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RESUMEN

Ante un cambio en la osmolaridad del medio externo las células presentan
una respuesta adaptativa que le permite recuperar su volumen inicial, esta
respuesta se lleva a cabo a través de una cascada de senalizacion que
involucra la activacion o fosforilacion de proteinas cinasas. La fosfatidilinositol
3 cinasa (PI3K), Src cinasa, cinasa de focos de adhesion (FAK), MAP cinasas,
asi como receptores con actividad de cinasa de tirosina EGFR y ERBb4, son
algunos ejemplos de cinasas que aumentan su fosforilacion por hiposmolariad
(Lezama et al., 2005; Pasantes-Morales y Franco 2002). Sin embargo su
interrelacion y jerarquia aun no estan bien definidas.

El enfoque de esta tesis consiste en destacar la importancia de las cinasas de
tirosina de la familia de Src en el proceso de transduccion de senales
osmoticas durante la recuperacion volumen; mediante ensayos llevados acabo
en una linea celular de fibroblastos deficientes en la expresion funcional de
src, Yes y Fyn (células SYF), tres de los miembros mas comunes y

ampliamente expresados de la familia de Src.

Los resultados obtenidos muestran una posicion de src jerarquicamente
superior en la cascada de senalizacion durante el decremento regulador de
volumen (DRV), asi como su papel fundamental como proteina cross-talk,

ademas de la marcada influencia sobre la via de movilizaciéon de taurina.



EL PAPEL DE SRC EN LA REGULACION DEL VOLUMEN: TRANSDUCCION DE
SENALES Y FLUJO DE OSMOLITOS

INTRODUCCION

Regulacion del volumen celular: Mecanismos e importancia

Las membranas celulares son relativamente permeables al agua y a pequenas
moléculas sin carga, pero presentan un alto grado de impermeabilidad para la
mayor parte de macromoléculas o iones. Cuando las concentraciones de estas
particulas cambian a uno u otro lado de la membrana las fuerzas osmoéticas
producen la movilizacion de agua en la direccion que tienda a igualar la
presion osmoética a ambos lados de la membrana; a dicho fenémeno se le
conoce como “osmosis”. Si la célula se encuentra inmersa en una solucion
hiposmodtica, es decir, una solucion con una baja concentracion de solutos, se
produce un flujo neto de agua hacia el interior de la célula, dando como
resultado el hinchamiento. Por el contrario, si la célula esta rodeada de una
solucién con alta concentracion de solutos, o hipertonica, la célula se encogera

debido a la salida de agua.

El mantenimiento de un volumen constante es una de las funciones
homeostaticas mas relevantes dentro de las células animales, ya que cualquier
desequilibrio en la concentracion de agua puede producir alteraciones no soélo
en el volumen, sino también en la citoestructura, en las vias de senalizacion y
la comunicaciéon celular (O’Neill, 1999); por ejemplo, las células sometidas a
condiciones anisotonicas, pueden cambiar las concentraciones de segundos
mensajeros como el Ca2* o el AMP-ciclico generando alteraciones a diferentes

niveles.

Las células animales se encuentran rodeadas por fluidos cuya osmolaridad se
mantiene aproximadamente en 280 mOsm/L mostrando variaciones dentro de
un rango muy pequeno que no excede de un 3% (Hoffmann y Simonsen,
1989). Sin embargo, a nivel celular, se generan microgradientes osmaoticos
como resultado de procesos fisiologicos entre los que destacan: secrecion,
migracién, crecimiento, proliferacion y sintesis o degradacion de

macromoléculas, entre muchos otros procesos celulares (Pasantes-Morales et



al., 2000). Esta modificacion en las concentraciones de solutos propicia
cambios en el volumen de la célula, los cuales son compensados a través de
mecanismos de regulacion que van desde la movilizacion de osmolitos
organicos e inorganicos, hasta la modificacion de vias metabdlicas (Lang et al.,
1998). Los procesos encaminados a la correccion en las desviaciones del
volumen celular se definen como Incremento Regulador de Volumen (IRV) y
Decremento Regulador de Volumen (DRV), y ocurren mediante la activacion de
efectores que regulan el flujo de los osmolitos y de agua (O’Neill, 1999), los
cuales pueden tener caracteristicas difusionales o bien, implicar un gasto

energético.

En situaciones patologicas es comun que el volumen celular se vea
particularmente comprometido, por ejemplo durante la hiponatremia,
situacion en la que se presenta una perdida del balance entre la ingesta y
excrecion de agua y de electrolitos lo cual deriva en un déficit de sodio y un
exceso de agua; o bien de manera mas comun se observan modificaciones en
la osmolaridad del medio en fallas renales como consecuencia de secrecion
inapropiada de hormona antidiurética (ADH), deficiencia de glucocorticoides,
hipotiroidismo e insuficiencia hepatica. En otros casos como trauma
craneoencefalico, encefalopatia hepatica o isquemia, el aumento del volumen
celular se presenta debido a alteraciones a nivel de los mecanismos de
movilizacion de los osmolitos sin que se modifiquen las condiciones de
osmolaridad externa (Pasantes-Morales et al., 2002). De no ser corregidas
estas alteraciones en el volumen, podria haber consecuencias graves para el

individuo.
En esta investigacion nos enfocamos a trabajar con los fenémenos particulares
de del hinchamiento celular producido por una disminucion en la

concentracion de osmolitos del medio extracelular.

Decremento Regulador de Volumen (DRV)

Cuando las células son expuestas a un medio hiposmoético se produce la
entrada de agua e incremento en el volumen celular. El volumen maximo
alcanzado va a depender de diversos factores, como son: a) que tan rapido se

presenta el cambio en la osmolaridad del medio extracelular, b) la



permeabilidad de la membrana plasmatica con respecto al agua y c) la relacion
que existe entre el area de la membrana y el volumen de la célula (Hallows y
Knauf, 1994; Lang et al.,, 1998; Hoffmann y Simonsen, 1989). El aumento en
el volumen activa una respuesta encaminada a recuperar el volumen inicial de
la célula, aun cuando siga sometida a una condicion hiposmotica (Lang et al.,
1998; Pasantes-Morales et al., 2000; Niemeyer et al., 2001; Furst et al., 2002).
Este proceso, encaminado a contrarrestar los efectos inducidos por
hinchamiento es conocido como Decremento Regulador de Volumen (DRV) y
se lleva a cabo mediante la activacion de mecanismos tendientes a disminuir
la concentracion celular de los solutos osmoticamente activos (Sanchez-Olea y
Pasantes- Morales, 1993). El DRV presenta una fase rapida caracterizada por
la salida transmembranal de solutos organicos e inorganicos con actividad
osmoética, y una fase de respuesta lenta que consiste en regular la sintesis de
transportadores de iones y osmolitos organicos asi como de enzimas que son
requeridas para que estos sean sintetizados (Cohen, 2005). En la mayoria de
los casos las células no recuperan su volumen original, sino que alcanzan uno
ligeramente superior a aquel que tenian inicialmente (Pasantes-Morales et al.,
1993); el tiempo requerido para alcanzar este volumen varia segun el tipo
celular y puede ser de un lapso de entre 15 a 30 minutos posteriores al
estimulo hiposmotico o bien, de varias horas (Pasantes-Morales et al.,, 1996).
En el DRV se pueden distinguir tres etapas: 1) la célula detecta modificaciones
en su volumen mediante un “sensor de cambio en volumen” cuya identidad
aun no ha sido esclarecida, aunque se ha propuesto que podria tratarse de
alguna molécula del tipo de las integrinas, algin receptor con actividad
intrinseca de cinasa de tirosina como los receptores a factores de crecimiento
o bien receptores TRPC (Pasantes-Morales et al.,, 2006), 2) se activan cascadas
de senalizacion que permiten amplificar la sefnal enviada por el sensor y por
ultimo 3) se ponen en marcha las vias de movilizaciéon de osmolitos, seguido
del silenciamiento o inactivacion de los mecanismos de regulacion mediante
un componente celular que actia como “memoria” del volumen original

(Pasantes-Morales et al., 1993) (Fig. A).

Incremento Regulador de Volumen (IRV)

Cuando las células se encuentran en condiciones de hiperosmolaridad, los

mecanismos activados para recuperar el volumen inicial estan encaminados a



la acumulacion de osmolitos y agua hacia el interior celular. Este proceso es
denominado Incremento Regulador de Volumen, IRV (Okada et al, 2001;
Sanchez Olea y Pasantes-Morales 1993). Los mecanismos involucrados son los
intercambiadores Na*/H*, Cl-/HCO-3 y la ATPasa Na*/K*, asi como el sistema
de cotransporte Na*/K*/Cl- (Lang et al, 1998). En algunos tipos celulares
estas respuestas estan acompanadas de la activacion de canales de Na+ o

canales cationicos no selectivos (Alfieri y Petronini, 2007).

Cabe destacar que el presente estudio se enfoca en algunos aspectos de la

osmotransduccion en el DRV sin hacer ninguna referencia al IRV.
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Figura A Etapas implicadas en el proceso de la recuperacion del
volumen celular después del hinchamiento hiposmético. La célula
mediante el mecanismo DRV activa vias de movilizaciéon de osmolitos que
le permiten reestablecer las presiones osméticas y por lo tanto recuperar

su volumen inicial.



Movilizacion de osmolitos durante el DRV

El mecanismo de recuperacion del volumen celular implica modificaciones en
la concentracion de solutos con actividad osmoética mediante su movimiento
en la direccién que sea necesaria para contrarrestar la ganancia o pérdida

neta de agua.

Dichos osmolitos se encuentran en diferentes concentraciones dependiendo
del tipo celular y se agrupan dentro de dos grandes categorias: los iones
inorganicos como K*, Na* y Cl-, quienes contribuyen en un 60 a 70% al DRV
debido a sus altas concentraciones en el interior de la célula (Grinstein et al.,
1982; Pasantes-Morales et al., 1996), y los osmolitos organicos integrados por
pequenas moléculas incluyendo aminoacidos como glicina, alanina, glutamato
y taurina; polialcoholes entre los que destacan el mioinositol y el sorbitol; y
otros compuestos como creatinina, fosfocreatinina, fosfoetanolamina,
glicerofosforilcolina y N-acetil-aspartato (Balaban y Burg, 1987; Smith y
Pierce, 1987).

En relaciéon con el movimiento de osmolitos organicos durante el DRV es de
especial interés el caso de los aminoacidos, y entre estos en particular la
taurina. Las caracteristicas de esta molécula la hacen excelente para su
funcién como osmolito (Pasantes-Morales et al., 1993; Moran et al., 1997). La
taurina es un P-aminoacido sulfonico que resulta del metabolismo de la
cisteina (Wright et al.,, 1886). En condiciones fisiologicas se encuentra libre en
el espacio citosodlico en forma de zwiterion, es decir, se comporta como una
molécula eléctricamente neutra, en la mayoria de las células las
concentraciones son cercanas a 1-2 mM, pero en algunos o6rganos como
cerebro, musculo, corazén y retina alcanza concentraciones especialmente
altas del orden de 10-40 mM (Jacobsen y Smith, 1968; Huxtable, 1992).
Debido a su relativa inercia metabdlica, asi como al hecho de que no forma
parte en la estructura de las proteinas, puede moverse libremente hacia
dentro o fuera de la célula con funcién osmotica, sin producir alteraciones en

el metabolismo celular.

En la mayor parte de las células la poza intracelular de taurina se moviliza en

respuesta a un incremento en el volumen generado por un medio hiposmético



(Lambert et al.,, 2004; Ordaz et al.,, 2004, Pasantes-Morales et al.,, 2002). La
salida de taurina inducida por hinchamiento bajo condiciones hiposméticas
se lleva a cabo mediante una via difusional, en la que el flujo ocurre en la
direccion impuesta por el gradiente electroquimico de forma independiente de
energia y se ve incrementado conforme la osmolaridad del medio resulta mas
baja (Sanchez-Olea et al, 1991). Dentro del perfil farmacologico de la
movilizacion de la taurina destaca que su transporte es inhibido por
bloqueadores generales de canales de Cl-, como son: DIDS, NPPB, DDF, acidos
grasos poli-insaturados y acido niflamico (Pasantes-Morales et al.,, 1994;
Sanchez-Olea et al., 1993), lo cual puede estar indicando que la taurina es
transportada a través de un canal anidonico que permite el paso de zwiteriones,
o bien, que la concentracion de Cl- intracelular pudiera estar modulando esta
via de liberacion, de modo que si se inhibe la disminucién de Cl-, se impide

también el flujo de osmolitos organicos (Pasantes-Morales et al., 2006).

Ademas de la taurina, otros aminoacidos también son osmoticamente activos;
entre ellos se encuentra el GABA y el glutamato. Dado que estos aminoacidos
funcionan como neurotransmisores, su movilizacion hacia el exterior de la
célula para la regulacion de volumen representa un riesgo a la excitabilidad
neuronal comprometiendo la red de senalizacion entre las neuronas y

desencadenando fenomenos de excitotoxicidad (Pasantes-Morales et al., 2002).

Transduccion de Senales Osmoticas

No fue sino hasta hace algunos anos que los estudios acerca de regulacion de
volumen frente a un estimulo hiposmoético se enfocaron en la identificacién de
senales que conducen la informaciéon del cambio en el volumen hacia las vias
de movilizacion de los osmolitos. A pesar de que es un tema ain con muchos
aspectos por esclarecer, se reconocen claramente dos respuestas celulares
ante el estimulo hiposmotico: a) la activacion de proteinas con actividad de
cinasa: Cinasas de tirosina (TKs), cinasas activadas por mitégenos (MAPKs) y
cinasas de fosfoinositidos (PI3K), y b) el incremento en los niveles de calcio

intracelular [Ca2*]; (McCarty y O’Neil, 1992).



Las TKs y las MAPKs, son proteinas reconocidas por estar implicadas en
numerosas funciones celulares que van desde motilidad celular hasta
respuestas tan complejas como la diferenciacion, sobrevivencia y migracion
celular (Pasantes-Morales et al.,, 2006). A pesar de los numerosos estudios
acerca del papel de estas proteinas sobre vias de senalizacion, solo unas
cuantas investigaciones se han enfocado al conocimiento de su papel dentro
de las respuestas celulares adaptativas desencadenadas por el incremento en
volumen (Tilly et al, 1993). Algunas de las proteinas (citosdlicas o
transmembranales) fosforiladas como respuesta a una disminucién en la
osmolaridad del medio extracelular incluyen a la cinasa de adhesion focal
p125FAK, las MAP cinasas p38 y ERK1/2, la cinasa de fosfoinositidos PI3K,
las cinasas de tirosina de la familia de Src, asi como miembros de la familia de
los receptores a factores de crecimiento (Tilly et al., 1993, Lezama et al., 2005).
Muchas de estas senales estan implicadas en respuestas requeridas para el
ajuste del volumen desencadenando respuestas como: cambios en la adhesion
celular a la matriz extracelular, reorganizacion del citoesqueleto por efecto del
hinchamiento, reacomodo de los elementos de membrana, activacion de
respuestas de sobrevivencia ante el estrés generado aunque no
necesariamente en la activacion del flujo de osmolitos. Sin embargo, a pesar
de que su activacion durante el DRV se ha identificado claramente en
diversos tipos celulares, su interaccion y participacion durante el proceso aun

no Se conoce con certeza.

Cinasas de tirosina (TKs) v flujo de osmolitos

Las vias mediante las cuales se lleva a cabo la movilizacion de los osmolitos
organicos e inorganicos han sido descritas de acuerdo a sus propiedades
electrofisiologicas y su perfil farmacolégico. El flujo de iones Cl- y K* activado
por hinchamiento celular se lleva a cabo mediante canales separados para

aniones o cationes.

En diferentes tipos celulares se ha identificado la participacion de los canales
de CI- activados por volumen (Cl-), y con caracteristicas muy semejantes en
los distintos tipos celulares (Furst et al., 2002), lo cual indica que
seguramente solo este tipo de canal de Cl- participa durante el DRV. La

corriente de Cl- es tipicamente de rectificacion saliente, con una conductancia



intermedia entre 40-78 pS, se inactiva a potenciales mayores de +60 mV,
presenta selectividad anionica sobre los cationes y una amplia permeabilidad
a los aniones incluyendo aquellos de gran tamano como benzoato y gluconato;
para su activacion se requiere la presencia de ATP aunque no su hidrolisis, la
corriente se inhibe por bloqueadores generales de canales de Cl, como son:
acido araquidonico, DIDS (acido disulfonico 4,48-diisithiocinato-stilbeno-2-
28), NPPB (5-Nitro-[3-fenilpropilamino]) y DDF (dideoxiforskolin) (Okada,
1997). El papel de las TKs en la modulacion de las corrientes de Cl- activadas
por volumen no esta aun completamente definida; en varios tipos celulares
parecen estar regulando su funcionamiento, ya que se inhiben por
bloqueadores generales de TK de tipo citosoélico (genisteina) o especificos para
receptores tipo tirosina cinasa (trifostinas), mientras que la inhibicion de
fosfatasas de tirosina, promueve su incremento.(Shi et al,,2002; Shen et al.,
2001; Shuba et al., 2000; Voets et al., 1998; Abdullaev et al.,, 2003; Bryan-
Sisneros et al., 2000; Crepel et al., 1998; Wei et al., 2003; Sorota et al., 1995).
Sin embargo en otros estudios realizados en células cardiacas tienen efectos
opuestos, ya que la genisteina promueve el incremento de las corrientes de
cloro activadas por volumen mientras que el O-vanadato y las trifostinas las
inhiben (Du et al.,, 2004; Walsh y Zhang 2005), lo cual estaria reflejando un

efecto distinto de las tirosinas cinasas citosolicas y las de tipo receptor.

Contrario a las similitudes en las propiedades de la IClvo que se observan en
diferentes tipos celulares, se sabe que son varios los tipos de canales de K+
que estan involucrados en la regulacion del volumen. Se ha observado que los
canales de K* presentes en las células pueden ser activados por algunas de las
senales producidas por el hinchamiento celular, como por ejemplo, la
despolarizacion o el incremento en los niveles de calcio (Pasantes-Morales y
Morales-Mulia, 2000). Estos estimulos pueden activar canales de K* sensibles
a voltaje o a los activados por Ca2* de conductancia grande, mediana o
pequena. Los canales de dos poros también responden al hinchamiento en
algunas células, asi como los canales sensibles a estiramiento. Hay algunos
reportes sobre un canal de K+ que seria activado exclusivamente por
hinchamiento y que se caracteriza por ser refractario a los inhibidores clasicos
de canales de K* pero que se inhibe por clofilio, gadolinio y quinidina; este
canal pertenece al subtipo TASK-2 de la familia de canales de dos poros

(Niemeyer et al., 2001).



En cuanto al efecto de las TK en diferentes tipos de canales de K+ activados
por cambios en el voltaje (K,) se ha visto una influencia directa de un complejo
que implica a las cinasas de la familia de Src y otras no TK (Fadool y Levitan,
1998; Mason et al., 2002); aun asi, no se ha estudiado a detalle la interaccion
TK-canal K, durante la regulacion de volumen. En otros tipos celulares, donde
la hiposmolaridad implica un incremento de los niveles de calcio intracelular,
el perfil farmacologico sugiere la participacion de los canales de K+
dependientes de calcio (BKca) modulada por la fosforilacion de cinasas de
tirosina tanto de tipo receptor, como aquellas de tipo citosélico, en particular
las cinasas de tirosina de la familia Src. El papel de las TK sobre otras vias de
movilizacion del K+ durante la regulacion de volumen como respuesta a un
estimulo hiposmotico, como los canales de K* activados por hinchamiento
(K*vl), activados mecanicamente por estiramiento o el acarreador electroneutro

K+*/CIl- aun no han sido estudiados a detalle.

Los flujos de taurina y glutamato incrementados por el aumento en volumen,
también se ven regulados por la fosforilacion de las cinasas de tirosina
citosodlicas y membranales. Utilizando inhibidores de receptores a factores de
crecimiento (AG1478, AG112) o bloqueadores de la via de MEK (PD98059) en
rebanadas de hipocampo y en retina de pollo, asi como en la linea celular de
fibroblastos swiss 3T3, se distingue claramente una disminucion en el flujo de
taurina, mientras que la cinasa p38 tiene una participacion distinta
dependiendo del tipo celular (de la paz et al, 2002; Franco et al., 2001).
Estudios detallados sobre miembros de la familia de Src en eritrocitos de
raya vinculan de manera estrecha a estas cinasas con la liberacion de taurina,
mostrando que inhibidores generales de cinasas de tirosina bloquean el canal
de osmolitos organicos sensible a volumen, mientras que por inhibicion de la
actividad de fosfatasas de tirosina el canal se mantiene activado (Musch y

Goldstein, 2005).

Dentro de las cinasas de tirosina que se encargan de regular el proceso
encaminado a la recuperacion del volumen celular es de especial interés el
caso de la cinasa de residuos de tirosina src. Hace ya varios anos fue
reconocida su habilidad de influir en el transporte idnico y recientemente se

ha incrementado la evidencia que sugiere una amplia participacion de los



miembros de la familia src en la respuesta celular a estrés hiposmotico y el

consecuente DRV (Musch y Goldstein, 2005; Cohen, 2005).

Esta enzima es la primera proteina con la capacidad de fosforilar en residuos
de tirosina que fue descubierta y cuya importancia radica en muchos procesos
fisiologicos. Aunque inicialmente fue caracterizada en el contexto del
crecimiento y diferenciacion celular, actualmente se asocia a procesos como
adhesion, motiladad, apoptosis y carcinogénesis (Brown y Cooper, 1996;
Lowell y Soriano, 1996; Parsons y Parsons, 1997; Thomas y Brugge, 1997).
Una vez activada, src estimula una serie de moléculas efectoras incluyendo
MAP cinasas y proteinas de citoesqueleto que contribuyen a través de un

complejo mecanismo a la regulacion del volumen.

Este trabajo se enfocara en estudiar las implicaciones de esta cinasa durante
el DRV en células de mamifero, siguiendo su activaciéon, los blancos de
interaccion con las otras cinasas activadas por hiposmolaridad y por lo tanto

los eventos que podria estar regulando.

Familia de Src cinasas (SC): Estructura y regulacion.

Las SC son cinasas citosélicas de tipo no receptor derivadas del protoncogen
c-Src. Se han identificados nueve miembros de esta familia, organizados en
tres grandes grupos: las SC restringidas a linajes hematopoyéticos HCK, FGR,
BLK y LCK ; la SC LYN presente tanto en tejido hematopoyético como en tejido
neural y las SC, SRC, FYN y YES, que presentan una amplia distribucion en
tejidos animales (Brown y Cooper, 1996; Thomas y Brugge, 1997).

Los miembros de la SC son proteinas cuyo peso molecular se encuentra entre
los 52-62 kDa y presentan una arquitectura modular caracterizada por la

presencia de dominios SH con actividad de cinasa de tirosina (Fig.B).
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Figura B Estructura de la familia de Src cinasas. Se muestran las seis
distintas regiones funcionales: a) dominio SH4, b) una regién Unica c)
dominio SH3, d) dominio SH2, e) dominio catalitico y f) tallo corto de

regulacion negativa.

En su estado inactivo el residuo de tirosina Y416 en el dominio SH1 bloquea el
sitio de union al sustrato; cuando se autofosforila, el residuo se desplaza y
permite el acceso al sustrato. Los dominios SH2 y SH3 son sitios de
interaccion proteina-proteina. Las SC se mantienen en estado inactivo
mediante la fosforilacion constitutiva del residuo Y527 en el COOH terminal,
que se une al dominio SH2 haciendo inaccesible el dominio SH1. Cuando es
removido el fosfato del residuo de tirosina en el COOH terminal por alguna
fosfatasa de tirosina, el dominio catalitico es expuesto. Las interacciones con
el dominio SH3 son menos dinamicas, uniéndose a secuencias ricas en
prolina. Una vez que Src es activado, se mueve hasta la membrana celular
donde mediante la miristilacion o palmitolacion del amino terminal se ancla a

la parte interna de ella (Brown y Cooper, 1996) (Fig.C).

Las SC son activadas por varios estimulos, como son: receptores a factores de
crecimiento, integrinas, receptores acoplados a proteinas G, entre otros. La
fosforilacion de las proteinas produce la modificacion directa de sus funciones
o el ensamble a complejos de senalizacion iniciando cascadas de transduccion
(Martin, 2001). En el caso de los receptores a factores de crecimiento, el
ligando SH2 es un residuo de fosfotirosina en el receptor autofosforilado; en
los receptores adrenérgicos por su parte (receptor acoplado a proteinas G), el
ligando a SH3 es una a-helice de prolina unido al receptor mediante una
interaccion con B-arrestina; en el caso de las integrinas, el ligando es un
residuo de tirosina fosforilado en la cinasa de adhesion focal (FAK)

autofosforilada (Martin, 2001; Thomas y Brugge, 1997).
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Figura C Mecanismo de activacion de Src. (A) Src en su conformacién
inactiva, la Tyr 527 se encuentra interactuando con el dominio SH2,
posicionando el dominio SH3 para su funcién como intermediario entre el
dominio SH2 y el dominio catalitico. (B) Mecanismos de fosforilacién y
defosforilacion implicados en la activacién de src. (C) conformaron activa,

src presenta el dominio catalitico expuesto. Adaptado de Martin, 2001.
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Figura D Regulacion de src por receptores de superficie. Se muestra la
activacion de src de izquierda a derecha por un receptor con actividad de
cinasa de tirosina, un receptor acoplado a proteina G y una proteina de

unién a matriz extracelular (Martin, 2001).



Papel de las SC en la Regulacion de Volumen

Los cambios en la osmolaridad del medio asi como el estrés hiposmético,
activan diferentes miembros de SC en distintos tipos celulares: LYN (Koomoa
et al.,, 2001, Musch et al., 1995, Xu et al., 2003) LCK (Reinehr et al., 2004;
Lang etal, 2000) y SRC (Vom Dahl et al., 2003).

En cuanto a la influencia directa de las cinasas de tirosina citosoélicas de la
familia de src sobre los flujos i6nicos correctores de volumen, se ha estudiado
su papel sobre la fosforilacion del canal Kv (Fadool y Levitan, 1998; Mason et
al,, 2002). Las SC afectan a una variedad de estos canales incluyendo Kv1.3
(Bowlby et al.,, 1997; Cook y Fadool, 2002; Fadool et al., 1998; Gulbins et al.,
1997) Kv1.4 (Nitabach et al.,, 2002) KV1.5 (MacFarlane y Sontheimer, 2002;
Nitabach et al, 2001; Sobko et al., 1998) Kv2 (Sobko et al, 1998) y Kv7
(Gamper et al., 2003); pero solo Kv1.3 y Kv1.5 se han distinguido por su papel
dentro del DRV. En el que parece ser el ejemplo mejor estudiado de la
regulacion de src sobre el flujo de K*, el modelo del linfocito T Jurkat; SFK
LCK parecen ser requeridas para la inhibicion mas que para la activacion del
canal Kv1.3 (Deutsch y Chen, 1993), lo cual resulta paradéjico ya que LCK es
generalmente activada por hinchamiento celular e incrementa la actividad de
los canales de K*.

Por su parte, los canales de K* de conductancia grande activados por calcio
BKca se ven influenciados por miembros de SC bajo condiciones hiposméticas,
en donde se alcanzan niveles de Ca2* requeridos para su activacion (Cohen,
200595). Los ensayos de coinmunoprecipitacion detectan una relacion directa de
la activacion del canal por efecto de las cinasas de la familia de src (Ling et al.,
2004). La influencia de Src sobre la actividad de los canales BKc. ha sido
demostrada tanto en estudios de caracter farmacolégico como molecular; en
células HEK293 se muestra como src en presencia de Ca2* podria estar
fosforlilando el residuo de Tyrl766 en el carboxilo terminal y formando la
subunidad del canal BKca (Alioua et al, 2002). Otras funciones importantes
de los miembros de la familia Src, en particular los asociados a integrinas han
sido recientemente explorados. Mediante ensayos de coinmunoprecipitacion se
ha observado que Pyk2 y Hck pueden estar llevando a cabo la fosforilacion

directa del canal BKcay ya que Pyk2 y Hck son componentes de la senalizacion



de integrinas. Estos resultados sugieren una via de osmotransduccion,

integrina-Src. (Ling et al., 2004).

Existen muy pocos estudios en los que se haya investigado la influencia de src
en los canales anionicos regulados por volumen implicados en RVD. En
células ciliadas de hepatoma el uso del bloqueador de Src, PP2 inhibe la
corriente de cloro activada por incremento en el volumen de la célula (IClva);
sin embargo en cardiomiocitos el efecto es contrario. En estudios realizados en
linfocitos T Jurkat, se muestra que la cinasa LCK tiene un papel modulador
del RVD mediante la activacion de la IClvq, ya que en células deficientes de
dicha cinasa la regulacion del volumen asi como las corrientes de IClv, se ven
seriamente afectadas. Cuando LCK es retransfectada se restaura la activacion

de las corrientes osmoticas (Lepple-Wienhues et al., 1998).

En cuanto a los flujos de solutos organicos asociados a DRV, también son
potencialmente regulados por Src (Cohen, 2005). Las investigaciones mas
consistentes a este respecto se han realizado en eritrocitos de raya. En estas
células se ha propuesto que la movilizacion de taurina se lleva a cabo
mediante el intercambiador aniénico banda 3 que por efecto de Ila
hiposmolaridad es translocado a la membrana interactuando con ankirina y
banda 4.1. Los miembros de CS, SYK y LYN pueden estar teniendo un papel
modulador del flujo de taurina activado por hinchamiento, estas ciansas
fosforilan al intercambiador aniénico banda 3 y promueven en este caso, una
inhibicion en la liberacion de taurina (Hubert et al., 2000). Estudios del mismo
grupo muestran que los miembros de la familia de Src no son requeridos para
la oligomerizacion ni translocacion del intercambiador, pero si para la

interaccion entre las proteinas (Musch y Goldstein, 2005).

Han sido pocas las investigaciones llevadas a cabo en otros tipos celulares, por
ejemplo, en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo y en la
linea celular de fibroblastos Swiss 3T3, se ha visto que src se activa en
respuesta a un estimulo hiposmético (Vazquez-Juarez et al., 2007; Lezama et
al., 2005). Mas alla de su activacion, se ha encontrado como intermediario
dentro de la transactivacion del receptor a EGF por RAPG, incrementando la

liberacion de taurina y acelerando la ICl-vq (Vazquez-Juarez et al., 2007).
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Figura E Papel de src como proteina cross-talk para una variedad de
efectores de la regulacion del volumen celular en eritrocitos de raya. Src
podria estar implicado en la activacién de canales e intercambiadores,
como son: K, canales de potasio activados por voltaje, KCC
cotransportadores K+-Cl-, BKc, canales de potasio de conductancia grande
activados por calcio, VSOAC canales anionicos de osmolitos organicos

sensibles a volumen y el TRPV4 (Cohen DM, 2005).

Esta revision sobre las investigaciones que relacionan a src con los
mecanismos de DRV muestra por una parte, que dichos estudios son muy
escasos y por otra, que se ha hecho sobre todo en eritrocitos por lo que el
conocimiento de la influencia de las CS en otros tipos celulares esta atiin por

Ver.

Células SFY

Como una herramienta para entender el papel fisiologico de src, se generd en
1997 la linea celular SYF, a partir de embriones de ratén con mutaciones
funcionales en ambos alelos de los miembros de la familia de Src expresados
con mayor frecuencia: Src, Yes y Fyn (SYF). Estas células fueron
inmortalizadas por infeccion con un vector retroviral transduciendo el
antigeno T grande de SV40, con un gene de resistencia a neomicina para

facilitar la seleccion.

Como control positivo generalmente se utilizan dos variantes de este tipo

celular; las células src+/+ o las células SYF+c-src. Las células src +/+ son una



linea celular derivada de embriones de ratones control, estas expresan
endogenamente la cinasa de tirosina src de tipo silvestre pero pierden la
expresion de las cinasas Fyn y Yes. Las células SYF + c-src por su parte
consisten en las células SYF antes descritas a las cuales les fue reintroducido
c-Src dentro del triplete SYF de las células mutantes via el vector retroviral
pLXSH, ademas de que presentan también resistencia a hygromicina y

neomicina (Klinghoffer, et al., 1999).

Estas lineas celulares constituyen una herramienta interesante para conocer

el papel de src en la regulacion del volumen.



OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de la proteina con actividad de cinasa de tirosina src en
algunos de los procesos implicados en el mecanismo de regulacion de volumen

celular desencadenado por estrés hiposmético.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Evaluar el papel de src en la activacion de algunas de las cinasas

que responden ante un estimulo hiposmoético.

II. Determinar la influencia de src en la via a través de la cual permea

la taurina en respuesta a hiposmolaridad

III. Investigar la influencia de Src en la respuesta de incremento del
volumen celular ante una reduccion en la osmolaridad del medio

extracelular.



MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Las lineas celulares de fibroblastos Src +/+ y SYF (American Type Culture
Collection, Manassas, Va., USA) fueron sembradas en cajas petri de 100 mm
a una densidad de 7 x 105 células/caja para los inmunoensayos de western
blot, cajas de 35 mm a una densidad de 1.5 x 105 células por caja para flujos
de taurina marcada radioactivamente y sobre cubreobjetos a 1 x 104 células
por caja de densidad para preparaciones de inmunofluorescencia. Las células
en todos los casos, fueron cultivados en medio DMEM conteniendo suero fetal
bovino 10%, glutamina 2mM, penicilina 50U/ml y estreptomicina 50 pg/ml; y
usadas después de 2-3 dias cuando las células fueron confluentes o
subconfluentes en el caso de las inmunofluorescencias. Las cajas de cultivo
fueron incubadas en una atmosfera humidificada con 5% de CO; y 95% de
aire a 37 °C.

Soluciones y Farmacos

Medio isosmoético: NaCl 135mM; KHoPO4 1.17mM; KCl 4.7mM; CaCl, 1mM,;
glucosa SmM; MgS0O4 1.17mM; HEPES 10mM; ajustando el pH a 7.4, con una
osmolaridad de 300 mOsm.

Medio hiposmoético: La solucion hiposmotica 30% fue preparada mediante la
reduccion de la concentracion de NaCl, con una osmolaridad de 210 mOsm.
La osmolaridad de los medios fue determinada con un osmoéometro de punto de
congelamiento (Osmette A, Precision Systems Inc, Natick, MA). Las células
control fueron tratadas en paralelo con DMSO 0.1%, un vehiculo usado para

preparar la solucién que contienen los farmacos probados.

Los reactivos utilizados un la preparacion de los medios proceden de Merck
(Darmstadt, Germany); [3H]-taurina de American Radiolabeled Chemicals (St.

Louis Mo), Medio DMEM Invitrogen

Inmunofluorescencias y microscopia confocal

Las células fueron crecidas en cubreobjetos de vidrio en medio completo,
después de 24 hr. de privacion de suero fueron lavadas con medio isosmotico
para después ser sometidas a las condiciones experimentales y fijadas con
formaldehido 3.7% a temperatura ambiente por 20 min. Las células fueron

permeabilizadas por 3 min mediante tratamiento con triton X-100 0.5% vy



luego bloqueadas con albumina sérica bovina en PBS (PBS/BSA) 0.5% por 30
min, posteriormente fueron incubadas con el anticuerpo primario
correspondiente a una dilucion de 1:25 en PBS/BSA durante toda la noche a
4°C. Después de la incubacion las células fueron lavadas con PBS; el
anticuerpo secundario goat anti-conejo IgG marcado con FITC fue adicionado
por 60 min a temperatura ambiente (dilucion 1:50 con PBS/BSA). Después de
los lavados con PBS los cubreobjetos fueron montados en portaobjetos con
S0ul de medio de montaje fluorescente DAKO (Carpinteria CA) para la
observaciéon en microscopia laser confocal (BIORAD, CA). La intensidad de
fluorescencia fue analizada usando el programa Image-pro Plus 5.0. Se
analizaron cinco muestras conteniendo 10-15 células por cada tres

experimentos independientes.

Inmunoanalisis por Western blot

Las células crecieron en cajas Petri y después de 24 hr de privacion de suero
fueron sometidas a las condiciones experimentales, posteriormente fueron
lisadas con buffer de lisis enfriado en hielo que contiene: glucosa 270 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ortho-vanadato 1 mM, -glycerol phosphato 1 mM,
fluoruro de sodio 5 mM, fosfato de sodio 5 mM , Nonidet-P401%, B -
mercaptoethanol 1%, Tris 20 mM e inhibidor de proteasas. Las células fueron
cuidadosamente despegadas utilizando un raspador plastico. Los lisados
completos fueron sonicados (tres ciclos de 30 seg) y centrifugados a 10,000
rpm a 4°C. La concentracion de proteina en los sobrenadantes fue
determinada por el método de Bradfor. Los lisados totales fueron
inmunoprecipitados con el anticuerpo correspondiente durante toda la noche
a 4°C, posteriormente lavados con buffer de lisis y fraccionados por
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 8% para después ser
transferidos a membranas de nitrocelulosa. La presencia de las proteinas en la
membrana fue verificada con Ponceau S. Las transferencias fueron bloqueadas
con leche descremada o libre de acidos grasos e TBS-T 5% y luego probada
con los anticuerpos indicados (dilucién 1:1000) durante toda la noche a 4°C.
Las membranas se lavaron 4 veces (5 min cada una) con TBS e incubadas por
1 hr en una dilucién 1:4000 de anti-IgG acoplada a peroxidasa, lavadas con
TBS y reveladas con ECL reagent. La cuantificacion de las bandas reactivas
del inmunoblot se llevo a cabo escaneando las fluorografias de 5 experimentos

independientes del mismo tipo. La integracion de las areas bajo la curva



fueron obtenidas por un software de analisis de geles (Imaged 1.36b NIH,
USA).

Experimentos de liberacion de 3H-Taurina

Los fibroblastos src+/+ y SYF cultivados en cajas petri de 35 mm fueron
preincubados con 3H-taurina (0.05 uCi/ml) durante 1 hr en medio isosmético.
Después de la incubacion, las células fueron lavadas durante 8 min con medio
isosmotico y prefundidas a 1ml/min por 5 min, con lo cual se logra estabilizar
el flujo basal. El medio isosmotico fue reemplazado por el medio experimental
y las muestras fueron colectadas por 8 min. Al final de los experimentos, las
células fueron lisadas y la radioactividad remanente en las células y en las
muestras colectadas fue determinada en un contador de liquido de centelleo.
Los resultados fueron expresados como radioactividad liberada por minuto

expresada como porcentaje del total incorporado durante la preparacion.

Estimacion de cambios en el volumen celular

Las mediciones del volumen celular se realizaron estimando cambios relativos
en el volumen celular utilizando el sistema de dispersion de luz de angulo
amplio descrito en Pedersen et al.,, 2002. Primeramente se cambi6 el medio de
cultivo de las cajas con los cubreobjetos por medio isosmoético y se dejo
adecuar a las células durante 20 minutos. Los cubreobjetos se introdujeron
verticalmente en celdas para espectrofluorometro con 2 ml de medio
isosmotico en un angulo de 50° respecto a la luz de excitacion; se utilizé6 un
espectrometro de luminiscencia marca Fluoromax-3, Horiba. La excitacion se
calibré a 585 nm usando una lampara de Argén-arc y la emision se detecto a
la misma longitud de onda. Después de colocar la celda en el
espectrofluorometro y establecer los parametros, se comenzé la medicion que
dur6 600 segundos, los primeros 100 segundos se midi6 la emision en medio
isosmotico para determinar la basal de emision, después de lo que se diluyo
con 1 mL de agua el medio isosmotico que contenia a las células para obtener

la hiposmolaridad deseada (H30%).

Analisis estadistico

Los resultados expresan valores promedio + error estandar; la significancia
(P<0.01) fue determinada usando la prueba de t-student o analisis de

varianza (ANOVA) y prueba de correcion de Bonferroni.



RESULTADOS Y DISCUSION

El estimulo hiposmoético promueve la fosforilacion de Src

Se ha demostrado que la via de activacion de proteinas con actividad de cinasa
de tirosina tanto de tipo citosélico (TK) como transmembranales (RTK), asi
como de cinasas activadas por mitogenos (MAPKs) tiene una influencia
marcada sobre el mecanismo de regulacion de volumen. En varios tipos
celulares la hiposmolaridad promueve la activacion de EGFR, FAK, PI3K, p38
y ERK1/2 (Haussinger y Schliess, 1999; Tilly et al, 1993; de la Paz et al,
2002; Franco et al., 2004; Lezama et al., 2005).

El DRV es un proceso que desencadena una compleja variedad de respuestas
celulares, que no necesariamente estan relacionadas de manera directa con la
recuperacion del volumen que se asocian a procesos que van desde
sobrevivencia, adhesion a matriz extracelular, hasta mecanismos relacionados
con el reacomodo de componentes del citoesqueleto. En consecuencia, la
activacion hiposmoética de las cinasas antes mencionadas puede estar
vinculada a algunas de estas respuestas adaptativas de la célula (Pasantes-
Morales y Franco, 2002). Sin embargo, sus interacciones y jerarquia, asi como
su influencia en las vias de liberacion de osmolitos aun no estan bien
establecidas. Investigaciones anteriores sugieren a la familia de cinasas Src
como sitios de convergencia por arriba de la cascada de senalizacion
recibiendo la sefial proveniente de integrinas o RTKs y transmitiendo dicha
informacion a la variedad de efectores que requiere la regulacion del volumen

celular (Cohen et al., 2005).

En el presente estudio se examinoé: 1) el requerimiento funcional de la cinasa
de tirosina Src sobre el efecto de la hiposmolaridad en la activacion del
receptor a EGF asi como de las cinasas FAK, PI3K, p38 y ERK1/2; 2) la
influencia de src en la via de movilizacion de osmolitos organicos, tomando
como representativo la salida de taurina y 3) la capacidad de las células de
incrementar su volumen por efecto de una reduccion en la osmolaridad del

medio extracelular.



Para estudiar el papel que desempena src dentro de la regulacion del volumen,
todas las pruebas se llevaron a cabo en una linea celular deficiente de la
expresion funcional de los miembros mas comunes de familia de cinasas Src:
src, Yes y Fyn (células SYF), usando como control la misma linea celular a la
cual le fue reexpresado src “células src+/+”. Src es una cinasa de tirosina que
se distribuye en la célula de manera citosoélica; sin embargo, una vez activada
se transloca a la membrana plasmatica por miristilacion o palmitolacion del
amino terminal, anclandose a su parte interna. Uno de los estimulos que
promueve su activacion es el estrés hiposmotico. En la Fig. 1 se observa que
mediante ensayos inmunocitoquimicos el estimulo hiposmoético produce en las
células src+/+ la translocacion de src desde el area perinulcear hasta la
membrana plasmatica, en particular en las prolongaciones celulares, en donde
se une a focos de adhesion y a proteinas del citoesqueleto. En el caso de las
células SYF no es apreciable la forma activa de src en ninguna de las
condiciones examinadas. Para poder cuantificar la fosforilaciéon de src como
respuesta a hiposmolaridad se llevaron a cabo ensayos de Western Blot en las
células SYF asi como en la linea celular que presenta src reexpresado. Se
encontré6 un incremento del 76% sobre la fosforilacion en condiciones
isosmoticas en las células srct/+, mientras que en las células SYF, no se
observo ningin cambio significativo en la fosforilacion evocada por

hiposmolaridad (Fig. 1).

Ademas de identificar la activacion de src por efecto de estrés hiposmético,
estos experimentos permiten corroborar que la linea celular SYF con la que se
esta trabajando no presenta a src en su forma funcional; a partir de esta
observacion es posible atribuir a esta deficiencia las modificaciones en niveles

de fosforilacion de otras cinasas y del flujo de taurina.
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Figura 1 Incremento en 1la fosforilacion de src inducida por
hiposmolaridad en células Src+/+ y SYF. Condiciones experimentales
medio isosmético (Isos), medio hiposmético 30% (H30%) (a) Panel derecha:
Las células fueron privadas de suero y expuestas a medio isosmotico o
medio hiposmoético 30% por 3 min., fijadas e incubadas toda la noche con
anti p-Src (pTyr-416). La fosforilacion de src fue obtenida con anticuerpo
secundario acoplado a FICT y visualizada por microscopia confocal.
Barra=50pM (b) Panel superior izquierda: los lisados celulares fueron
analizados por inmunoblotting con anticuerpo anti p-Src. (c¢) Panel inferior
izquierda: Los resultados fueron analizados cuantitativamente mediante
un escaneo densitométrico con barras representando el porcentaje de
incremento en la fosforilacion de src en el hiposmotico sobre la condicion
isosmotica. Resultados expresados como promedio * error estandar de

n=4-6 experimentos. Diferencias significativas del isosmoético *p < 0.01.



La fosforilacion de EGFR inducida por hiposmolaridad es dependiente de

Src

El receptor al factor de crecimiento epidermal (EGFR) es un elemento dentro
de la transduccion de senales osmoéticas que es usado como mecanismo para
amplificar la respuesta inicial a un cambio en el volumen, funcionando como
punto de convergencia de numerosas vias de senalizacion intracelular (Lezama
et al., 2005). En investigaciones previas se ha visto que EGFR es activado por
fenémenos de anisotonicidad de manera independiente de ligando (Franco et
al. 2004), aunque no resulta claro si esta activacion es producto del cambio en
la osmolaridad del medio, en el volumen de la célula o es una respuesta a una

situacion de estrés.

Para estudiar el efecto de src sobre la activacion de EGFR como resultado del
estimulo hiposmotico, se realizaron inmunofluorescencias de manera
comparativa en las células src+/+ y SYF. Se observo que en el caso de las
células src+/+ la fosforilacion de EGFR se incrementa cerca del 60% 1 min.
después de que son sometidas al estimulo hiposmotico, el incremento en la
fosforilacion alcanza un maximo de 97% a los 2 min; y posteriormente
disminuye hasta un 33%. En las células SYF no se observan incrementos en

la fosforilacion de este receptor a ninguno de los tiempos analizados (Fig. 2).

La falta de fosforilacion del EGFR en las células SYF indica que src es una
senal primaria y que favorece la actividad del receptor. Es posible que una de
las alternativas para la activacion de EGFR durante hiposmolaridad, sea la
interaccion con integrinas (Vom Dahl et al., 2003), teniendo como
intermediario a la cinasa src. En cultivos de neuronas granulares de cerebelo
ya se habia reportado que la activacion por hiposmolaridad de EGFR se abolia
por PP2 inhibidor de src, sugiriendo que la activacion de src ocurre por arriba
de la fosforilacion del receptor a EGFR (Lezama et al., 2005). De esta manera
la activacion de src puede ser una reaccion que este por debajo de la
activacion de integrina y subsecuentemente transactive a EGFR de manera

directa, o bien a través de p38.
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Figura 2 Fosforilacion del receptor a EGF inducida por hiposmolaridad
en células src+/+ y SYF. Las condiciones experimentales se muestran en
la fig. 1 Isos y H30%. (a) Panel superior: Las células fueron privadas de
suero y expuestas a medio Isos o H30% por 1, 2 y 3 min., fijadas,
incubadas toda la noche con anti p-EGFR( p-Tyr 1173). La fosforilacién de
EGFR fue obtenida con anticuerpo secundario acoplado a FICT y
visualizada por microscopia confocal. Barra = 50puM (b) Panel inferior: la
intensidad de fluorescencia fue medida usando el programa image-pro
plus 5.0 (media cibernetics, San Diego, CA) de las imagenes obtenidas por
microscopia confocal. Cinco muestras de de 10-12 células cada una fueron
analizadas de tres experimentos independientes. La intensidad de
fluorescencia es expresada como unidades arbitrarias. Resultados
expresados como promedio * error estandar de n=4-6 experimentos.

Diferencias significativas del isosmético *p < 0.01.



Activacion de la cinasa de focos de adhesion (FAK) mediada por la

actividad de Src.

Cuando una célula es expuesta a un medio hiposmoético se presenta un
incremento en su volumen celular acompanado de la reorganizacion a nivel de
los componentes del citoesqueleto, asi como de la activacion de reacciones
encaminadas a procesos de adhesion celular. La ciansa de focos de adhesion
p125FAK y src participan mediando estas respuestas en varios tipos celulares
(Tilly et al., 1993; Kim et al., 2001; Ochoa et al., 2002). En el presente estudio,
se midio el incremento en la fosforilacion de FAK por efecto de hiposmolaridad
de manera comparativa en las células SYF y srct+/+. En las células que
expresan a src funcional, la fosforilacion se incrementa considerablemente,
alcanzando un 82% sobre el nivel en el medio isosmotico. En el caso de las

c€lulas SYF la activacion de FAK corresponde amyn 14% (Fig. 3).
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Figura 3 Efecto de la hiposmolaridad sobre la fosforilacion de FAK
probada por inmunoblot. Las condiciones experimentales se muestran en
la fig. 1 Isos y H30%. (a) Panel izquierda: IP con anticuerpo anti-FAK e 1B
con anticuerpo pTyr . (b) Panel derecha: los resultados fueron analizados
cuantitativamente mediante un escaneo densitométrico con barras que
representan el porcentaje de incremento en al fosforilacién de FAK en el
hiposmoético sobre el control isosmoético. Resultados expresados como
promedio * error estandar de n=4-6 experimentos. Diferencias significativas

del isosmotico por *p < 0.001.



En varios modelos celulares, se ha descrito ampliamente una estrecha
relacion entre FAK y los miembros de la familia de Src por debajo de la
senalizacion de integrinas. La fosforilacion de FAK crea sitios de unién de alta
afinidad para las cinasas de la familia de Src, permitiendo la interaccién con
un gran numero de efectores que presentan dominios SH2. El reclutamiento
de miembros de la familia de Src hace accesible la asociacion con paxilina y el
sustrato asociado a Crk, lo cual permite finalmente la regulacion de las
GTPasas de la familia de Rho contribuyendo a la motilidad celular y al
reacomodo de los filamentos de actina (Schaller et al., 1994). Sin embargo, los
resultados del presente estudio muestran la dramatica reduccion de la
fosforilacion de FAK en las células SYF sugieren fuertemente que su
fosforilacion ocurre por debajo de la activacion de Src en respuesta a un
estimulo hiposmotico. Estos resultados indican que src tiene un papel
predominante en los eventos relacionados con la senalizacion de FAK, entre
los que destaca la formacion de focos de adhesiéon y el reacomodo de

elementos del citoesqueleto.

Influencia de Src sobre la activacion por hiposmolaridad de las MARKSs:
ERK1/2 y p38

Ademas de las cinasas de tirosina, otro tipo de cinasas son activadas por
hiposmolaridad en distintos tipos celulares, como las MAP cinasas ERK1/2 y

p38 que se encargan de mediar respuestas de estrés y sobrevivencia.

La activacion de ERK 1/2 por estrés hiposmotico ha sido descrita en diferentes
tipos celulares, como en astrocitos (Schliess et al.,, 1996; Crepel et al., 1998;
Cardin et al.,, 2003) y neuronas granulares de cerebelo (Morales-Mulia et al.,
2001). En las lineas celulares manejadas en este trabajo, los resultados de la
medicion de la fosforilacion de ERK1/2 por efecto de un estimulo hiposmético
mediante Western blot muestran un incremento de 78% en la fosforilacion en
las células src +/+. En las células SYF no se observo la fosforilacion de esta
MAPK que se encuentran incluso por debajo de la condicién isosmotica (Fig.

4).



Las células SYF presentan una disminucion caracteristica en los niveles de
proliferacion, lo cual podria explicarse por la notable falta de actividad de
ERK1/2, cinasa activada por mitogenos que esta directamente implicada en
fenomenos de division celular y que a su vez, se relaciona de forma muy
estrecha con EGFR dentro de la cascada de senalizacion que dirige la
proliferacion de las células. Ya que la fosforilacion de este receptor esta
considerablemente disminuida en este tipo celular, todas las senales que van

por debajo de €l se ven directamente influenciadas.
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Figura 4 Incremento en la fosforilacion de ERK1/2 inducida por
hiposmolaridad en células src+/+ y SYF. Condiciones experimentales
como en la Fig. 1 Isos, H30% (a) Panel izquierda: IP con anticuerpo anti-
ERK 1/2 e IB con anti p-ERK 1/2 (p-Tyr 204) (b) Panel derecha: los
resultados fueron analizados cuantitativamente mediante un escaneo
densitométrico con barras representando el porcentaje de incremento en al
fosforilacion de ERK1/2 en el hiposmoético sobre la condicién isosmotica
bajo las condiciones indicadas. Resultados expresados como promedio *
error estandar de n=4-6 experimentos. Diferencias significativas del

isosmotico *p < 0.001.

En el caso de p38 en las células src+/+ se presenta una fosforilacion rapida
después de que son estimuladas con medio hiposmotico incrementandose en
un 100% 1 min. después del estimulo. En cambio, en las células SYF no se
observo un incremento en la fosforilacion evocada por hiposmolaridad (Fig.5).
La MAP cinasa p38 responde a senales de estrés y es fosforilada de manera
consistente por fenomenos de anisotonicidad en varios tipos celulares. Su
bloqueo mediante el uso de inhibidores como SB203580 produce una

disminucion de la actividad de EGFR por hiposmolaridad (Cheng et al., 2002),

células
SYF
H30%
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sugiriendo su papel como modulador de la senalizacion del receptor a EGFR,

lo cual podria explicar que p38 se active a tiempos mas cortos, posiblemente,

recibiendo la senal directa de la molécula que funciona como sensor de

cambios en el volumen celular.
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Figura 5 Activacion por tiempo de P38 mediada por hiposmolaridad en
células src+/+ y SYF. Condiciones experimentales como se indica en la
Fig. 1 Isos, H-30% 1, 2 y 3 min. (a) Panel superior: Las células fueron
privadas de suero y expuestas a medio Isos o medio H30% por 1,2 y 3 min.,
fijadas, incubadas toda la noche con anti p-P38 (p-Thr 180, pTyr 182). La
fosforilacion de P38 fue obtenida con anticuerpo secundario acoplado a
FICT y visualizada por microscopia confocal. Barra = 50puM (b) Panel
inferior: la intensidad de fluorescencia fue medida como se indica en la
figura 2 y es expresada como unidades arbitrarias. Resultados expresados
como promedio * error estandar de n=4-6 experimentos. Diferencias

significativas del isosmotico *p < 0.001.



Src interviene en respuestas de sobreviviencia mediando la activacion de

PI3K

La via de PI3K/Akt es activada por una variedad de estimulos y esta
implicada en un amplio rango de procesos celulares incluyendo crecimiento,
proliferacion, motilidad y sobre todo sobrevivencia celular (Liu et al.,, 2001). Su
activacion por hiposmolaridad ha sido reportada en varios tipos celulares; en
astrocitos (Cardin et al. 2003), hepatoma (Feranchak et al, 1998), células
PASMC (Kim et al., 2001), neuronas granulares de cerebelo (Morales-Mulia et
al., 2001), fibroblastos Swiss 3T3 (Franco et al., 2004) y retina (Ochoa et al.,
2002).

La activacion de PI3K, fue medida mediante la fosforilacion de AKT, un
sustrato de PI3 cinasa. En la figura 6 se observa como AKT incrementa su
fosforilacion, alcanzando un incremento del 56% en las células srct+/+. En el
caso de las células SYF se observa una diferencia en la fosforilacion de
Unicamente un 11% con respecto al control isosmotico. Esta reaccion podria
significar una respuesta rapida de sobrevivencia evocada por PI3K ante una
condicion de estrés que podria estar poniendo en riesgo la integridad celular; o
bien podria ser una respuesta dirigida a la movilizacion de osmolitos, como se

discutira mas adelante

Por otra parte, otros blancos importantes de los productos de PISK son las
GTPasas Rac y Rho, las cuales coordinan la dinamica de la organizacion del
citoesqueleto de actina y el ensamble a estructuras asociadas a integrinas.
Rho regula la formacion de fibras de estrés y adhesiones focales mientras que
Rac controla el ensamble de los complejos focales y puede activar los cambios

en el citoesqueleto mediados por Rho (Cantrell, 2001)
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Figura 6 Activacion de PI3K por hiposmolaridad en células src+/+ y
SYF. La activacion de PI3K fue seguida mediante la fosforilacion de AKT
como se describe en los métodos. Condiciones experimentales: ISOS, H30%
1, 2 y 3 min. (a) Panel izquierda: IB anticuerpo anti-p-AKT (Ser-473). (b)
Panel derecha: se llevd a cabo el analisis cuantitativo de los resultados por
escaneo densitométrico, las barras representan un incremento en la
fosforilacién de AKT por medio hiposmoético sobre el medio isosmético, bajo
los tiempos indicados. Resultados expresados como promedio + error
estandar de n=4-6 experimentos. Diferencias significativas del isosmético *

p < 0.01.

Flujo de osmolitos

Src media la liberaciéon osmosensible de taurina.

La activacion de las cinasas por hiposmolaridad es un fenémeno coincidente
con el hinchamiento, que no necesariamente implica su relacion con la
activacion de flujos osmoticos. Por ello, se investigo el papel de Src sobre
mecanismos efectores del DRV examinando inicialmente como afecta la
expresion funcional de src el flujo de taurina activado por hiposmolaridad. En
las células src+/+, la reducciéon de 30% en la osmolaridad de medio produce
un marcado incremento en el flujo de 3H-taurina. La liberacion de taurina en
condiciones isosmoticas (0.3% de la libracion basal en isosmoético) alcanzo un
pico de liberacion del 2.9% 3 min posteriores al estimulo hiposmoético, seguido

de una fase de inactivacion lenta. La liberacion neta corresponde a un 12%.



Las células SYF presentaron una menor respuesta a la hiposmolaridad en
cuanto a la liberacion osmosensible de taurina, alcanzando una liberacion
maxima de 0.6% 3 min después de la reduccion de la osmolaridad del medio.

En la figura 7 se muestra como la liberacion de taurina disminuye en un 72%

con respecto a las células src+/+.
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Figura 7 Liberacion de taurina inducida por hiposmolaridad (LHT) en
células src+/+ y SYF. Las células fueron preincubadas con 3H-taurina,
prefundidas con medio Isosmético durante 5 min. y posteriormente durante
8 min. con medio H30%. Los datos muestran la liberacion de radioactividad
a cada tiempo, expresado como porcentaje de la radioactividad total
acumulada durante la incubacién. Las barras representan la liberacion de
SH-Taurina en los cinco puntos maximos menos cinco puntos en la
liberacion en condicién isosmoética (Liberacion neta). Resultados expresados
como promedio * error estandar de 3-8 experimentos. Diferencias

significativas *p < 0.01.

La influencia de las cinasas de tirosina en el flujo osmosensible de taurina ha
sido documentada en una variedad de tipos celulares, inhibiéndose de manera
consistente por bloqueadores generales de estas ciansas y mostrando una
clara potenciacion por efecto de inhibidores de fosfatasas de tirosina. (Deleuze
et al.,, 2000; Monguin et al., 1999; Morales-Mulia et al., 2001; Franco et al.
2004; Lezama et al. 2005). Los farmacos AG1478 y AG112, especificos para



receptores de la familia de cinasas de tirosina muestran un efecto claramente
inhibidor sobre el flujo de taurina. Esto podria indicar que la disminuciéon en
la liberacion de taurina en este tipo celular puede deberse a la carencia
funcional de src como activador de la via de movilizacion de dicho aminoacido,

o bien, podria ser efecto de la falta de activacion del EGFR en ausencia de src.

La actividad de src es determinante para el proceso de incremento en

volumen

A través del sistema de dispersion de luz de angulo amplio descrito en
Pedersen et al. (2002) se llevaron a cabo las estimaciones en el cambio en
volumen celular, encontrando que las células src+/+ incrementan su volumen
en un 9.8 % como respuesta a la reduccion de un 30% de la osmolaridad del
medio extracelular. Comparativamente, en las células SYF el incremento de
volumen corresponde solamente a un 3.9 % frente a un estimulo hiposmoético

(Fig. 8).

Estos datos podrian indicar una disminucion en la capacidad de las células
SYF para incrementar su volumen frente a un choque hiposmoético, lo cual

refleja la importancia de la cinasa Src en la correcta organizacion del

citoesqueleto.
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Figura 8 Efecto de la deficiencia de src sobre el incremento en el
volumen celular evocado por hiposmolaridad en las lineas celulares
srct+/+ y SYF. Las barras corresponden al porcentaje de hinchamiento en
cada tipo celular por efecto de una reducciéon del 30% en la osmolaridad del
medio y son expresados como promedio * error estandar de n= 8-12.

Diferencias significativas *p < 0.01.



Las observaciones mas significativas del presente estudio en células src +/+y
SYF son: i) la activacion por hiposmolaridad de las cinasas FAK, ERK1/2, p38,
asi como de las cinasa blanco PI3K y el receptor a EGF de manera
parcialmente dependiente de la actividad de src y ii) el efecto de la carencia

funcional de src reduciendo el flujo de taurina evocado por hiposmolaridad

La marcada disminucion en las células SYF del flujo osmosensible de
osmolitos organicos, teniendo como representativo a la taurina, puede estar
relacionada con la mermada capacidad de estas células para incrementar su
volumen. En este contexto el binomio integrinas/src estaria actuando como
importante modulador. La activacion de src puede ocurrir via integrinas y a
pesar de que esta relacion esta claramente documentada en varios tipos
celulares (Moro et al. 2002; Schliess et al.,, 2004), el fenémeno no resulta ser
tan claro durante hiposmolaridad. Sin embargo se sabe que durante la
migracion celular las integrinas tienen como efectores cascada abajo a src y a
Rho GTPasas que regulan la dinamica del citoesqueleto de actina mediante
diversos efectores (Burridge et al., 2004), como Cdc42, Racl y RhoA (Cox et
al., 2001) A través de la accion coordinada de la activacion e inhibicion de las
Rho GTPasas src participa como un regulador del citoesqueleto (Ridley et al.
2003), activando Cdc42 y Rac 1 (Servitja et al. 2003) e inhibiendo a RhoA
(Arthur et al,, 2000) para permitir la protrucion de la membrana,
posteriormente, RhoA es reactivada(Ren et al., 1999) formando fibras de
estrés y brindandole la fuerza contractil a la célula necesaria para su
movilizacion, en este proceso también es reclutado src para la regulacion de la
formacion de adhesiones focales via FAK (Volberg et al., 2001) y finalmente
Rho permite el desensamble de estas adhesiones focales de manera
dependiente de src (Webb et al. 2004). De esta forma la deficiencia de src en
las células SYF podria estar alterando la dinamica de reorganizacion del
citoesqueléto necesaria tanto para el incremento del volumen celular ante
fenémenos de hiposmolaridad, como para la recuperacion del volumen;
posiblemente, en estas células no se alcanza un nivel umbral de hinchamiento
necesario para permitir la activacion del flujo correctivo de volumen de
taurina, ni para desencadenar toda la cascada de sefnalizacion que le permite
a la célula hacer frente a las condiciones del medio extracelular.

Sin embargo, otra de las alternativas en cuanto al flujo de osmolitos organicos

es que la via de movilizacion de la taurina activada por hinchamiento se



comporte de manera similar al intercambiador aniénico banda 3 en eritrocitos
de raya, donde el intercambiador es translocado a la membrana, oligomeriza y
posteriormente interactia con ankirina y la proteina banda 4.1; dicha
interaccion se asocia directamente a la actividad de las cinasas de tirosina de
la familia de src: Syk y Lyn, posibilitando de esta forma la liberacion de
taurina (Musch y Goldstein, 2005).

Por otra parte, cabe destacar que recientes trabajos de este laboratorio, asi
como de otros grupos de investigacion presentan evidencia de que la
participacion de las cinasas de tirosina en la movilizacion de osmolitos
organicos es dependiente del tipo celular, por ejemplo en fibroblastos swiss
3T3 la liberacion de taurina es dependiente de la actividad de EGFR y Src
(Vazquez-Juarez et al., 2007) mientras que en el caso de astrocitos de
cerebelo en cultivo, el bloqueo de la activacion de estas cinasas tiene una
influencia menor en la liberacion tanto de taurina como de glutamato (sin

publicar).

A partir de estos datos, es posible suponer que la activacion de src puede ser
un elemento inicial en los procesos de reacomodo del -citoesqueleto
desencadenados por hiposmolaridad, asi como también formar parte de la
cascada de senalizacion requerida para la activacion del flujo osmosensible de
taurina. Aun asi, quedan muchos aspectos por aclarar en estas lineas
celulares en cuanto a la participacion de las cinasas de tirosina en el proceso
de regulacion del volumen, por ejemplo: i) el mecanismo de activacion de src
durante hinchamiento hiposmoético, el cual atin no se conoce de manera
concreta, aunque se descarta la posibilidad de un Unico elemento activador.
Por una parte pueden estar involucrados los receptores acoplados a proteinas
G fosforilacion directa por Ga, Ggy 0 B-arrestina, asi como la interaccion con
las integrinas, ii) examinar el papel de Fyn y Yes mediante la reintroduccion de
estas cinasas el las células src+/+ iii) estudiar de manera mas detallada la

relacion src/FAK, asi como la activacion de la via de las Rho GTPasas.



CONCLUSIONES

Mediante el presente estudio se logréo determinar el papel de la cinasa de
residuos de tirosina de tipo citosolico Src en la cascada de senalizacion
activada por incremento en el volumen celular mediante un estimulo
hiposmotico, asi como la correccion de volumen mediada por el flujo de

osmolitos organicos.

El estrés hiposmoético incrementé la fosforilacion de las cinasas FAK, ERK,
P38, PI3K y del receptor al EGF, viéndose disminuida en las células deficientes
de src. En cuanto a la liberacion de taurina el déficit de src produjo una

notable disminucion en la salida de dicho aminoacido.

Los resultados obtenidos indican la importancia de src en las respuestas
inducidas por estimulo hiposmoético, sobre todo en el reaerreglo del
citoesqueleto y adhesion celular, las cuales estarian modulando otros
mecanismos celulares como, respuesta a estrés y sobrevivencia, asi como el

flujo correctivo de volumen de taurina.
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