. Hay tres funciones clave de los
astrocitos en la manutencion de la homeostasis que se distorsionan en respuesta
ai dafio cerebral y provocan que éste se extienda: el metabolismo del CO,, el de
ios neurotransmisores y la remocion de K*. El CO, producido por el metabolismo
de las neuronas difunde a los astrocitos donde es convertido en HCO3 y H” por la
anhidrasa carbénica. El HCO3 se intercambia por CI” en la cercania de los vasos
sanguineos y el H® por Na* extracelular, que a su vez es transportado al exterior
por la ATPasa Na'/K". Si el suplemento de energia disminuye y en consecuencia
el ATP, el Na* se acumula en el citosol y la célula se hincha. Como no se altera la
actividad de la anhidrasa carbonica, se acumula también HCO; y H*. En una
hemorragia intracerebral la ruptura de eritrocitos libera grandes cantidades de K*.



Los astrocitos se hinchan debido a la incorporacién del ion como resultado de su
funcién de amortiguamiento, pero también por entrada a través de canales y
transportadores de K*, junto con CI' como anién acompafante. El glutamato
liberado en respuesta al dafio se acumula en los astrocitos a través del transporte
dependiente de Na'. La despolarizacién de los astrocitos provoca tanto la
liberacion de glutamato, como una disminucion en la capacidad de removerlo del
medio extracelular, resultando en acumulacién del aminodacido, transmision
glutamatérgica anormal y neurotoxicidad. El hinchamiento de los astrocitos tiene
dos secuelas significativas. En primer lugar, aumenta el volumen del tejido,
distorsionando la anatomia y provocando dafio mecanico. En segundo término, la
liberacién de glutamato y lactato provocada por el hinchamiento exacerba el
desajuste metabodlico en el tejido dafado (Landis, 1994) .

En respuesta a variaciones en la osmolaridad, las células nerviosas se
comportan inicialmente como osmometros perfectos, pero casi inmediatamente se
activan mecanismos de control y regulaciéon. Uno de ellos es el movimiento de
agua hacia o desde el LCE en respuesta a los cambios en la presion hidrostatica.
A su vez, el LCE intercambia agua con el plasma. Por otro lado, existen
mecanismos de regulacion del volumen a nivel celular que se mencionaran a
continuacién. Estos procesos revierten los cambios en el volumen iniciales y
permiten que el volumen cerebral permanezca esencialmente igual en condiciones
cronicas (Pasantes-Morales, 1996).

IV. MECANISMOS DE REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR

Para manejar el estrés osmotico las células tienen tres estrategias:
ignorarlo, evitarlo o adaptarse a éste. Las plantas, bacterias y levaduras pueden
ignorar los cambios en la osmolaridad, en cierto intervalo, debido a la rigidez de la
pared celular. Organismos como los moluscos, pueden evitar la influencia de la
osmolaridad externa cerrando sus conchas, aunque necesitan regular la
osmolaridad intracelular. Por el contrario, las células de la mayoria de los
organismos activan procesos para adecuarse al gradiente osmotico impuesto,

tratando de conservar el tamaiio original.
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Figura 1. Mecanismos de transporte osmolitos en la regulacién del volumen.

La movilizacién en direccién apropiada de solutos osmoéticamente activos es
la manera mas efectiva y rapida de cambiar la osmolaridad y de esta forma
contrarrestar los cambios en el volumen. Los procesos que corrigen el
hinchamiento y encogimiento celular se conocen como decremento regulador del
volumen (DRV) e incremento regulador del volumen (IRV), respectivamente.
Cuando los cambios en la osmolaridad son graduales, ej. 3mOsm/min, las células
son capaces de regular constantemente el volumen, evitando asi cambios
drasticos incluso cuando la disminucion en la osmolaridad del medio extracelular
es del 50%. Este tipo de regulacién se conoce como isovoitimica. Cambios en el
volumen celular pueden presentarse incluso en condiciones isosmaticas, que en el
cerebro producen el llamado edema citotoxico. El hinchamiento celular que resulta
de esta condicion tiene mas riesgos que el causado por hiposmolaridad, ya que no
se conocen sistemas efectivos de regulacién del volumen.

La regulacion del volumen se alcanza cambiando la concentracion de
osmolitos orgdnicos y iones, principalmente Na*, K™ y CI' (figura 1). Modificaciones
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en el gradiente y concentracion de iones alteran la funcion de las macromoléculas,
incluyendo los transportadores membranales, que pueden revertir |a direccion de
transporte. Para evitar esta situacion, las células producen “osmolitos compatibles”
que, incluso a aitas concentraciones, no alteran la funcion normal de las
macromoléculas (Lang et al., 1998a). A este grupo pertenecen osmolitos
organicos como los aminoacidos, los polialcoholes y las metilaminas. La
concentracion de cada uno de estos osmolitos varia segun la especie y el tipo
celular; de esta manera también varia la importancia que tienen en la regulacion
del volumen. La célula puede acumular osmolitos ya sea aumentando su sintesis,
disminuyendo su degradacion o estimulando su transporte; asi como también
puede disminuir su concentracion intracelular aumentando su degradacién o
activando su liberacion.

En el cerebro, los aminoacidos mas abundantes son taurina, glutamato,
glicina, alanina, GABA y glutamina. En el cerebro de rata la concentracion de
estos aminoacidos es de 30-40 mM, siendo el glutamato, la glutamina y la taurina
los mas abundantes. En cultivos primarios de astrocitos de rata, la concentracion
intracelular de aminoacidos libres es significativamente mayor y oscila entre 50 y
60mM (Pasantes-Morales, 1996). El mioinositol es el polialcohol mas concentrado
en el cerebro de rata, donde alcanza niveles de hasta 10mM, mientras que en
astrocitos en cultivo la concentracién intracelular es 25mM. La creatina y el
N-acetil aspartato son las metilaminas mas abundantes en el cerebro de rata y las

mas importantes en la regulacién del volumen (Tabla [).

TABLA |I. Concentracién de los osmolifos orgdnicos en el sistema nervioso y su
participacién en la regulacion del volumen.

Concentracion

Cerebro de Rata  Astrocitos en Cultivo Contribucién en el DRV*
Aminodcidos 30-40mM 50-60mM 15%
Polialcoholes 5-10mM 28mM 5%
Metilaminas 7-9mM 9%

*Calculado de experimentos de hiponatremia cronica realizados en el cerebio de ata in vivo (Verbalis y Gulians, 1991).
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Taurina, osmolito ideal

La taurina es un p-aminoacido sulfénico, producto del catabolismo de la
cisteina por la descarboxilasa del sulfinato de cisteina. Tiene un pKa1=1.5 y un
pKa2=8.82, por lo tanto en el intervalo de pH fisiolégico se encuentra como
zwitterion y es en esta conformacion como se libera en respuesta al estimulo
hiposmético. Se puede excretar como tal o unida a sales biliares como el
taurocolato. Se acumula en el interior celular y su gradiente de concentracién se
mantiene por un transportador especifico dependiente de Na* (Huxtable, 1992).

H H H O
Vol
N-C-C-S-0OH TAURINA
N |

H H H O

La taurina cumple todos los requisitos de un osmolito celular perfecto: su
transporte y liberacion es sensible a cambios en la osmolaridad y en la
composicion idnica; puede acumularse en grandes cantidades en el citosol; al ser
una molécula electroneutra no altera el potencial de membrana ni otros procesos
celulares; es metabdlicamente inerte y el costo energético de su produccién es
bajo debido a que es un producto finai del catabolismo.

La taurina juega también un papel muy importante en la regulacién de la
osmolaridad plasmatica. En el NSO, donde se sintetiza y libera la HAD, la taurina
se encuentra casi en su totalidad en los astrocitos. En condiciones isosméticas, la
glia libera constantemente taurina, que baria a las neuronas del NSO y provoca la
activacion de receptores de glicina sensibles a estricnina, induciendo una corriente
aniénica hiperpolarizante. En presencia de un estimulo hiperosmotico, esta
corriente no se activa debido a la disminucion en la liberacion de taurina, la
neurona se despolariza y la liberacion de hormonas aumenta. Por el contrario, en
condiciones hiposmoticas esta corriente es mayor y consecuentemente la
hiperpolarizacion es también mayor, disminuyendo asi la liberacion de hormonas.
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Este mecanismo actua en concierto con la apertura y cierre de canales activados
por estiramiento de la membrana (Hussy et al., 2000).

Otras funciones propuestas para la taurina son mantener la integridad de la
membrana, regular el transporte y union de Ca*?, actuar como factor tréfico en el
desarrolio del sistema nervioso central (SNC), como neurotransmisor,
neuromodulador y neuroprotector contra la neurotoxicidad inducida por glutamato
(Foos y Wu, 2002).

REGULACION ISOVOLUMICA

El estudio de los cambios stibitos en la osmolaridad ha sido de gran ayuda
para esclarecer los mecanismos basicos de regulacion del volumen, pero en el
organismo estos cambios no se dan de manera tan brusca mas que localmente,
en las inmediaciones de una o dos células en regiones estrechisimas como el
surco sinaptico. Un paradigma mas cercano a la situacién in vivo, publicado por
primera vez por Lohr y Grantham (1986), es cambiar la osmolaridad de manera
gradual y en pequefas cantidades, dando lugar a una regulacion isovolimica.
Este tipo de regulacion se ha reportado en rebanadas de hipocampo (Franco et
al., 2000) y neuronas granulares de cerebelo de rata (Tuz et al., 2001). En ambas
preparaciones el volumen se mantiene constante a lo largo de todo el
experimento, hasta que después de 1 h se alcanza una reduccion en la
osmolaridad del 50% con variaciones de 3 mOsm/minuto. Dentro de los osmolitos
organicos reportados, la taurina es la que participa de manera mas importante,
dado que tiene el umbral de liberacion mas bajo, ia tasa de liberacion mas alta y
presenta la mayor reduccién en el contenido intracelular. En neuronas granulares,
se activa un flujo de CI' y K* en etapas tardias, cuando la reduccion en la
osmolaridad es alrededor de 24% y 30%, respectivamente. No se han estudiado
los mecanismos de activaciéon, modulacion y la identidad molecular responsable

de los flujos de osmolitos en este tipo de regulacion.



REGULACION DEL VOLUMEN EN CONDICIONES HIPEROSMOTICAS

Cuando la osmolaridad del plasma es mayor a la normal, el agua es
desplazada de los 6rganos hacia el plasma siguiendo el gradiente impuesto,
provocando de esta manera su encogimiento. El sistema nervioso central no es la
excepcion y cuando el plasma es hiperosmolar, el agua se desplaza a través de la
barrera hematoencefalica y el cerebro se encoge; sin embargo el cambio
observado es menor al esperado de un osmoémetro perfecto, revelando la
existencia de IRV. En modelos experimentales de hipernatremia, condicion donde
existe un aumento anormal en la concentracién sanguinea de Na®, durante los
primeros minutos se acumula en el cerebro Na*, K* y CI' de manera activa a partir
del liquido cerebroespinal y el plasma, manteniendo el volumen intracelular
constante pero reduciendo el compartimiento extracelular a la mitad (Pasantes-
Morales, 1996). Después de esta "defensa’ rapida, sigue una fase de acumulacién
y sintesis de osmolitos organicos. Los osmolitos organicos comienzan a
acumularse entre 10 y 24 horas después del estimulo hiperosmoético; si éste dura
varios dias, los electrolitos obtenidos durante la primera fase son remplazados por
osmolitos organicos, siendo los mas importantes mioinositol, glutamato, glutamina
y taurina. Estos dos mecanismos representan una respuesta adaptativa clave para
el funcionamiento del sistema nervioso, ya que mantienen ei contenido de agua y
el tamario celular cercanos a los niveles normales durante las primeras fases de la
hipernatremia.

A nivel celular, la respuesta es similar y permite conocer mejor los
mecanismos efectores y reguladores (figura 1). Los astrocitos de rata en cuitivo, al
ser expuestos a una solucion hiperosmotica se encogen de manera rapida, en
magnitud proporcional al aumento en la osmolaridad. Tienen una fase rapida de
acumulacién de osmolitos inorganicos (Na*, K* y CI) y una respuesta adaptativa
mas lenta, donde se incorporan principalmente osmolitos organicos. La
acumulacion de iones es mediada por el cotransportador Na*/K*/CI. En otros tipos
celulares son importantes también el intercambiador Na*/H*, el intercambiador
CI7HCOs y la ATPasa Na'/K* (Lang et al., 1998a). En general, los canales iénicos

no participan en esta respuesta.
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REGULACION DEL VOLUMEN EN CONDICIONES HIPOSMOTICAS

La hiponatremia, donde la concentracion de Na' sanguinea es
anormalmente baja, o la hipotonicidad del plasma, imponen un gradiente osmotico
en el compartimiento intracraneal, lo que eventuaimente produce edema cerebral.
De manera inmediata se activa el flujo de Na*, K’ y CI', posteriormente se detecta
una disminucién en la cantidad de osmolitos organicos, que es mas evidente en
los procesos cronicos. A partir de los dos dias de hiponatremia los niveles de
osmolitos organicos no disminuyen mas, pero permanecen asi durante el tiempo
que dure la condicion. El porcentaje de disminucion de osmolitos organicos es
mayor que el de electrolitos, 50%-80% comparado con 10%-30%, pero la
contribucion de estos Ultimos al DRV es del 60%-70% ya que se encuentran en
mayor concentracion (Pasantes-Morales et al.,, 1996). La movilizaciéon de
aminoacidos, incluso del mismo tipo, no es igual en todas las regiones del cerebro.
En respuesta a hiponatremia cronica, en todas las regiones del cerebro se libera
taurina, glutamina, glutamato, aspartato y alanina, mientras que los
neurotransmisores inhibidores GABA y glicina se liberan preferencialmente en
ciertas areas (Massieu et al., 2002).

A nivel celular, una solucién hiposmética provoca que las células nerviosas,
tanto astrocitos como neuronas, se hinchen de manera proporcional a la reduccion
en la osmolaridad del medio, siendo el maximo hinchamiento un minuto después
de presentado el estimulo y a partir de ese momento se encogen hasta alcanzar el
volumen basal entre 15-30 minutos después, demostrando asi un DRV eficiente
(figura 2). El DRV se lleva a cabo por la extrusién de osmolitos intracelulares
(figura 1). Los mas importantes son K*, CI' y osmolitos organicos, principalmente
aminoacidos. En astrocitos en cultivo, el curso temporal de liberacién de cada
osmolito es diferente. El flujo de CI" se activa inmediatamente después del
hinchamiento y se inactiva en menos de 80 segundos, mientras que el K* exhibe
un curso temporal mas lento, siendo la maxima activacién a los dos minutos,
manteniéndose constante por cinco minutos y posteriormente se inactiva
lentamente. La liberacion de taurina tiene un curso temporal parecido al cambio en
el volumen (figura 2), donde el pico de liberacion es entre el minuto uno o dos y a
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partivr' def?éisi'e'fmbme'nto comienza a disminuir el flujo (Pasantes-Morales et al.,
1998), -

La fendencia de las células a mantener un volumen constante, ya sea en
condiciones isosmoticas o cuando son expuestas a soluciones anisosméticas,
denota que existe un sensor de volumen. Una vez detectada una variacion en el
~yolumen, tiene que activarse una cascada de sefializacion que comunique el
sensor con los sistemas de transporte y difusién de electrolitos, permitiendo asf la

recuperacion del volumen original.
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Figura 2, Cambio en el volumen celular y en la tasa de liberacion de *H-taurina en
condiciones hiposmdticas. Experimentos realizados en astrocitos de corteza de rata
expuestos a soluciones hiposméticas 50% (Cardin et al., 1999).

Sensor
Estructuras sensibles a cambios en el volumen deben existir en todos los tipos

celulares capaces de desencadenar una respuesta reguladora, incluso en varios
de los organelos intracelulares. En bacterias y levaduras se han identificado
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proteinas transmembranales cinasas de histidina osmosensoras (Wurgler-Murphy
y Saito, 1997). En Escherichia coli el sistema de dos componentes EnvZ-OmpR
regula la expresion de dos porinas de diferente diametro de poro, OmpF y OmpC.
En respuesta a un estimulo hiperosmoético en Saccharomyces cerevisiae, la
proteina SIn1 activa una cascada de eventos de fosforilacién que resultan en la
expresiéon del gen GPD1, que codifica una enzima fundamental en la sintesis de
glicerol, osmolito acumulado para contrarrestar el choque osmético. En
eucariontes mayores no se han identificado moléculas osmosensoras, aunque se
han propuesto algunos mecanismos que se discuten a continuacion.
Agrupamiento de macromoléculas (Macromolecular crowding). La teoria de

la exclusion por volumen postula que la actividad termodinamica de las proteinas
en un ambiente altamente concentrado es funcién de la composicién del medio
(Al-Habori, 2001). Por lo tanto, cambios en la concentracion y tamafio de
macromoléculas, pueden alterar de manera significativa la actividad de las
proteinas efectoras y reguladoras, incluso en condiciones donde su concentracion
no se maodifiqgue. Estos cambios se dan en los procesos de hinchamiento,
encogimiento y regulacion del volumen. Por esto, se ha propuesto al agrupamiento
macromolecular como sensor, tomando en cuenta que el interior celular es un
ambiente altamente concentrado y que cambios en la actividad termodinamica de
proteinas (cinasas, fosfatasas) afectan ia permeabilidad de los canales vy
transportadores efectores (Summers et al, 1997). Existe evidencia experimental
que apoya esta teoria (Colclasure y Parker, 1992; Summers et al, 1997), pero no
es suficiente para respaldarla totalmente.

Fuerza ionica. La importancia de la fuerza ionica intracelular como sensor
de cambios en el volumen en condiciones anisosmoticas fue demostrada por
primera vez por Motais y col. (1991) en eritrocitos de trucha y ha sido comprobada
en otros tipos celulares (Cannon et al, 1998; Cardin et al, 1999; Voets et al, 1999;
Wittels et al., 2000).

En astrocitos de corteza cerebral, el flujo de taurina y la regulacion de
volumen son mayores cuando el hinchamiento se acomparia de una disminucién
en la fuerza ionica intraceiular, inducido por hiposmolaridad o soluciones
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jsosméticas con alto contenido de urea, que cuando se provoca con soluciones
hiposméticas con alto contenido de K', donde la fuerza i6nica intracelular no
disminuye (Cardin et al, 1999). Si bien no es claro si el efecto de la fuerza idnica
es directamente sobre las vias de movilizaciéon de osmolitos (Voets et al, 1999),
regulando el umbral de activacién (Cannon et al, 1998) o modificando la actividad
de cinasas involucradas en las vias de transduccion de sefales (Wittels et al.,
2000), es evidente que se necesita una reduccion en la fuerza ionica intracelular
para la activacion del flujo de taurina y la corriente de Ci° sensibles a
hinchamiento.

Tensiéon membranal. El hecho de que la corriente de CI sensible al volumen
(IciSV) se active por presion y por el tratamiento con sustancias que alteran la
forma celular, como la clorpromazina y el dipiridamol, sugiere que cambios en la
tensién membranal podrian ser el sensor para la activacion de los mecanismos de
regulaciéon del volumen. Sin embargo, calculando el area de la superficie celular
con base en medidas de capacitancia, y comparandolo con los datos obtenidos
midiendo el drea de la “esfera” celular, se ha demostrado que la tensién
membranal comenzaria aumentar después que la célula alcanzara un volumen de
4.8 veces el original y que el hinchamiento es a expensas de la pérdida de
invaginaciones en la membrana y no de un incremento en la tension (Okada et al.,
1997).

Citoesqueleto e _Integrinas. Los cambios en el volumen provocan

perturbaciones en la morfologia celular y en consecuencia en el citoesqueleto.
Varios de los segundos mensajeros involucrados en la activacion de las vias de
transporte tienen interacciones funcionales con el citoesqueleto e incluso los
canales y transportadores muchas veces estan asociados a éste (Janmey, 1998).
Tomando en cuenta lo anterior se ha propuesto que el citoesqueleto,
particularmente el de actina, podria estar involucrado en los mecanismos de
regulacion del volumen. El hinchamiento hiposmoético esta asociado a una
reduccion, y el encogimiento hiperosmético a un aumento, en la actina total, que
permanece incluso después de que la célula recupera su volumen (Pedersen et
al., 1999). En astrocitos de cerebelo de rata, el tratamiento con citocalasina By D
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destruye completamente el citoesqueleto de actina, pero no altera el DRV, el fiujo
de taurina, inositol y '®I (como marcador del flujo de CI') (Moran et al, 1996).

Se ha puesto menos atencion en los filamentos intermedios; sin embargo
en astrocitos de ratones deficientes en vimentina y en proteina glial fibrilar
(GFAP-/-, vim-/-), el flujo de taurina en respuesta a un estimulo hiposmotico es 26-
45% menor (Ding et al, 1998).

Las integrinas son glicoproteinas transmembranales que interactian con
moléculas de la matriz extracelular, con el citoesqueleto y con proteinas de
sefalizacion intracelular. Se encuentran en areas de adhesion focal y transmiten
sefales relacionadas con el anclaje, el movimiento y la diferenciacion. Algunos
estudios sugieren que la activaciéon de integrinas juega un papel importante como
sensor, lo que ha llevado a postular que un cambio en el volumen podria provocar
acumulacion de integrinas y desencadenar las vias de sefalizacién de las
adhesiones focales de una manera independiente de ligando. Varias proteinas
relacionadas con las vias de activaciéon del DRV, como p125FAK, PKC, PI3K, src y
pequefas proteinas que unen GTP, actian en los complejos de adhesion focal
después de la activacion de las integrinas (Pedersen et al, 2001).

Vias de movilizacion de osmolitos

Canales de CI. El hinchamiento ceiular se asocia con la activacion de
diferentes canales de CI, dependiendo el tipo celular y las condiciones
experimentales. Se ha observado la activacion de: 1) rectificadores salientes de
conductancias intermedias (10-100pS) y miniconductancias (<3pS), 2)
rectificadores entrantes o no rectificadores de conductancia unitaria intermedia, 3)
maxicanales ohmicos de gran conductancia unitaria (>100pS) y 4) un canal
activado por Ca*? de conductancia <10pS. Entre estos canales, el mas importante
para la regulacion del volumen es un canal de CI' rectificador saliente, ya que se
ha visto se activa en respuesta al hinchamiento en varios tipos celulares, es capaz
de generar grandes corrientes y su bloqueo suprime el DRV (Okada et al., 1997).

El canal de CI rectificador saliente sensible a volumen (RSSV) tiene una
conductancia unitaria de 40-50pS a potenciales positivos y 10-20pS a potenciales
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negativos, siendo la rectificacion una propiedad intrinseca del canal ya que se
observa incluso a nivel de canal Unico. La secuencia de permeabilidad aniénica es
SCN>I">NO3>Br>CI>HCO3>F >gluconato>glicina>taurina>lactato>aspartato=
glutamato. El RSSV se inactiva con el tiempo a voltajes positivos (>50-60mV),
siendo la cinética de inactivacién mas rapida a medida que aumenta la [Mg*?
intracelular, disminuye el pH extracelular o en presencia de cationes divalentes
extracelulares. La actividad del canal es dependiente de ATP intracelular, ya que
cuando éste existe una deficiencia de éste no se detectan corrientes de CI
sensibles a hinchamiento, lo que es de relevancia patoldgica en condiciones
isquémicas porque probablemente el canal esté inhibido (Okada et al., 1997; Nilius
et al., 2000). El RSSV es sensible a bloqueadores clasicos de canales de CI' como
DIDS (acido 4,4'-diisotiocianoestilben-2,2'-disulfénico), SITS (acido 4-acetamido-
4'-isotiocianoestilben-2,2'-disulfénico), NPA (acido N-fenilantralinico), 9-AC (acido
9-aminocamptotécico), NPPB (acido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoico) y acido
niflumico; inhibidores de ia glicoproteina-P como tamoxifen, DDFK (1,9-
dideoxiforskolina), verapamil, quinina y quinidina (Okada et al., 1997; Nilius et al.,
2000) y se inhibe también por acido araquidénico y otros acidos grasos
polinsaturados (Sanchez-Olea, 1995a). A continuacién se mencionan posibles
entidades moleculares responsables de esta corriente.

La glicoproteina-P (gp-P) es producto del gen de resistencia a multiples
drogas 1, miembro de la familia de transportadores ABC (ATP binding cassette)
que funciona como transportador de farmacos y posiblemente como un canal
anionico (ldriss et al., 2000). En un principio se pensd que esta proteina era la
entidad molecular responsable de ISV, actualmente se cree que gp-P puede
actuar como un modulador del RSSV. Las evidencias que respaldan esta teoria
son: 1) la corriente de CI" sensible a hinchamiento es inhibida por la proteina
cinasa C (PKC) en células HelLa transfectadas con gp-P, mientras que esta cinasa
no tiene efecto alguno en las células control o cuando los posibles residuos blanco
en gp-P se mutan por alanina; 2) un anticuerpo monoclonal contra gp-P bloquea
ISV en algunos tipos celulares; 3) el estimulo hiposmdético necesario para la
activacion de ISV es menor en células que expresan gp-P (Nilius et al, 1997).
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Los canales de Cl" pertenecientes a la familia CIC son homodimeros de dos
poros antiparalelos, ampliamente distribuidos en la naturaleza. CIC-2 es un canal
de expresion ubicua, activado por hinchamiento en ovocitos (Roman et al, 2001),
pero sus propiedades biofisicas y farmacoldgicas son diferentes a las de RSSV.

El fosfoleman es una proteina de 15kDa formada por 72 aminoacidos, con
una sola region transmembranal y sitios consenso de fosforilacion para PKC y
proteina cinasa A (PKA) en el C-terminal. Esta proteina induce corrientes
anidnicas en ovocitos y forma canales selectivos para'taurina en bicapas. En
células de endotelio de rinon humano 293 (HEK-293) transfectadas con
fosfoleman, el DRV es mas eficiente y los flujos de taurina y '?°| son mayores
(Morales-Mulia et al., 2000). En astrocitos de cerebelo, el flujo de taurina se inhibe
con oligonucledtidos antisentido contra el fosfoleman. Esta respuesta se modula
por fosforilacién (Moran et al., 2001). Si bien estos resultados proponen al
fosfoleman como el responsable del flujo de taurina en astrocitos, no parece tener
un papel importante en la corriente de CI" osmosensible.

ICln es una proteina clonada de la linea celular MDCK, cuyo dominio N-
terminal se predice que podria formar un poro transmembranal. Su expresion en
ovocitos resulta en una corriente de CI con rectificacion saliente con
caracteristicas biofisicas similares a ISV, pero la reconstitucion en bicapas revela
un canal permeable de manera preferencial a cationes que deja pasar también
aniones y taurina. Se encuentra distribuida de manera difusa en el citosol y una
pequena fraccion se detecta en la membrana, aunque el estimulo hiposmético
provoca un movimiento hacia la membrana plasmatica. Con el uso de
oligonucledtidos antisentido se ha podido reducir la ISV nativa, mientras que su
sobreexpresion aumenta las corrientes de CI" durante el DRV (Furst et al., 2000).

Canales de K. Los canales de K* osmosensibles se pueden agrupar en
dos clases: 1) canales de conductancia unitaria entre 100-200pS dependientes de
Ca'?, reportados principalmente en células epiteliales, cuyas caracteristicas
biofisicas y farmacolégicas corresponden a los canales de K' de gran
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conductancia (BK); 2) canales de conductancia unitaria <100pS, en general
independientes de Ca*?. (Pasantes-Morales y Morales-Mulia, 2000)

La entidad molecular de los canales de pequefias conductancias no se ha
identificado y parece variar segun el tipo celular. Algunos candidatos se
mencionan a continuacion.

Los canales de fuga KCNK, de dos segmentos formadores de poro y cuatro
segmentos transmembranales por subunidad, representan una via ideal para el
flujo de K' sensible a osmolaridad porque estan abiertos en condiciones basales,
conducen segun el potencial de equilibrio del K* (Ex) y varios son sensibles a
estiramiento de la membrana. La transfeccion de KCNKS5 en células HEK-293
provoca un aumento en la cantidad de corriente en medio hiposmético y una
disminucion en condiciones hiperosméticas (Niemeyer et al., 2001). Este canal se
expresa en células de Ehriich y muestra las mismas propiedades que la corriente
de K nativa.

En varios tipos celulares el hinchamiento hiposmotico esta asociado a una
despolarizacion celular, la cual podria activar canales de K* rectificadores
salientes dependientes de voltaje. La transfeccion del canal dependiente de voitaje
Kv1.3, pero no el Kv3.1, confiere a una linea celular de linfocitos T de rata la
capacidad de regular el volumen (Deutsch y Chen, 1993). También en estas
células el blogueo de la corriente K, cuya entidad molecular es un canal de K*
dependiente de Ca*? (hSK4), impide el DRV (Khanna et al., 1999).

La proteina IskK se asocia con los canales de K* KCNQ1, generando la
corriente de K* rectificadora tardia de activacion lenta. Las células de traquea de
ratones [sK -/- pierden la capacidad de regular el volumen que tienen las células
silvestres (IsK+/+), sugiriendo un papel importante para esta proteina en el DRV.
(Lock y Valverde, 2000)

No esta claro si la corriente de K* osmosensible ocurre a través de canales
activados directamente por el hinchamiento, canales abiertos en condiciones
basales o activados por cambios subyacentes al hinchamiento, como
reorganizacion del citoesqueleto, incrementos en Ca*? citosélico, variaciones en el

potencial de membrana y otros.
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Osmolitos Organicos. La via de movilizacién de osmolitos organicos es de

tipo difusional y no un transportador dependiente de Na®, como el que se utiliza
para el transporte de estas moléculas en condiciones basales e hiperosmoticas.
Las evidencias que apoyan esto demuestran que el flujo de osmolitos: a) es
independiente de Na'; b) es insensible a bloqueadores‘especiﬁcos de estas vias;
¢) es bidireccional y su direccion esta determinada por el gradiente electroquimico;
d) no se satura (Pasantes-Morales et al., 1996).

El flujo de osmolitos organicos es sensible a los mismos bloqueadores que
la IciSV en varios tipos celulares (Periman y Goldstein, 1999; Junankar y Kirk,
2000). Experimentos realizados con aminoacidos en forma aniénica, demostraron
que el RSSV tenia un poro lo suficientemente grande para dejar pasar osmolitos
organicos (Roy et al, 1995; Boese et al., 1999). Estas evidencias, aunque
indirectas, y las caracteristicas difusionales de la via, respaldan la teoria de una
via comun para el transporte de CI" y osmolitos organicos mediante una molécuia
semejante a un canal aniénico.

En los ultimos afios se ha acumulado evidencia en varios tipos celulares
que sugiere la existencia de vias independientes. Se ha observado la activacion
del flujo de taurina osmosensible sin activacién de ISV y viceversa; también hay
diferencias en los cursos temporales de activacion e inactivacion de ambos flujos
(Junankar y Kirk, 2000). En células de Ehrlich los flujos osmosensibles de taurina y
%CI" responden de diferente manera al DIDS y al acido araquidénico (Lambert y
Hoffmann, 1994). La disminucién del CI” extracelular aumenta el flujo de taurina en
células Hela, mientras que provoca una disminucion de la corriente entrante de
Cr', contrario a lo predicho por la ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz. También en
estas células el flujo de taurina y ISV responden con diferente sensibilidad al
DIDS (Stutzin et al, 1997). La expresion de canales anidnicos y transportadores en
ovocitos de Xenopus leavis resulta en la activacion de un flujo de taurina en
respuesta a soluciones hiposméticas, pero la corriente de CI' no se maodifica
(Stegen et al., 2000).
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Hay suficiente evidencia respaldando tanto una via Unica como vias
independientes. Incluso hay trabajos que postulan la existencia de vias
independientes para cada uno de los diferentes tipos de osmolitos organicos
(Junankar y Kirk, 2000). Estas dos hipétesis no son excluyentes, ya que ambos
tipos de canales podrian coexistir en la misma célula o un mismo canal podria
cambiar sus propiedades segun las condiciones experimentales o fisiologicas. Hay
que tomar en cuenta que células de diferentes organismos e incluso de tejidos
distintos, tienen diversas maneras de controlar el volumen y por lo tanto de
movilizar osmolitos organicos.

Transduccion de Seifales

Cinasa_ del Fosfatidilinositol (PI3K). Es una enzima que fosforila al
fosfatidilinositol en la posicion D-3. Estd compuesta de una subunidad catalitica
(p110) y una reguladora (p85). Debido a la presencia de dos dominios SH2 en el
carboxilo terminal de p85, PI3K puede activarse al unir con alta afinidad residuos
de tirosina fosforilados (Duronio et al, 1998). PI3K se activa en respuesta a
hiposmolaridad en hepatocitos de rata (Krause et al, 1996) y en la linea celular de
intestino humano 407 (CIH-407) (Tilly et al, 1996). Inhibidores de esta cinasa
disminuyen la liberacion de taurina osmosensible (LTO) en neuronas granulares
de cerebelo (Morales-Mulia et al, 2001), la ISV y el DRV en el hepatoma HTC
(Feranchak et al., 1998) y el flujo de '°| en células CIH-407 (Tilly et al, 1996).

Fosfolipasas A2. Las fosfolipasas A2 (PLA2) son una familia de enzimas
que hidrolizan fosfolipidos de membrana en ia posicion sn-2, produciendo acido
araquidonico que es metabolizado en productos oxigenados, como las
prostaglandinas y los leucotrienos. Existen isoformas citosdlicas y extracelulares,
con varios subtipos cada una. Esta proteina ha sido relacionada con el DRV
principalmente en células de Ehrlich, donde el hinchamiento hiposmético activa la
isoforma citésolica de 85 kDa de PLA2 (PLAZ2c), aumenta la liberacion de acido
araquidonico y aumenta la produccion de leucotrieno D-4 (LTD4) (Thoroed et al.,
1997). Si bien este no parece ser un mecanismo de accién general, debido a que
el LTD4 no tiene efecto en otros tipos celulares, la inhibicion de PLAZ2 tiene efectos
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en el DRV, el flujo de taurina y la corriente de CI', involucrando asi a esta enzima
con los mecanismos de sefalizacion activados por hisposmolaridad (Pasantes-
Morales et al., 2000).

Cinasas de_Tirosina. Son proteinas que transfieren un fosfato-y,

generalmente del ATP, a un residuo de tirosina en las proteinas sustrato.
Inhibidores de estas proteinas, como tirfostina A23, genisteina, lavendustina A y
herbimicina A, disminuyen la ISV y la LTO en varios tipos celulares (Pasantes-
Morales et al., 2000), lo que sugiere un evento de fosforilacién de este tipo en la
via de activacion del flujo de osmolitos.

p56lck es una proteina de la familia de tirosinas cinasas src, involucrada en
el DRV y en Ila activacion de la ISV en linfocitos; incluso la expresion de esta
proteina activa en condiciones isosmoéticas una corriente de CI similar a ¢SV
(Lepple-Wienhues, 2000). p56lyn y p72syk, también proteinas de esta familia,
regulan la actividad del intercambiador aniénico, proteina responsable del flujo de
taurina en eritrocitos de raya (Musch et al., 1999).

La cinasa de adhesioén focal (p125FAK) es una proteina activada por
integrinas que se asocia con proteinas como PI3K, Shc, Grb2, paxilina, miembros
de la familia src y p130cas. p125FAK se fosforila en respuesta a un estimulo
hiposmético en células CIH-407, aparentemente esta fosforilacion es mediada por
la proteina Rho y p125FAK podria ser la proteina que activa PI3K en condiciones
hiposmoticas en estas células (Tilly et al, 1996).

En otros tipos celulares no se ha identificado la cinasa de tirosina
involucrada en el DRV ni el orden de los eventos de fosforilacién, pero muchas de
las proteinas identificadas como responsables de la activacion del flujo de
osmolitos son reguladas por este tipo de cinasas.

Cinasas de Serina/Treonina. El estimulo hiposmotico activa en varios tipos

celulares a las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPKs), que en
general se asocian a receptores con actividad de cinasas de tirosina o acoplados a
proteinas G. En mamiferos se expresan cuatro grupos de estas enzimas: las
cinasas relacionadas con sefiales extracelulares 1y 2 (Erk1/Erk2), las cinasas con
amino-terminal Jun (JNK1/2/3), las proteinas p38 (p38a/ply/8) y Erk5, que son
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activadas por tipos especificos de cinasas de MAPKs (MEKs): MEK1/2, MKK3/6,
Mkk4/7 y MEKS respectivamente (Chang y Karin, 2001). Las MAPKs reconocen
sitios fosfoaceptores compuestos de serina o treonina seguidas de prolina y los
aminoacidos que rodean estos sitios incrementan las especificidad de
reconocimiento. Erk1/Erk2 se activan en respuesta al estimulo hiposmético en
muchos tipos celulares (Pasantes-Morales et al, 2000a) y en astrocitos de corteza
estas proteinas estan involucradas en la activacion de la ISV (Crépel et al, 1998).
JNK y p38 se activan también en respuesta al hinchamiento hiposmético, pero no
se ha encontrado una relacion entre la actividad de estas proteinas y la activacion
de los flujos de osmolitos (Pasantes-Morales et al, 2000a).

La familia de proteinas cinasas C (PKC) se activan por Ca*?y 1,2-
diacilglicerol (DAG). Al estudiarse el efecto de PKC sobre la ISV se encontraron
respuestas diferentes dependiendo del tipo celular estudiado: a) la activacion de
PKC disminuye la cantidad de corriente y su inhibicién la aumenta; b) la activacién
aumenta la corriente y la inhibicion la disminuye; c) la activacion o inhibicion de
PKC no tiene efecto (Pasantes-Morales et al, 2000a). La LTO es independiente de
PKC en el NSO de la rata (Deleuze et al., 2000) y en neuronas granulares de
cerebelo (Morales-Mulia et al., 2001). El bloqueador de PKC, queleritrina, inhibe el
flujo de aminoacidos en células cardiacas, pero no en células de corteza de rata.
Varios de los canales propuestos como responsables de la corriente de K*
sensible a volumen son sustrato de fosforilacion de PKC y otras cinasas, pero el
efecto especifico sobre esta corriente en condiciones hiposméticas no se ha
reportado. Los resultados obtenidos apuntan a que el papel de esta proteina en
los flujos de osmolitos y el DRV es especifico para cada tipo celular.

GTPasas Rho. Constituyen una subfamilia de la superfamilia de pequeiias
GTPasas Ras. Las mejor caracterizadas son RhoA (Ras homologous member A),
Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) y Cdc42 (cell division cycle 42)
(Luo, 2001). Estas proteinas se han visto relacionadas con la activacion de la
ISV, ya que en la linea celular CIH-407 (Tilly et al, 1998) y en células CPAE
(Nilius et al, 1999) el tratamiento con exoenzima C3 recombinante, un inhibidor de

Rho, impide la activacién de esta via. Los blancos de accion de estas proteinas
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enla reguiaclén del volumen podrian ser p125FAK, PI3K y Rho cinasa (Tilly et al,
1998; Nilius et al, 1999). La conexién final con la activacion de las vias de
transporte no es clara aun, pero es importante resaltar que estas proteinas son
reguladoras clave de la organizacion del citoesqueleto de actina y de las vias de
sefialamiento activadas por integrinas.

CaM y CaMK. Una de las proteinas mas importantes en la transduccion de
sefiales en respuesta a aumentos en ia [Ca’?) es la calmodulina (CaM), de 148
aminoacidos con cuatro dominios conocidos como “manos EF", cada uno capaz
de unir un i6n de Ca*? y desencadenar un cambio conformacional en la proteina.
Una de las acciones principales de CaM es activar a miembros de la familia de
proteinas cinasas S/T, entre elios las proteinas cinasas dependientes de
Ca'?/CaM (CaMK) (Hook y Means, 2001).

Inhibidores de CaM como W7 (N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-naftalen
sulfonamida), pimozida y trifluoperazina disminuyen el DRV y los flujos de
osmolitos en una gran variedad de células (Pasantes-Morales y Morales-Mulia,
2000). La dependencia de CaM y CaMK de la LTO en diferentes tipos celulares se
puede apreciar en la Tabla Ii.

Calcio. En la mayoria de los tipos celulares, el hinchamiento hiposmético

provoca un aumento en la concentracion de calcio intracelular (Ca*%), proveniente
tanto del medio extracelular como de pozas intracelulares. La entrada de Ca* en
respuesta al hinchamiento puede ser a través de canales de Ca*? dependientes de
voltaje, canales cationicos activados por estiramiento o entrada Ca*? capacitativa,
dependiendo el tipo celular. En astrocitos de cerebelo de rata la entidad molecular
responsable de ia entrada de Ca*? no se ha identificado, pero se sabe que no son
canales dependientes de voltaje ni canales sensibles a estiramiento (Morales-
Muiia et al., 1998). En astrocitos de corteza y cerebelo de rata, la poza sensible
a inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) es la que colabora en el aumento en la [Ca*?);
(Fischer et al., 1997, Morales-Mulia et al., 1998).

Esta respuesta tan conservada postulaba al Ca'? como molécula
fundamental en la activacién del DRV y el flujo de osmolitos. Los primeros trabajos
realizados en células renales apoyaban este hecho, pero el estudio de este
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TABLA II. Dependencia de Ca*2, CaM y CaMK de la Liberacién de Taurina Osmosensible.

Dependiente de
Tipo Celular Ca*?%e Ca*? CaM CaMK Ref.
Linea celular de
trdguea de humano 9HTEo- si si Galietia et al., 1997
Neuroblastoma CHP-100 Si Bosavoppa et al., 1996
Eritrocitos de Noetia Ponderosa si Pierce y Rowland-Faux, 1992
Rebanadas de corteza de rata no . i i Law, 1994
... Células de erifroleucermia . no , si si Huong ef al., 2001
: no. ‘ no : Sanchez-Olea et al., 1991
no - no no no Garcia et al.. 1991
no v no Kinne et al., 1996
ere ‘no o Sanchez-Olea et al., 19950
Astrocitos de COﬁ'eiG : ' no no Pasantes-Moiales et al., 1990
' . O'Connor y Kimelberg, 1993
Neuronas granulares de cerebelo no no no no Moran et al., 1997
Morales-Mulic et at., 2001
Nucleo supradptico de rata no Delewze et ol., 1998
Células Hela si Kk y Kitk, 1994

Ca~%e, calcio extracelular; Ca*?i calcio intracelular; CoM, calmodulina; CaMK, cinasa dependiente de calmoduling; MDCK, células de rindn de perro Madin-Darbin.
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fenémeno en diversos tipos celulares ha permitido demostrar que el DRV es
dependiente de Ca*? en células epiteliales pero independiente en casi todos los
demas tipos celulares, con algunas excepciones (Pasantes-Morales y Morales-
Mulia, 2000). Esta diferencia entre células epiteliales y no epiteliales se ha
propuesto es debido, principaimente, al canal de K' involucrado en el DRV.
Mientras que en las células epiteliales se activan los canales BK, que son
dependientes de concentraciones micromolares de Ca*? y tienen conductancias
entre 100-200pS; en los demas tipos celulares se activa una canal de
conductancia menor, de 20-30 pS, e independiente de Ca*2. En consecuencia, el
hinchamiento en células donde los BK participan en el DRV se activa la corriente
de K* dependiente de Ca'?, se hiperpolariza la célula y posteriormente se activan
los canales de CI. En los demas tipos celulares, incluyendo los astrocitos, la
activacion de la corriente de CI' precede a la de K' y en general ambas son
independientes de Ca*?; en este caso la célula se despolariza al hincharse.

La ISV es independiente de Ca*? en la mayoria de las células (Pasantes-
Morales y Morales-Mulia, 2000), pero necesita de una concentracion minima de
Ca*? para su activacion, conocida como calcio permisivo (Szucs et al., 1996b).

La LTO es independiente de Ca*? en la mayoria de los tipos celulares
(Tabla II). Aun asi, en algunos tipos celulares se ha observado que un aumento en
los niveles de este ion por encima de los alcanzados con un estimulo hiposmético
potencia el flujo, pero en estas células la liberacién de taurina es dependiente de
Ca*?.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las células gliales, entre ellas los astrocitos, son las responsables de
mantener constante la composicion del medio extracelular en el sistema nervioso
central. Asl mismo, pueden regular la actividad neuronal debido a la cercanfa
anatomica con las sinapsis.  Los astrocitos son preferentemente susceptibles al
Incremento en volumen lo que exacerba el desajuste metabdlico y provoca un
dafo: mecanico mayor. ~Una gran variedad de neurotransmisores,
neuromoduladores hormonas y mediadores de la respuesta inmune presentes en
ol cerebro va sea en condlciones fisioldgicas o patoldgicas, puede provocar un

: aumento en Ia [Ca*z]l en astrocnos (Verkhratsky y Kettenmann, 1996):. Sl bien la
LTO es mdependlente de Ca" ° en astrocitos de cerebelo de rata, un agmepto enla
Sser ':“Vdo en condiciones hiposmédticas, pc‘:dﬂvta‘:‘po'te‘nciar el

[Ca*zl., por. encim’
\ ia, el efecto del Ca*? sobre Ia liberacion de taurina
i’_i]vléiéﬁciencia de los mecanismos de regulacion
ehvel dario causado por patologfas' asociadas a
a arécterizacién de estos mecanismos es importante

‘ya que podrla ser.unae rategua eficaz en el tratamiento de estas patologias en el

, sistema nervioso
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OBJETIVOS

Con base en lo anterior, el objetivo general de este trabajo es investigar la
modulacion por Ca*? de la liberacion de taurina en condiciones hiposmoticas y sus

mecanismos de accion.
Los objetivos particulares son;

e Aumentar los niveles de calcio intracelular durante el estimulo hiposmético
mediante el uso de ionomicina y estudiar el efecto de este idn sobre la liberacién

de taurina osmosensible.

e Caracterizar la cascada de sefales que activa la liberacion de taurina en
condiciones hiposméticas en astrocitos de cerebelo de rata, con el proposito de
ubicar los posibles blancos del Ca*.

o Determinar si las vias activadas por el aumento en el calcio intracelular son las
mismas que las activadas por hiposmolaridad o se reclutan sehales diferentes.



METODOLOGIA

CULTIVOS CELULARES.

Se utilizaron cultivos primarios de astrocitos de cerebelo de rata que se
obtuvieron de acuerdo a Moran y Patel (1988). Ratas de la cepa Wistar, de ocho
dias de nacidas, fueron decapitadas para aislar el cerebelo. El tejido se
homogeneizé mecanicamente, las células se disociaron con tripsina y se
sembraron en cajas de plastico a una densidad de 2.1x10* células/cm?. Se utilizo
medio basal Eagle suplementado con 10% de suero fetal inactivado, 2mM
glutamina, 50 U/m! penicilina y 50 pg/ml estreptomicina. Las células se incubaron
a 37°C en una atmosfera de CO, (5%) y aire saturado con vapor de agua (95%).
Los cultivos se utilizaron después de 2-3 semanas en cultivo.

DETERMINACION DE LA [Ca*}] INTRACELULAR.

Los astrocitos se incubaron 1h con 5uM Fura-2/AM en medio basal Eagle a
37°C y transcurrido este tiempo se levantaron las células de las cajas de cultivo
con solucion salina de fosfatos (10mM buffer de fosfatos, KCl 2.7mM, 137mM
NaCl, pH 7.4) sin Ca*?, con 1mM EDTA (4cido etilenediamine-tetracético) y 0.01%
de tripsina, se centrifugaron y resuspendieron en medio isosmotico durante 30 min
para desechar el fluoréforo no incorporado. En las células suspendidas en
solucion isosmética se determiné la concentracion de Ca*? en la condicion basal y
posteriormente en la condicién experimental. La fluorescencia fue medida en un
espectrofluorometro de luminiscencia Aminco-Bowman alternando la longitud de
onda de excitacion entre 340 y 380 nm, mientras que la emisién fue monitoreada a
510 nm. Al final de cada experimento se lisaron las células con 0.1% de Tritén X-
100 para obtener Ia fluorescencia maxima y posteriormente se amortigu6 todo el
Ca'? con 20 mM EGTA (acido etileneglicol-bis(beta-aminoetil)-N,N,N’,N'-
tetraacético) para determinar la sefial minima. Los valores obtenidos se utilizaron
para calcular la concentracion de calcio de acuerdo a ecuaciones publicadas con
anterioridad (Grynkiweicz et al., 1985).
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FLUJO DE *H-TAURINA,

“Los astrocitos en cultivo se incubaron durante 1 hora con 1uCiiml 3H-
ta‘urlna én medio isosmaético (300mOsm) que contiene (en mM): 135 NaCl, § KCI,
1 ngSO4. 1 CaCl,, 10 glucosa y 10 acido N-2-Hidroxietilpiperazin-N'-2-
ethanesulfonico (HEPES), pH 7.4. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron
durante 15 minutos con solucién isosmotica en ausencia del marcador radioactivo.
Posteriormente se reemplazdé completamente el medio cada minuto, colectandose
tres muestras para determinar la liberacion de *H-taurina en condiciones control
(isosmdticas) y 5 muestras para las condiciones experimentales. Al terminar el
experimento se solubilizaron las células con NaOH 0.4 N y la radioactividad se
determiné en un contador de centelleo liquide. Los resultados se expresan como
porciento de liberacion o como tasa de liberacion, que es el cociente entre la
radioactividad presente en el medio colectado en cada fracciéon de tiempo y la
radioactividad en las células en ese periodo.

Las soluciones hiposméticas se prepararon reduciendo fa concentracion de
NaCl. La osmolaridad de las soluciones se determiné en un osmometro de punto
de congelacién.

El ionoforo de Ca*? ionomicina estuvo presente unicamente durante la
condicién experimental. Los demas farmacos se preincubaron los tiempos
indicados y estuvieron presentes en el medio de perfusion durante todo el

experimento.

LIBERACION DE *H-ACIDO ARAQUIDONICO.

Las células en cultivo se incubaron 24h con 0.5 pCi/ml *H-acido
araquidénico en medio basal Eagle sin suero, suplementado con 2mM glutamina,
50 U/ml penicilina y 50 ng/ml estreptomicina. Transcurrido este tiempo se lavaron
las células tres veces con medio isosmético con albumina al 1% para remover el
marcador no incorporado y tres veces mas con medio isosmético normal. Después
de 5 minutos en condiciones isosmoticas, se colectd completamente el medio para
determinar la liberacion basal y se agrego la soluciéon experimental, que se colecté
5 minutos después. Las células se solubilizaron con NaOH 04 N y la
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radioactividad se determin6 en un contador de centelleo liquido. Los resultados se
expresan como aumento porcentual con respecto a la liberacién basal de *H-acido
araquidénico.

INMUNOPRECIPITACION Y WESTERN BLOT.

Después de ser expuestos a las condiciones experimentales, los astrocitos
se trataron con buffer de lisis (20mM Tris pH7.5, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM
EGTA, 1% Triton X-100, 2.5mM pirofosfato de sodio, 1mM B-glicerolfosfato, 1mM
NasVOy4, 1ug/ml leupeptina, 0.2 mM fenilmetil-sulfonil fluoride) a 4°C. Las células
se desprendieron de las cajas con un asa de goma y el lisado fue sonicado tres
veces con ciclos de 30 segundos. Se obtuvo el sobrenadante de esta muestra
centrifugando durante 15 min a 10,000 rpm y se determiné la concentracién de
proteina por el método publicado por Lowry (1951).

La actividad de Erk1/Erk2 se determindé mediante la fosforilacion de la
proteina basica de mielina (PBM) segun la técnica publicada por Alessi y col.
(1995). Se inmunoprecipité durante 2h a 4°C con un anticuerpo policlonal contra
Erk1/Erk2 y sefarosa acoplada a proteina A, Los inmunoprecipitados se lavaron
con buffer de cinasa (20mM HEPES pH 7.4, 10mM MgCl;, 1mM ditiotreitol) y se
incubaron con 250ug/ml de PBM y 1uM acido okadaico a 30°C durante § min. La
reaccién se inici6 al agregar 20mM ATP y 10uCi/ml [y*2P]-ATP. Transcurridos 30
min se detuvo la reaccion con buffer de muestra (Tris 52.5mM, glicerol 10%, 2.3%
SDS, B-mercaptoetanol 5mM) y el material se separd en geles desnaturalizantes
de duodecil suifato de sodio-poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE). Las proteinas se
transfirieron y expusieron a placas Molecular Dynamics phosphorimager. Para
determinar la cantidad de Erk1/Erk2 las membranas se bloquearon durante 2 h
con 5% leche descremada en 10mM Tris-HCI, pH 7.5, 150mM NaCl (TBS) y se
incubaron con un anticuerpo anti-Erk1/Erk2 a 22°C durante 1 h. Las membranas
se lavaron cuatro veces con TBS (durante 5 min c/u) y se incubaron 1 h a
temperatura ambiente con un anticuerpo acoplado a peroxidasa. Las bandas se
detectaron con el reactivo ECL (Amersham Pharmacia).
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La actividad de PI3K se determino indirectamente mediante la fosforilacion
de |a proteina cinasa Akt. Se inmunoprecipitod incubando los lisados toda la noche
a 4°C con un anticuerpo que reconoce ia proteina Akt (dilucion 1:500) y agarosa
acoplada proteina A (1.2mg). Las perlas se lavaron tres veces con buffer de lisis y
se desnaturalizaron a 100°C en presencia de buffer de muestra. El resultado de la
inmunoprecipitacion se separd por SDS-PAGE al 12%. Las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa y las membranas se bloquearon
durante 2 h con 5% leche descremada en Tris-HCI pH 7.5 y 150mM NaCl (TBS).
Las membranas se incubaron toda la noche a 4° C con un anticuerpo fosfo-
especifico que reconoce la proteina Akt fosforilada en el residuo de serina 473.
Las membranas se lavaron cuatro veces con TBS (durante 5 min c/u) y se
incubaron 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa (dilucién de 1:2000). La membrana se lavé con TBS y se revelo con
reactivo ECL. Los niveles totales de Akt se determinaron incubando las
membranas con un anticuerpo especifico contra Akt.
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RESULTADOS

CAMBIOS EN LA [Ca*¥), Y EN EL FLUJO DE TAURINA EN CONDICIONES
HIPOSMOTICAS.

En astrocitos de cerebelo en cultivo la [Ca*?]; en condiciones basales varia
entre 130-200nM. Una disminucién en la osmolaridad del medio extracelular de
300 a 210 mOsm (30%), provoca un aumento en la [Ca'®] que alcanza
rapidamente un pico y posteriormente cae hasta alcanzar una meseta que se
mantiene durante todo el experimento (5 minutos en total) (figura 3, trazo 1). El
incremento en la [Ca*?); puede Ilegar hasta 400nM en el punto maximo (figura 3).

1600 - 1) H 30%
2) H 30% + EGTA-AM 50uM
1400 3) H 30% + ionomicina 1uM
4) Isos + ionomicina 1M
1200 -
s 1000
e
5 800 -
‘o
. 600
400 -
200
0
0 100 200 300 400

Tiempo (seg)

Figura 3. Cambios en la [Ca*?); inducidos por soluciones hiposméticas y ionomicina. Los
astrocitos se cargaron con FURA-AM como se describe en Metodologia. El trazo basal
corresponde a la [Ca’?; en solucion isosmética. La flecha indica el momento en que se
aplicaron los siguientes estimulos: 1. medio hiposmético 30%, 2. medio hiposmético 30%
en células tratadas con 50 uM EGTA-AM, 3. medio hiposmoético 30% mas 1uM
ionomicina, 4. medio isosmético mas 1uM ionomicina. El EGTA-AM se preincubé 30
minutos y estuvo presente durante todo el experimento. La ionomicina estuvo presente
unicamente durante la condicién experimental. Los trazos son representativos de 3-6
experimentos.
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El tratamiento de los cultivos durante 30 min con 50uM de etileneglicol-bis(beta-
aminoetil)-N,N,N' N'-tetraacetoximetil ester (EGTA-AM), un quelante de Ca'3,
disminuye la concentracién basal del ién a valores alrededor de 90nM y elimina
completamente el aumento en la [Ca*?; en condiciones hiposméticas (figura 3,
trazo 2). La [Ca*?); aumenta de manera muy importante al estimular a las células
con un medio 30% hiposmético mas 1uM de ionomicina, un ionéforo de Ca*? en
estas condiciones el aumento en la [Ca*?); es superior a 1uM en el punto maximo
(figura 3, trazo 3). La ionomicina en condiciones isosméticas también produce un
aumento en la [Ca*?); (figura 3, trazo 4), que aunque siempre por debajo de los
niveles observados en soluciones hiposmoticas con ionomicina, puede alcanzar
concentraciones de 800nM amM

El estimulo hipq;;rr_iéﬁéo induce la activacion de un flujo de taurina como
mecanismo de reg’vd_l“ya:c';:'!"‘éyn _';é‘l»el volumen celular (figura 4). La tasa de liberacién de
taurina en cqndicio;h‘éfs{:isosméticas esde 1.28 x 102+ 1.1 x 10°min” y aumenta a
7.6x10%+£22x 10‘3 min"* después de dos minutos en un medio 30% hiposmaético,
momento en el que se obtiene la liberacion maxima (figura 4A). Cuando se incuba
a las células con 50uM EGTA-AM, una condicién en la que no se observa
elevacion alguna en la [Ca*?;, la liberacion de taurina osmosensible (LTO) se
inhibe 18.8% (figura 3). La ionomicina en un medio hiposmético 30% aumenta la
tasa de liberacion de taurina a 1.55 x 10" £ 8.9 x 10° min’ a los dos minutos,
siendo |a liberacion total 65% superior a la observada en condicicnes hiposmaoticas
(figura 4). La figura 4A muestra que se requiere un estimulo hiposmoético para que
la ionomicina induzca una potenciacion de la liberacion de taurina, ya que en
condiciones isosmoticas no produce un cambio significativo en la tasa de
liberacion (1.56 x 102 £ 2.87 x 10 min™' en el punto maximo), a pesar del aumento
observado en la [Ca*?). En la figura 4B se muestra el efecto de la ionomicina en un
intervalo de hiposmolaridad que va desde 10% hasta 50%, siendo suficiente una
disminuciéon pequefia en la osmolaridad (10%) para observar potenciacion y
siendo ésta mayor cuando la osmolaridad se reduce entre 10%-30%.
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Figura 4. Efecto de la [Ca*? en la liberacién de °H-taurina osmosensible (LTO). Los
astrocitos incubados con *H-taurina se perfundieron con medio isosmético por 3 minutos y
durante 5 minutos mas con las soluciones experimentales que se indican. A. (@) Control,
solucion hiposmética 30%; (M) solucion hiposmaética mas 1uM ionomicina; (V) solucién
hiposmoética en células tratadas con 50pM EGTA-AM; (A) medio isosmético con 1uM
ionomicina. El EGTA-AM se preincubé 30 minutos y estuvo presente durante todo el
experimento. B. Potenciacion de la liberacién de *H-taurina en soluciones hiposméticas en
presencia de 1uM ionomicina. Los puntos representan el porcentaje de taurina liberada
durante 5 min en soluciones de osmolaridad reducida como se indica. (®) Medio
hiposmético 30%; (M) medio hiposmético 30% mas ionomicina. Los resultados expresan
el promedio + ES de al menos 6 experimentos.

38



Para determinar los mecanismos de potenciacién del Ca*? se examino el
efecto de inhibidores de proteinas propuestas como responsables de la activacion
de la liberacién de taurina osmosensible o activadas por aumento en la [Ca*?).

EFECTO DE INHIBIDORES DE CaM Y CaMK.

Una de las proteinas mas importantes en la transduccidén de sefales en
respuesta a un aumento en la [Ca*?); es la calmodulina (CaM); por este motivo
estudiamos el efecto de W7, un inhibidor de esta proteina, sobre la LTO y la
potenciacién por Ca*2. La figura 5A muestra que la incubacion de los cultivos con
50pM W7 durante 10 minutos no tiene efecto sobre la liberacion de taurina en
condiciones hiposmoticas, pero abate la potenciacién inducida por el Ca*?,

Uno de los principales blancos de CaM es la cinasa dependiente de
Ca*?/CaM (CaMK). Al incubar los astrocitos durante 10 minutos con 10pM KN-93,
un inhibidor de CaMK que compite con el sitio de unién del ATP, se observa el
mismo efecto que en los experimentos con W7, es decir, la liberacion de taurina
en condiciones hiposméticas no se ve afectada, pero desaparece la potenciacion

en presencia de ionomicina (figura 5B).

PARTICIPACION DE LAS CINASAS DE TIROSINAS.

Si bien las sefales involucradas en la activacién de la LTO no se han
identificado, hay evidencia que involucra eventos de fosforilacion en tirosinas
(Pasantes-Morales et al, 2000a). Para determinar si este mecanismo es
responsable de la activacion de la LTO y la potenciacion por Ca*? en astrocitos de
cerebelo, las células fueron tratadas por 30 minutos con 50pM tirfostina A23 (a-
ciano-(3,4-dihidroxi)cinamonitrilo), un inhibidor generai de cinasas de tirosina. La
figura 6 muestra el efecto de este farmaco, que inhibe 47.8% la LTO y 45.73% la
potenciacion con ionomicina. Cuando por el contrario, se trata a las células con un
inhibidor de fosfatasas de tirosina, en este caso 100pM de orto-vanadato durante 5
minutos, fa LTO aumenta 92.02%. Estos resultados indican que se necesita al
menos un evento de fosforilacion en tirosinas para la activacion de la via.
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Figura 5. Efecto de inhibidores de CaM y CaMK sobre la LTO en presencia o ausencia de
ionomicina. Los astrocitos cargados con H-taurina se preincubaron durante 10 min con
50uM W7 (A) o 10u KN-93 (B) y posteriormente se perfundieron con soluciones
hiposméticas 30% de la siguiente manera: A. (@) Control, solucién hiposmética 30%; (4A)
solucién hiposmoética 30% mas 50pM W7; (B) solucion hiposmética 30% mas 1uM
jonomicina; (V) solucién hiposmética mas 1uM ionomicina y 50uM W7. B. Igual que A
pero en presencia de KN-93 en vez de W7. Los resultados expresan el promedio + ES de

4 experimentos.
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A continuacion se describen los experimentos que se realizaron para identificar las
posibles cinasas de tirosinas involucradas en la activacién de la LTO.

Erk1/Erk2 son MAPKs cuya cascada de activacion involucra eventos de
fosforilacion en tirosinas, son responsables de la activacion de la ISV en
astrocitos de corteza y pueden ser activadas también por Ca’?, CaM y CaMKI!
(Agell et al, 2002), Se estudié la activacion de estas proteinas en condiciones
hiposméticas inmunoprecipitandolas con un anticuerpo especifico y determinando

—@— H 30%
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—&— +tir A23 50uM
—w- +ionomicina + tir
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Figura 6. Efecto de Ia inhibicion de cinasas y fosfatasas de tirosina en la LTO y la
potenciacion inducida por Ca*2. El experimento se realizé de igual manera que en la
figura 4A. (@) Control, solucién hiposmética 30%; (A) solucion hiposmética 30% mas
50uM tirfostina A23; (B) solucién hiposmoética 30% mas 1uM ionomicina; (V) solucién
hiposmética con 1M ionomicina y 50uM tirfostina A23; (®) solucion hiposmética 30% con
100 uM orto-vanadato. Las células se preincubaron durante 30 min y 5 min con tirfostina
A23 y orto-vanadato, respectivamente. Los resuitados expresan el promedio + ES de 5
experimentos.
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Figura 7. Efecto de PD98059 en la actividad de Erk1/Erk2 y en la LTO en condiciones
hiposméticas en presencia o ausencia de ionomicina. La actividad de Erk1/Erk2 se
determiné mediante la fosforilacion de la proteina basica de mielina (PBM) con
inmunoprecipitados obtenidos utilizando un anticuerpo anti-Erk1/Erk2. E! experimento
mostrado en la parte superior es representativo de tres independientes. Las barras
representan la liberacién de *H-taurina después de tres minutos en la condicion
experimental indicada y son el promedio + ES de 5 experimentos. El PD3S8059 se
preincubo 2h.

la fosforilacion de una proteina sustrato, en este caso PBM. La figura 7 muestra un
incremento en la fosforilacion de la PBM por Erk1/Erk2 en un medio hiposmético
30%; esta respuesta es mayor en presencia de ionomicina. El efecto en ambos
casos disminuye cuando las células son tratadas con 50uM de PD09859 (2'-
amino-3'-metoxiflavona), un inhibidor de MEKKI, la cinasa que activa Erk1/Erk2.
Sin embargo, estas proteinas no estan involucradas en la activacion del flujo de
taurina, ya que el tratamiento con PD09859 y la consecuente inhibicion de la
fosforilacion inducida por hiposmolaridad (figura 7), no tiene un efecto significativo
sobre la LTO o su potenciacion por Ca*? (figura 7).
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Figura 8. Actividad de PI3K en condiciones hiposméticas en presencia y ausencia de
jonomicina. La actividad de PI3K se determiné mediante la fosforilacion de AKT como se
describe en Metodologia. A. Experimento representativo de fosforilacién de AKT (panel
superior) y AKT total (panel inferior) después de 3 min en las siguientes condiciones: 1:
medio isosmotico; 2: solucion 30% hiposmética; 3: solucién hiposmética mas 100nM
wortmanina; 4: solucién hiposmética mas 1uM ionomicina. B. Cuantificacion de los
resultados en A. Las barras muestran el incremento porcentual en la fosforilacion de AKT
en las condiciones indicadas comparadas contra la condicién isosmotica y representan e!
promedio + ES de 5 experimentos individuales. *Significativamente distinto de la condicion
30% hiposmética p<0.05, **p<0.001. C. El experimento se realizé igual que en la figura 5.
(®) Control, solucién hiposmética 30%; (A) solucién hiposmética 30% mas 100nM
wortmanina; (M) solucion hiposmética 30% mas 1uM ionomicina; (V) solucién
hiposmética mas 1uM ionomicina y 100nM wortmanina. La wortmanina se preincubé una
hora. Los resultados expresan el promedio + ES de 6 experimentos.
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PI3K podria ser el blanco de las tirosinas cinasas involucradas en la
activacion de la LTO, ya que se ha observado que esta enzima se activa cuando
se asocian dos dominios SH2 de la subunidad p85 con proteinas fosforiladas en
residuos de tirosina (Duronio et al, 1998) y la wortmanina, un inhibidor de esta
enzima que modifica de manera irreversible el dominio catalitico, disminuye la LTO
en neuronas granulares de cerebelo (Morales-Mulia et al., 2001). La actividad de
esta proteina en condiciones hiposméticas se determiné de manera indirecta
mediante la inmunoprecipitacion de un sustrato fosforilado, en este caso fosfo-Akt.
En las figuras 8A y 8B se observa que el estimulo hiposmético produce la
activacion de PI3K y la wortmanina la impide. El tratamiento con ionomicina resulta
en una activacion mayor de PI3K (figura 8A, B). La figura 8C muestra que
wortmanina inhibe también la LTO (45.7%) y la potenciacion inducida por el
aumento en la [Ca'?; (63.8%), lo que sugiere que PI3K esta involucrada en la
activacion de este flujo en ambas condiciones.

LIBERACION DE *H-ACIDO ARAQUIDONICO EN MEDIOS HIPOSMOTICOS.

La activacion de isoformas de PLA2 y el aumento en la liberacion de °H-
acido araquidonico (AA) en condiciones donde aumenta la [Ca*?]; (Thoroed et al.,
1997), asi como la asociacidon de esta fosfolipasa con la activacion del flujo de
taurina en algunos tipos celulares, nos alenté a estudiar los efectos suscitados en
esta via en respuesta al estimulo hiposmético y a la potenciacion por Ca*.
Reducciones en la osmolaridad del 50% y 30% aumentan la liberacion de AA
106.2% + 27.54% y 31.28% + 2.72% respectivamente (figura 9A). En presencia
de ionomicina, la liberacion de AA aumenta 62.66% t 19.42% en condiciones
isosmoticas y 97.9% + 8.18% en una solucién hiposmotica 30% (figura 9A). La
incubacién de los astrocitos durante 15 min con 150uM araquidoniitrifluorometil
cetona (AACOCF3) o durante 30 min con 20uM metil araquidonil fluorofosfonato
(MAFP), inhibidores especificos de cPLA2, no disminuyeron la liberacién de AA en
soluciones 30% hiposmaticas con y sin ionomicina (figura 9B). El efecto de un
inhibidor general de fosfolipasas, 8-bromofenacil bromide (BPB), no pudo ser
determinado debido a que produjo grandes aumentos en la liberacion basal de
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Figura 9. Liberacién de *H-acido araquidénico en condiciones hiposmdticas y con
ionomicina. Los astrocitos se preincubaron 24 h con *H-acido araquidénico como se
describe en Metodologia. Se colectdé completamente el medio después 5 minutos en
medio isosmotico para determinar la liberacion basal y una vez mas después de 5 min en
las siguientes condiciones: A. medio hiposmatico 50% (H 50%); medio hiposmoético 30%
(H 30%); medio hiposmético 30% en presencia de 1uM jonomicina (H 30% + lono); medio
isosmético mas 1uM ionomicina (Isos + lono). B. Liberacion de *H-acido araquidénico en
condiciones hiposmaticas 30% en ausencia (H 30%) o condiciones hiposméticas 30%
mas 1uM ionomicina (H 30% + lono) en condiciones control, en presencia de 150 uM
AACOCF3, 20y MAFP, 100nM wortmanina o 50 pM tirfostina A23. AACOCF3 se
preincubé 15 min, wortmanina th, MAFP vy tirfostina A23 30 min. Los resultados
representan el promedio + ES de al menos 4 experimentos.
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taurina probablemente por efectos toxicos en los astrocitos. Los farmacos
wortmanina y tirfostina A23, utilizados de igual manera que en los experimentos
previos, no disminuyeron la liberacion de AA en las condiciones probadas (figura
9B).

DESPOLIMERIZACION DEL CITOESQUELETO DE ACTINA.
Con el propodsito de estudiar una posible participacion del citoesqueleto en
la LTO y su potenciacién por Ca*? se utilizé citocalasina B (100uM, 30 min
preincubacion), que despolimeriza completamente el citoesqueleto de actina en
astrocitos de cerebelo (Moran et al., 1996). El tratamiento con citocalasina B no
disminuye de manera considerable la LTO pero impide la potenciacion por el Ca*2
(figura 10), de igual manera que el W7 y el KN93,
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Figura 11. Efecto de la citocalasina B sobre la LTO y la potenciacién por Ca*2. El
experimento se realiz6 de igual manera que en la figura 5. (@) Control, solucion
hiposmética 30%; {A) solucion hiposmética 30% mas 100uM citocalasina B; (W) solucién
hiposmética 30% mas 1uM ionomicina; (V) solucién hiposmética mas 1uM ionomicina y
100uM citocalasina B. La citocalasina B se preincubé 30 min. Los resultados expresan el
promedio + ES de 5 experimentos.
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DISCUSION

EL Ca'? POTENCIA LA LTO EN ASTROCITOS DE CEREBELO.

En astrocitos de cerebelo de rata, el estimulo hiposmético induce la
activaciéon de un flujo de osmolitos y se acompafna de un aumento en la [Ca""]-..
Entre las pozas de osmolitos organicos que participan en el DRV, la de taurina es
la que disminuye en mayor cantidad (Pasantes-Morales et al, 2000b) y su
utilizacion representa una ventaja debido a la inercia metabdlica del compuesto.

En astrocitos de cerebelo de rata la LTO es basicamente independiente de
Ca*?, ya que al impedir el aumento en la concentracion del ion inducido por la
hiposmolaridad, el flujo de taurina disminuye minimamente. Este resultado
coincide con lo reportado en la mayoria de los tipos celulares (Tabla Il), con
excepcion de los eritrocitos de molusco (Pierce y Rowland-Faux, 1992), el
neuroblastoma CHP-100 (Basavappa et al., 1996) y la linea celular 9HTEo-
(Galietta et al., 1997), donde la LTO es dependiente de Ca*? extracelular. En
rebanadas de corteza de rata, el TMB-8 (acido 3,4,5-trimetoxibenzoico 8-
(dietilamin)octil ester), un compuesto que impide la liberacion de Ca*? de las pozas
intracelulares, inhibe 30% la liberacién de taurina (Law, 1994). Sin embargo, en
estos trabajos las concentraciones de farmacos utilizadas para remover el Ca*
son en general superiores a las necesarias. En estas condiciones, probablemente
el Ca*? disminuye mas alla de la concentracion de Ca*? permisivo necesario para
la activacion del flujo de taurina.

Independientemente del efecto marginal del Ca*? en la activacion de la
LTO, el incremento en las concentraciones intracelulares de este idn durante un
estimulo hiposmatico, potencia la LTO en el intervalo de osmolaridad estudiado. E!
efecto modulador del Ca*? en el DRV fue reportado por primera vez por Pierce y
Rowtland-Faux (1992), quienes demostraron en eritrocitos de Noetia ponderosa
que la ionomicina aceleraba la regulacion dei volumen y aumentaba la LTO. En
rebanadas de corteza de rata un ionéforo de Ca*? incrementa la LTO 22% (Law,
1994); en células 9HTEo- la ionomicina y el ATP también potencian el flujo de
taurina (Galietta et al., 1997). Sin embargo, debido a que en estos tipos celulares
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la LTO depende de Ca*?, el efecto observado se interpreté como evidencia que
reforzaba esta relacion. Incluso, en células 9HTEo- el aumento la [Ca*?) aumenta
el flujo de taurina en condiciones isosmdticas. En nuestras células, no se observo
incremento alguno en los experimentos realizados con ionomicina en condiciones
isosmoticas, a pesar de que el aumento en la [Ca*?} es mucho mayor que en
condiciones 30% hiposméticas. Esto demuestra que el Ca*? actua incrementando
la eficiencia de la via una vez activada ésta y no de manera directa activando el
flujo de taurina. Esto es respaldado por el mayor efecto estimulador de la
ionomicina observado en condiciones hiposmoticas leves, a diferencia del efecto
en medios 50% hiposmoticos donde Ia potenciacion es casi inapreciable.

Los efectos moduladores del Ca*? no se limitan al flujo de taurina; en criptas
de colon de raton aisladas, el iondforo de Ca*? A23187, la bradicinina y la
tapsigargina, disminuyen ei hinchamiento celular y aceleran el DRV (Mignen et al.,
1999). En la linea CIH- 407, el flujo de '®| aumenta en condiciones hiposméticas
cuando se estimula también con hormonas que movilizan Ca*?, A23187 o
tapsigargina (Tilly et al., 1994). En astrocitos de corteza (Bender y Norenberg,
1994) y de cerebelo de rata (Quesada et al., 1999), la ionomicina aumenta e! fiujo
de %Rb (como marcador de K*) en condiciones hiposmoticas. En estas células, el
efecto del Ca*2 tampoco se observa en condiciones isosmoticas.

LA ACTIVACION DE LA LTO REQUIERE LA ACCION DE CINASAS DE
TIROSINA Y PI3K.

Las sefiales involucradas en la activacion de la LTO no se conocen y la
evidencia obtenida hasta el momento apunta hacia mecanismos diferentes segun
el tipo celular. No existe informacion previa acerca de las sefales responsables de
este mecanismo en astrocitos de cerebelo. El presente trabajo aporta evidencia
que involucra al menos un evento de fosforilacion en tirosina y la participacion de
PI3K, como se demuestra con la inhibicion de la LTO con tirfostina A23 y
wortmanina, la potenciacion de este flujo con orto-vanadato y el aumento en la
actividad de PI3K en respuesta al estimulo hiposmético.
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La importancia de los eventos de fosforilacion en tirosinas en ia LTO,
utilizando " inhibidores de cinasas o fosfatasas de tirosinas, se ha demostrado
también en corazén de rata (Song et al., 1998), eritrocitos de trucha (Kiessling et
al., 1998), astrocitos de corteza (Mongin et al., 1999), eritrocitos de raya (Hubert et
al., 2000), nucleo supradptico de rata (Deleuze et al., 2000), neuronas granulares
" de cerebelo (Morales-Mulia et al., 2001), rebanadas de hipocampo (Franco et al.,
'2001), células de cancer cervical humano (Shen et al., 2001) y fibroblastos de
ratén NIH3T3 (Pedersen et al., 2002). El efecto de estos farmacos en diferentes
preparaciones sefala a las cinasas de tirosinas como proteinas clave en la
cascada de sefales que conecta el cambio en volumen con la activacion de la via
de transporte de taurina. Sin embargo, no se han identificado las cinasas
especificas y los sitios de accién de éstas, y las diferencias entre el efecto de los
mismos farmacos en los tipos celulares estudiados apunta hacia la participacién
de proteinas distintas. El trabajo realizado por Hubert y col. (2000) en eritrocitos de
raya es la excepcion, ya que aqui las proteinas p72syk y p56lyn parecen ser las
responsables de la activacion del flujo de taurina al fosforilar el intercambiador
anionico, efector del flujo en estas células. En otro trabajo realizado por el mismo
grupo de investigacion (Wittels et al., 2000), se utilizaron varios paradigmas para
provocar hinchamiento con valores diferentes en la fuerza iénica intracelular, dado
que este parametro parece regular el flujo de taurina (Motais et al., 1991; Cannon
et al., 1998; Cardin et al.,, 1999); los experimentos realizados demostraron que
existe una correlacién entre la activacion de estas proteinas, el flujo de taurina y la
disminucion en la fuerza i6nica. El canal de CI sensible a hinchamiento también se
activa cuando disminuye la fuerza iénica intracelular y el efecto depende de la
actividad de las cinasas de tirosina (Nilius et al., 1998). Por lo tanto, existe ia
posibilidad de que las cinasas de tirosina que participan en el DRV, lo hagan
debido a que su actividad es sensible a variaciones en la fuerza iénica.

La inhibicién del flujo de taurina con wortmanina se ha observado
previamente en neuronas granulares de cerebelo (Morales-Mulia et al., 2001) y
rebanadas de hipocampo de rata (Franco et al., 2001); en esta ultima preparacion
se observé también la activacion de PI3K en respuesta al estimulo hiposmético y
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su inhibicion con wonmaniﬁ'é.', ESté ‘,én'zimba se ha involucrado con ia activacién de

‘la corriente de CI" enla Ilhéé c'élul‘ér"ClH—407 (Tilly et al., 1996) y en el hepatoma
HTC (Feranchak et al,, 1992), La‘éonexién de esta proteina con las otras sefiales
involucradas en el DRV no es clara. La activacién de cinasas de tirosinas en
respuesta al estimulo hiposmético podria resultar en la activacion de PI3K, blanco
de estas cinasas (Duronio et al., 1998). Los eventos posteriores a la activacion de
PISK podrian involucrar a la familia de GTPasas-Rho, protelnas con las que
interactia en varias vias de sefialamiento. La GTPasa-Rho participa en la
activacion de la ISV en células CPAE (Nilius et al., 1999) y CIH-407 (Tilly et al.,
1998), ademas, su expresion acelera el DRV y aumenta el flujo de osmolitos en
células NIH3T3 (Pedersen et al., 2002).

LA POTENCIACION POR Ca*? ES A TRAVES DE CaM/CaMK .

La potenciacién de la LTO observada al aumentar la [Ca*?); se abatio al
utilizar los inhibidores de CaM y CaMK, W7 y KN93, lo que sefala la participacion
de estas proteinas en el mecanismo descrito. Estos blogueadores no tuvieron
efecto en la LTO, lo cual es de esperarse si se toma en cuenta que en astrocitos
de cerebelo este proceso es basicamente independiente de Ca*2. Los inhibidores
de CaM y CaMK tampoco tienen efecto sobre la LTO (Tabla Il) en linfocitos
(Garcia et al., 1991), astrocitos (Pasantes-Morales et al., 1990) y neuronas
granulares de cerebelo de rata (Morales-Mulia et al., 2001), con excepcion de W7
que de manera sorpresiva potencia este flujo en neuronas de cerebelo. En
rebanadas de corteza de rata la liberacion de taurina se inhibe 20% con
trifluoperazina (TFP), un bloqueador de CaM (Law, 1994). En células de
eritroleucemia humana inhibidores de CaM y CaMK reducen notablemente la LTO
(Huang et al., 2001). En células Hela (Kirk y Kirk, 1994), la inhibicién de CaM por
ciertas drogas y la disminucion en el flujo de taurina sigue una relacién lineal. Sin
embargo, estos resultados deben interpretarse con cuidado ya que algunos de los
farmacos utilizados tienen efecto en células donde el flujo de osmolitos y el DRV
no dependen de Ca*? e incluso en células donde el estimulo hiposmético no

provoca un aumento en la [Ca*?, como es el caso de las células de Ehrlich
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(Thomas-Young, 1993), Un buen ejemplo es la linea celular de eritroleucemia
humana K562, donde el aumento en la [Ca*?); es abolido al remover el Ca*?
extracelular y en esta condiciéon la LTO disminuye unicamente en un 36%, sin
embargo, la LTO es dependiente de Ca*¥CaM y CaMKIl (Huang et al., 2001).Si
bien estos efectos pueden ser debido a que de igual manera se alcanza la
concentracion de Ca*? necesaria para activar a Ca*¥CaM, en células CPAE, la
trifluoperazina bloquea la ISV a una [Ca*?);de 50nmol/l, que esta por debajo del
umbral de activacion de Ca*?/CaM, lo que indica que no es un efecto suscitado por
la inhibicion de esta proteina (Szucs et al., 1996a).

La potenciacién de la LTO inducida por el aumento en la [Ca*?]i se inhibe
con wortmanina y tirfostina A23, siendo el flujo resultante mucho menor al
obtenido en las condiciones hiposmoticas control. Estos resultados indican que el
efecto del Ca*? puede ser aumentando la actividad de las sefiales responsables de
la activacion del flujo de taurina en condiciones hiposméticas. Esta posibilidad es
apoyada por la mayor activacion de PI3K observada en presencia de ionomicina y
por evidencia que demuestra que el Ca*? produce la asociacion de CaM con la
subunidad p85 de PI3K incrementando la actividad de esta proteina (Joyal et al.,
" 1997). No obstante, los resultados obtenidos con los inhibidores de CaM y CaMK
demuestran que el Ca*? recluta sefales diferentes a las activadas por el estimulo
hiposmoético, ya que ni el W7 ni el KN93 tienen efecto sobre la liberacion de taurina
en condiciones hiposméticas pero impiden la potenciacion observada con
ionomicina (figura 12).

En este trabajo examinamos como posibles blancos de CaM y CaMK a
Erk1/Erk2, PLA2 y el citoesqueleto, elementos que también se asocian con el DRV
en algunos tipos celulares.

Erk1 y Erk2 se activan en respuesta al estimulo hiposmético y aun mas al
aumentar la [Ca*?], sin embargo, no participan en la activacion del flujo de taurina
ya que el PD09859, inhibidor de la enzima MEKI que fosforila Erk1/Erk2, impide la
activacion de estas proteinas pero no afecta el flujo de taurina en ninguna de las
dos condiciones. En neuronas granulares de cerebelo (Morales-Mulia et al., 2001)
y en rebanadas de hipocampo de rata (Franco et al., 2001) se observé también la
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actlvaclén de estas protelnas en condlclones hiposmdticas sin que particlpen en Ia
actlvaclé del 'ﬂujo de- taurlna. al igual ‘que sucede con: la corrlente de Cl en-
'ﬂbroblastos’de raton NIH3T3 (Van der Wik et al, 1999). En el (nico tipo celular
~ donde la LTO depende de esta protelnas es en células de cancer cervical humano
'-'_(Shen et al.. 2001) El aumento en Ia [Ca+2]; y en la actividad de PI3K pueden ser
responsables de la activacion de estas enzimas, ya que en astrocitos de corteza

7‘;;_de rata Ia ausencla de Ca? extracelular y la wortmanina bloguean la activacion de

S Erk1y Erk2 en respuesta aI estimulo hiposmético (Schliess et al., 1996). Es obvio

" que hace falta investigacién en este aspecto, pero es probable que estas proteinas
" estén involucradas con la activacion de factores de transcripcion responsables de
la respuesta adaptativa posterior al cambio en el volumen o sean activadas

. Unlcamente en respuesta al estrés causado por las condiciones anisosméticas, ya

que se ha visto su activacion incluso en condiciones hiperosmaéticas (Pedersen et
al,, 2001).

Liberacién de Taurina

Figura 12. Posible mecanismo de accién del Ca*? en la potenciacion de la LTO.
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La PLA2c se ha propuesto como responsable de la activacién de la LTO en
células de Ehrlich (Thoroed et al., 1997) Q'en el neuroblastoma CHP-100
(Basavappa et al., 1998) donde existe una relacién enire el hinchamiento, la
activacion de esta proteinas, la liberacion de AA y la activacion del flujo de taurina.
En el presente estudio se demuestra que en astrocitos de cerebelo la
hiposmolaridad activa la liberacion de AA de manera proporcional a la osmolaridad
del medio. La ionomicina aumenta también la movilizacién de AA, ya sea en
condiciones isosméticas o aun mas al combinarse con el estimulo hiposmético.
Sin embargo, los bloqueadores especificos de cPLA2, AACOCF3 y MAFP, no
disminuyeron la liberacion de AA en condiciones hiposméticas o en presencia de
ionomicina, lo que excluye la participacion de este tipo especifico de fosfolipasa en
la regulacion del volumen en astrocitos de cerebelo. No se descarta que otras
fosfolipasas estén involucradas en este mecanismo ya que no se pudo determinar
el efecto de inhibidores generales de estas proteinas, debido a su toxicidad, en la
liberacion de AA ni en la LTO. Puesto que ni la wortmanina ni la tirfostina A23
tuvieron efecto sobre la liberacion de AA, si alguna fosfolipasa estuviera
participando en la activacién de la LTO, lo haria antes que PI3K y las cinasas de
tirosina en la cascada de sefiales o por un mecanismo independiente de éstas.

En astrocitos de cerebelo, el tratamiento con citocalasina B despolimeriza
completamente el citoesqueleto de actina; sin embargo no tiene efecto sobre la
liberacién de taurina observada con un estimulo hiposmético 50% (Moran et al.,
1996). Como se demostré en este trabajo, cuando el choque hiposmético es
menor, tampoco es necesario que el citoesqueleto esté intacto; sin embargo, es
indispensable para que se pueda observar la potenciacion inducida por el Ca*2.
Este efecto podria resultar de la interaccion entre CaMK y el citoesqueleto. Se
sabe que CaMKIl no se encuentra libre en el citosol, sino que esta asociada casi
por completo al citoesqueleto y a organelos (Means, 2000). CaMKil-3 se une
directamente a la actina en las espinas dendriticas de las neuronas (Shen et al,
1998), por lo tanto, la despolimerizacion del citoesqueleto de actina con el
tratamiento con citocalasina B, podria afectar la actividad de CaMKIl alejando a la
proteina de su sitio de accién en la membrana (figura 12). Otra posibilidad es que
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la accién de CaMKIl sea a través de la fosforilaciéon de proteinas del citoesqueleto,
como sucede con la vimentina y la GFAP en astrocitos, lo que resulta en el
desensamble de los filamentos (Inagaki et al., 1997). Si bien la interaccion entre la
actina y los filamentos intermedios no es clara, debe sefalarse que en astrocitos
de ratones deficientes en estas proteinas (GFAP-/-, vim-/-) la LTO disminuye con
respecto a la observada en células control (Ding et al, 1998). Considerando que
una de las funciones mas estudiadas del citoesqueleto es la regulacién de canales
y transportadores membranales (Janmey, 1998), es probable que en ciertas
condiciones, como al aumentar la [Ca*?}, el citoesqueleto pueda modular la LTO.

EFECTOS DEL AUMENTO EN LA [Ca'’]; EN CONDICIONES HIPOSMOTICAS
EN ASTROCITOS.

Los compuestos que provocan aumentos en la [Ca*?); en astrocitos, entre
ellos norepinefrina, ATP, GABA, acetilcolina, glutamato, mediadores de la
respuesta inmune y factores de crecimiento (Verkhratsky y Kettenmann, 1996), se
encuentran en el sistema nervioso en condiciones fisiolégicas y patolédgicas. Al
aumentar los niveles de calcio en un astrocito, este aumento se esparce entre las
células vecinas provocando “ondas de calcio” que propagan a una velocidad de
20pm s™'y producen liberacién de glutamato (Haydon, 2001); en consecuencia el
aumento en la [Ca*?]; puede provenir también de astrocitos adyacentes o resultar
de la estimulacion autocrina de receptores.

2} en los

En patologias que provocan hinchamiento e incremento en la [Ca
astrocitos, en particular las que se asocian a excitotoxicidad e hiperexcitabilidad, la
accion de estas sefales resultaria en una mayor liberacion de taurina. Un aumento
en la eficiencia del mecanismo de liberacion de taurina osmosensible podria
resuitar de gran beneficio en el sistema nervioso contrarrestando el hinchamiento
celular de manera mas rapida, disminuyendo la utilizacion de otros osmolitos que
pueden tener efectos toxicos en el SNC y de manera notoria protegiendo las
membranas del dafio causado por la generacion de radicales libres, la
lipoperoxidacién y la sobrecarga i6nica; todos estos, efectos neuroprotectores de
la taurina que estan ampliamente estudiados (Huxtable, 1992).
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CONCLUSIONES

s Al ser expuestos a una solucion hiposmotica, los astrocitos de cerebelo activan

un mecanismo de regulacién del volumen que incluye la liberacion de taurina. Este

mecanismo es basicamente independiente de Ca'?, pero un incremento en la
-[Ca*2]|r.~por encima de los niveles alcanzados Unicamernte con el choque
= hiposmétlco, potencia el flujo.

7 a actua aumentando la eficiencia de la via de liberacion de taurina pero
no como molécula iniciadora, ya que en condiciones isosmoticas un incremento en

; la‘c centracion del i6n no potencia el flujo de taurina.

7 -'En"e’st'e‘ trabajo se exploran por primera vez las posibles sefiales involucradas
~'en a ctlvacmn de la LTO en astrocitos de cerebelo de rata. Los resultados

_;okb‘tyeni'd' emuestran gue se necesitan eventos de fosforilacién en tirosinas y la
' e PI3K para la activacion de la via.

e La 'po‘tvénciacién de la LTO inducida por el Ca‘% es mediada tanto por el
rédlu'tamiento de nuevas sefiales, como es el caso de CaM y CaMK, asli como por
el aumento en la actividad de proteinas necesarias para la activacion de la via,
como Pi3K.

e A diferencia de ia activacion de la LTO, para poder observar la potenciacion

*2); se necesita la integridad del citoesqueleto de actina.

inducida por el [Ca
e Las proteinas Erk1/Erk2 se activan en respuesta a un choque hiposmético y en
mayor grado al aumentar la [Ca*?],, pero no participan en la activacion de la via de
movilizacién de taurina. Esta observacion puede ser un epifenémeno asociado a la
condicion hiposmética o puede tener que ver con la expresion de genes
necesarios para una respuesta adaptativa posterior.
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e El g;ﬂmulé hvibpsrribtiicd y el Incremento en la [Ca*?); aumentan la liberacion de

: :"aci_do' ’é'r'a"qaidbé'ni'c’:d" en astrocitos, La participacién de las fosfolipasas en la

,"act\ivaclén d’elr flujo de taurina, en ambas condiciones, no pudo ser comprobada;
'élrnv'rémbargo se excluyé la participacion de la isoforma citosolica de 85-kDa de la
PLAZ,

e El estudio de los mecanismos que aumentan la eficiencia de la via de
transporte de taurina osmosensible es una aproximacion diferente para entender
los mecanismos de regulacion del volumen en condiciones hiposméticas; y plantea
como herramienta para el tratamiento de condiciones patolégicas asociadas a
edema y excitotoxicidad la regulacién de la LTO,
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