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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
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DIDS 4,4’ diisotiocianatoestilbeno-2,2’- ácido disulfónico 

DMA dimetilamilorida 
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EAT (Ehrlich-Lettre Ascites) células ascíticas de adenocarcinoma Ehrlich-Lettre 

EDTA ácido etilendiaminotetracético 

EGTA ácido etilenglicol tetracético 

EIPA etilisopropilamilorida 

ENaC (epithelial sodium channel) canal epitelial de sodio 

ERK (extracellular-signal regulated kinase) cinasa regulada por señalización extracelular  

EROs            especies reactivas de oxígeno 

FAK (focal adhesion kinase) cinasa de adhesión focal 

FITC (fluorescein isothiocyanate) isotiocianato de fluorosceina 
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GABA ácido gama amino butírico 

GFP (green fluorescent protein) proteína verde fluorescente 

GLT-1            transportador de glutamato 

GLUT transportador de glucosa 
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HEPES ácido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfónico 

HRP (horseradish peroxidase) peroxidasa de rábano 

ICl-vol           corriente de cloruro activada por volumen 

IK canal de potasio de conductancia media 
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KCC                cotransportador electroneutro potasio/cloruro (K+/Cl-) 
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MAPK (mitogen-activated protein kinases) proteína cinasa activada por mitógenos 
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NKCC cotransportador electroneutro sodio/potasio/cloruro (Na+/K+/2Cl-) 
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OSR1 (oxidative-stress responsive 1 protein) proteína 1 de respuesta a estrés oxidativo 

Paracel Cl-      flujo paracelular de cloruro 

PIP2 fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 

PI3K fosfatidilinositol 3-cinasa 

PIcln (chloride conductance regulatory protein) proteína reguladora de la conductancia a cloruro 

PIP2 fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 

PKA (protein kinase A) proteína cinasa A 

PKB (protein kinase B) proteína cinasa B 
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WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) proteína del syndrome de Wiskott-Aldrich 
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RESUMEN 

 

El mantener fluctuaciones mínimas en el volumen es imperativo para la homeostasis celular. A 

través de la escala evolutiva, las células han desarrollado mecanismos adaptativos para hacer 

frente a condiciones como el estrés osmótico, que puedan afectar su volumen. El decremento o 

el incremento regulador del volumen (DRV o IRV, respectivamente) son procesos reguladores 

complejos, que involucran una multiplicidad de señales para concretar una respuesta final, 

consistente en un flujo de osmolitos en la dirección necesaria para contrarrestar el cambio 

osmótico impuesto. El movimiento de los osmolitos ocurre a través de canales y 

transportadores, cuya actividad se encuentra finamente regulada por una intrincada red de 

señalización, hasta el momento poco entendida. Las cinasas WNK se proponen como elementos 

de esta red de señales por su influencia sobre la actividad de diversas vías de transporte iónico. 

El caso de WNK3 es particularmente interesante por su capacidad de modular de manera 

recíproca la actividad de los cotransportadores electroneutros (CEN) de cationes acoplados a 

cloruro, cuya participación como efectores de la regulación del volumen está documentada. En 

este trabajo se utilizaron las células HEK293 derivadas de riñón embrionario humano para 

generar las líneas estables que sobre-expresan de manera constitutiva a WNK3 (WNK3+) y a la 

mutante sin actividad catalítica WNK3-DA, y a través de esta manipulación evaluar su influencia 

en la regulación del volumen. Los resultados mostraron que WNK3 contribuye a mantener la 

concentración intracelular de cloruro ([Cl-]i) a través de la inhibición de los CEN encargados de 

liberar K+ y Cl- al espacio extracelular (KCCs) en WNK3+ y su activación en WNK3-DA. Esta misma 

acción influye sobre el DRV, cuya eficiencia se reduce en WNK3+ y se acelera en WNK3-DA. En el 

caso del estrés hipertónico, WNK3 también contribuye al IRV a través de un efecto sobre la 

actividad del cotransportador electroneutro que permite la captura de Na+, K+ y Cl- (NKCC). 

WNK3+ y WNK3-DA incrementan el funcionamiento de este cotransportador. Dada la existencia 

de cuatro isoformas de WNK3, se examinó su influencia sobre la actividad de todos los CEN de la 

familia a la que pertenecen los KCCs y los NKCCs, utilizando como un sistema de expresión 

funcional a los ovocitos de Xenopus. Los resultados mostraron que todas las isoformas 

presentan efectos similares, activando a los NKCCs, que median la entrada de Cl-, e inhibiendo 
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su salida mediante los KCCs, mientras que la variante sin actividad catalítica tiene los efectos 

opuestos. En conjunto, los resultados de este trabajo postulan a WNK3 como una cinasa que 

determina la [Cl-]i, y que contribuye a los procesos de regulación del volumen. Estas 

conclusiones pueden ser relevantes en procesos como la invasividad celular o la excitabilidad 

neuronal, en los que participan los cotransportadores modulados por WNK3 y la consecuente 

afectación de los niveles de Cl- intracelular. 
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ABSTRACT 

 

Maintaining a constant cell volume is imperative for cellular homeostasis. This ability is present 

in most cell types and has been preserved through evolution. Facing a change in external 

osmolarity cells respond by adaptive mechanisms, i.e. the regulatory volume decrease (RVD) or 

increase (RVI) which are complex regulatory processes based on increasing osmolyte and water 

fluxes in the necessary direction to restore the osmotic equilibrium. Transporters or/and ion 

channels are the effectors responsible for this mobilization, and their activation responds to 

signaling chains. The proteins serine/treonine kinases WNKs are suggested as elements in this 

signaling network for their ability to regulate the activity of multiple ion transport pathways. 

WNK3 is of particular interest because it reciprocally regulates the activity of electroneutral 

cotransporters NKCCs and KCCs, whose participation in the regulatory volume process is well 

recognized. The present research in HEK293 cells refers to the influence of WNK3 on the 

activation/operation of the ionic pathways, ultimately leading to cell volume recovery. For this 

purpose stable transfected HEK293 cells which overexpress WNK3+ and the catalytically inactive 

version WNK3-DA were generated. Our results demonstrated a role for WNK3 in maintaining 

the intracellular chloride balance. We also showed that WNK3 has an influence on RVD via an 

effect on the KCCs activity, as WNK3+ reduced and WNK3-DA increased, respectively the 

efficiency of RVD. Under hypertonic condition WNK3 contributes to volume regulation by 

increasing NKCC activity. Four isoforms of WNK3 have been described, and we aimed to define 

the effects of all these WNK3 variants on members of the electroneutral chloride/cation 

cotransporters family. Our study performed an heterologous expression system using Xenopus 

laevis oocytes, indicated that all isoforms have similar effects on the cotransporters activity, 

since while WNK3 activates NKCC1/2, NCC and inactivates the KCCs, the catalytically inactive 

version does the opposite, i.e. inhibition of NKCCs, NCC and activation of KCCs. 

In summary, the present study documented the implication of WNK3 in two important elements 

of cell homeostasis, the cell volume control and the regulation of intracellular Cl� levels. 

Processes like migration, cell adhesion, metastasis and neuronal excitability, which involve the 

activity of electroneutral cotransporters could be modulated by WNK3. 
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I. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

 

I.1 Transporte a través de la membrana plasmática 

 

Establecer los límites de la célula mediante una membrana selectivamente permeable y por lo 

tanto contar con espacios celulares claramente definidos, implicó una respuesta evolutiva de 

enorme trascendencia. Las diferencias químicas entre el medio interno y externo, permitieron el 

adecuado funcionamiento de procesos fisiológicos que requerían de un medio ambiente con 

una composición particular. El siguiente reto para la célula, consistió en el desarrollo de 

mecanismos de transporte de membrana que le permitieran la comunicación entre los 

compartimentos intra y extracelular. Estos procesos pueden ser catalogados dentro de los 

siguientes grandes grupos: difusión simple, osmosis, difusión facilitada, transporte activo 

primario y transporte activo secundario. El movimiento libre de partículas a través de la 

membrana plasmática a favor de su gradiente electroquímico es denominado difusión simple, 

mediante el cual se permite el flujo de moléculas o gases, como urea, glicerol, etanol, benceno, 

O2, N2 o CO2, sin la intervención de proteínas como mediadoras de su movimiento. Cuando se 

trata del agua como molécula en movimiento se habla de osmosis, proceso en el cual el agua se 

mueve a través de una membrana semipermeable de acuerdo a su gradiente electroquímico 

hacia el compartimento con mayor concentración de solutos; la fuerza requerida para 

contrarrestar dicho flujo es conocida como presión osmótica. Una variante de los procesos 

difusionales es la difusión facilitada, en la que el movimiento de partículas se lleva a cabo a 

favor del gradiente electroquímico, pero requiere de proteínas plasmáticas especializadas 

(canales o uniportadores); ejemplos clásicos de este tipo de transporte son la movilización de 

glucosa por el transportador GLUT o de agua mediante las acuaporinas. Por el contrario, el tipo 

de transporte que ocurre en contra del gradiente de concentración e implica un gasto 

energético para la célula, se denomina transporte activo. Cuando la movilización de la molécula 

requiere de la energía liberada por la hidrólisis de ATP como en el caso de la bomba de Na+/K+, 

el transporte se denomina transporte activo primario. Si la energía acoplada proviene del 

movimiento de otra molécula a favor de su gradiente electroquímico, el proceso se denomina 
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transporte activo secundario, tal es el caso de cotransportadores e intercambiadores (Lang et al. 

1998; Lang 2007). Todos estos mecanismos presentan una gran dinámica, capacitando a la 

célula para mantener su estado de homeostasis y responder a eventuales alteraciones en la 

concentración de partículas solubles. Toda modificación en la concentración de solutos resultará 

en un movimiento neto de agua en la dirección requerida para restablecer la presión osmótica y 

mantener su equilibrio termodinámico, alterando en consecuencia el volumen de la célula. 

I.2 Regulación del volumen celular 

 

La relación entre la concentración de solutos del interior celular y el ambiente externo es 

descrita mediante los términos osmolaridad y tonicidad. La osmolaridad es un término absoluto, 

definido como la cantidad de osmoles por litro de disolución (mOsmol/l), donde un osmol es 

una unidad de medida que permite determinar el número total de partículas de soluto en una 

solución con una presión osmótica de 22.4 atmósferas a 0°C. Este parámetro puede ser 

determinado mediante la medición de alguna de las propiedades coligativas de la materia1, tal 

como el punto de fusión o el punto de evaporación. Por otra parte, la tonicidad es un término 

funcional y relativo, que se define por las condiciones osmóticas de los compartimentos intra y 

extracelular en un momento dado y por lo tanto, por el gradiente osmótico generado a través 

de la membrana, con la consecuente capacidad para generar un cambio en el volumen de la 

célula. Una solución hipertónica genera encogimiento celular, mientras que una solución 

hipotónica resulta en hinchamiento de la célula. El término anisotónico es utilizado para 

describir soluciones que generan un cambio en el volumen celular hacia cualquiera de las 

direcciones (encogimiento o hinchamiento) y engloba a los términos hipertónico e hipotónico 

(Hoffmann et al. 2009). 

La capacidad que tienen las células de mantener un volumen constante es una 

propiedad que se ha conservado a lo largo de la escala evolutiva, ha sido ampliamente descrito 

en bacterias, protistas, hongos, plantas y células animales (Pedersen et al. 2011). En estas 
                                                           
1 Una propiedad coligativa es aquella propiedad de la disolución que depende únicamente de la cantidad de 
partículas de soluto por partículas totales y no de la composición química del soluto. Estas propiedades incluyen el 
punto de congelación, el punto de ebullición, la presión de vapor y la presión osmótica. 
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últimas es de particular importancia, ya que no cuentan con paredes rígidas como en el caso de 

bacterias o células vegetales que las hagan resistentes a las fluctuaciones en la concentración de 

solutos y a los flujos de agua. Las perturbaciones en la osmolaridad a nivel sistémico y celular, 

con el consecuente cambio en el volumen, pueden producir graves alteraciones en el 

funcionamiento de la célula; por lo que el volumen celular debe ser un parámetro finamente 

regulado. En vertebrados, el sistema renal es el encargado de mantener la homeostasis en 

términos de volumen, concentración de electrolitos y pH de los fluidos corporales. El riñón 

mantiene relativamente constantes el volumen y la osmolaridad del fluido extracelular a nivel 

corporal, mediante la regulación del contenido de agua y cloruro de sodio (NaCl) (Pedersen et 

al. 2011). En el contexto celular, se pueden generar gradientes osmóticos como resultado de 

procesos metabólicos (crecimiento, diferenciación, proliferación, migración, muerte), que 

someten a la célula a constantes cambios en la concentración de solutos (Lambert et al. 2008; 

Hoffmann et al. 2009). Cualquier situación que produzca una desviación fuera del rango normal 

de solutos presentes en el medio extracelular, es potencialmente nociva para la célula de no ser 

corregida a tiempo. En condiciones fisiológicas, las células de la médula renal se encuentran 

expuestas a altas osmolaridades durante la antidiuresis, mientras que células del epitelio 

intestinal se enfrentan también a cambios en la osmolaridad generados por la ingesta variable 

de agua. Algunas condiciones patológicas exacerban estas modificaciones en el volumen, 

incrementado el riesgo de efectos lesivos en las células. El hinchamiento celular se presenta 

durante: a) eventos de isquemia, o b) hiponatremia2 desarrollada por un exceso en la ingesta de 

agua, como en el caso de diversos desordenes psiquiátricos, alteraciones en la secreción de la 

hormona antidiurética, déficit de glucocorticoides, hipotiroidismo, falla renal y/o hepática, 

síndrome nefrótico, vómito y diarrea. Por el contrario el encogimiento celular resulta de 

eventos clínicos como a) hipernatremia3 por exceso de NaCl o pérdida importante de agua 

desarrollada durante sudoración excesiva, secreción reducida de hormona antidiurética o 

                                                           
2 Hiponatremia: condición en la que la concentración de sodio en sangre se encuentra por debajo de 135 mmol/l. 
3 Hipernatremia: alteración hidroelectrolítica en la que hay un incremento en la concentración de sodio en sangre, 
generalmente se considera desde 158 mmol/l. 
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ingesta de agua de mar; o bien, durante b) hiperglicemia4 y alcalosis5 (Orlov y Novikov 1996; 

Waldegger et al. 1998; Lang 2007; Lambert et al. 2008).

Una gran variedad de parámetros se ven modificados por el cambio en volumen, desde 

la clara alteración en la estructura celular, hasta el ensamble de macromoléculas y la 

concentración de segundos mensajeros, indispensables para que se lleve a cabo de manera 

correcta la transducción de señales (Pasantes-Morales et al. 2006). Para hacer frente a estas 

situaciones, se ponen en marcha complejos mecanismos celulares con la finalidad de mantener 

un volumen celular casi constante. Dependiendo de la dirección del cambio en el volumen se 

activan procesos denominados Decremento Regulador del Volumen (DRV, en respuesta al 

hinchamiento) o Incremento Regulador del Volumen (IRV, en respuesta al encogimiento); 

ambos, encaminados a la movilización de solutos y agua en la dirección requerida para que se 

recupere la presión osmótica (Hoffmann y Dunham 1995; Pasantes-Morales et al. 2006). Estos 

procesos serán detallados más adelante. 

I.3 Eventos que acompañan al cambio en volumen 

 

Inmediatamente después del cambio en la osmolaridad y la consecuente alteración del volumen 

de la célula, se activan los mecanismos de regulación del volumen que incluyen un serie de 

eventos divididos en tres etapas principales: 1) la activación de un sensor de volumen 

constituido por una molécula o bien un conjunto de moléculas que le permiten a la célula 

distinguir la alteración efectuada en su volumen por la pérdida o ganancia intracelular de agua, 

2) la activación de una cadena de transducción de señales que se encargará de llevar y 

amplificar la información proveniente del sensor hacia los mecanismos a cargo de la 

movilización de solutos con actividad osmótica; y por último 3) la activación de mecanismos 

efectores: canales y transportadores responsables del movimiento de solutos hacia el espacio 

celular determinado por el gradiente osmótico. Adicionalmente, el mecanismo sensor debe 

                                                           
4 Hiperglicemia: incremento en la concentración sanguínea de glucosa por arriba de 110 mg/dl en ayunas. 
5 Alcalosis: término clínico que indica alcalinidad en los fluidos del cuerpo, generalmente por un aumento en la 
concentración de CO2 en sangre  
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funcionar como memoria celular, permitiéndole percibir que se ha recuperado el volumen 

celular original y por lo tanto inactivar la movilización de solutos (Pasantes-Morales et al. 2006). 

 

I.4 Los osmolitos en la regulación del volumen 

 

Los solutos que contribuyen al establecimiento de la osmolaridad son denominados osmolitos; 

moléculas de bajo peso molecular que se encuentran en concentraciones suficientemente altas 

para contribuir de manera importante al mantenimiento del volumen celular. Su naturaleza 

química puede ser orgánica, como los polialcoholes (sorbitol, inositol), metilaminas (betaína, 

creatina, glicerofosforilcolina), urea y aminoácidos libres y sus derivados (glutamina, glutámico, 

�������	
������	
������	
�������	
�-alanina, GABA y taurina); o bien, de origen inorgánico, como 

Na+, K+ y Cl- (Junankar y Kirk 2000; Hoffmann y Pedersen 2011). 

Independientemente del proceso que se active, DRV o IRV, para que la célula regrese a 

su volumen inicial, se requiere la rápida movilización de osmolitos orgánicos e inorgánicos, así 

como procesos a largo plazo que incluyen la sobre-expresión de proteínas implicadas en 

transporte ormótico, así como la modificación en la tasa de síntesis y degradación de 

macromoléculas. Es importante considerar que la respuesta rápida y transitoria frente a 

cambios en el volumen de la célula es la movilización de iones Na+, K+ y Cl-, cuya contribución es 

de casi dos tercios de la recuperación del volumen celular; sin embargo, dada la importancia de 

sus concentraciones en el mantenimiento del potencial de membrana y en la excitabilidad 

celular (en el caso del células nerviosas), su participación debe ser limitada y reemplazada por el 

transporte sostenido de osmolitos orgánicos (Pasantes-Morales et al. 2006). 

 

I.5 Decremento regulador del volumen celular (DRV) 

 

Como se ha descrito anteriormente, para hacer frente a cambios en la osmolaridad del medio 

circundante, la célula inicialmente responde dirigiendo el flujo de agua hacia el espacio celular 

necesario para alcanzar el equilibrio osmótico. Frente a estrés hipotónico, el contenido de agua 

dentro de la célula se incrementa de manera proporcional a la magnitud de la reducción en la 
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concentración de osmolitos. Un evento temprano en la transducción de señales osmóticas es la 

activación del mecanismo sensor de volumen; sin embargo; a pesar de su relevancia dentro del 

proceso, su identidad molecular aún resulta desconocida. Diversas moléculas cuya activación es 

inducida por hipotonicidad han sido sugeridas como sensor. Algunas proteínas integrales de 

membrana que permiten la comunicación de eventos extracelulares hacia el interior celular han 

recibido particular atención; tal es el caso de integrinas, receptores a cinasas de tirosina (RTK 

del inglés receptor tyrosine kinase) o canales-receptor a potenciales transitorios (TRP del inglés 

transient receptor potential), ya que la activación y reclutamiento de estas proteínas hacia la 

membrana plasmática es una de las señales iniciales durante el proceso de DRV. Otros factores 

que se han considerado para esta función son: la tensión de la membrana plasmática, la 

reducción en la fuerza iónica, la concentración de segundos mensajeros (Ca2+, AMPc), así como 

el papel de las interacciones moleculares; parámetros que son drásticamente alterados ante la 

dilución del medio intracelular (Hoffmann y Dunham 1995; Papakonstanti et al. 2000; Sabirov et 

al. 2000; Pedersen et al. 2011). Finalmente, ante un fenómeno tan complejo como lo es el DRV, 

es muy probable que el sensor del cambio en el volumen no sea una molécula única, sino que 

dependa de la actividad coordinada de distintas proteínas; e incluso, que su identidad sea 

particular de cada tipo celular, lo cual hace complicado generalizar sobre su naturaleza y 

mecanismo de acción (Hoffmann et al. 2009). 

 

Temporalmente el DRV ocurre en dos fases, una fase rápida que inicia a partir del pico 

de hinchamiento máximo, en la cual se liberan osmolitos orgánicos y se incrementa la 

conductancia de K+ y Cl- hacia el espacio extracelular (Fig I.1) y una fase tardía, caracterizada por 

la reducción en la velocidad de los procesos de síntesis (anabolismo, transcripción génica, 

síntesis de proteínas) y el incremento en los niveles de degradación de moléculas orgánicas; 

este proceso requiere de horas e incluso días (Verbalis y Gullans 1991). La respuesta aguda de 

liberación de osmolitos se lleva a cabo mediante canales de Cl- y K+, cotransportadores, así 

como vías de liberación de osmolitos orgánicos, cuya participación se detalla a continuación 

(Fig. I.1). 
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Fig. I.1 Decremento Regulador del Volumen. El estrés hipotónico reduce la presión osmótica extracelular con 
respecto al interior de la célula (¶e, presión osmótica extracelular, ¶i, presión osmótica intracelular), produciendo la 
entrada de agua y el aumento del volumen de la célula. El DRV consiste en la activación de vías de liberación de 
osmolitos orgánicos e inorgánicos, entre los que destacan la vía de liberación hipotónica de taurina, distintos 
canales de K+, el canal de Cl-vol y los cotransportadores electroneutros KCCs. La gráfica muestra el curso temporal de 
la liberación de osmolitos; la fase inicial de la regulación del volumen se lleva a cabo mediante en el movimiento 
rápido y transitorio de iones K+ y Cl-, seguido de la liberación sostenida de osmolitos orgánicos compatibles. 
 

Canales de K+ activados durante hipotonicidad  

 

Una amplia variedad de canales de K+ han sido descritos como elementos efectores de la 

regulación del volumen celular frente a estrés hipotónico, estos son: los canales de K+ activados 

por voltaje (Kv), los activados por Ca2+ de conductancia grande BKa, de conductancia intermedia 

IK, o de conductancia pequeña SK, los activados por hinchamiento y los activados por estímulos 

mecánicos. Su participación es resultado de fenómenos que acompañan al incremento en el 

volumen celular, es decir, cambios en el potencial de membrana, incremento en las 

concentraciones intracelulares de Ca2+ o estiramiento de la membrana plasmática (Pasantes-

Morales y Morales Mulia 2000; Pasantes-Morales et al. 2006; Wehner 2006). 

 

En células epiteliales el incremento del Ca2+ intracelular en concentraciones 

micromolares, ya sea por activación de una corriente entrante o por liberación de Ca2+ de pozas 

intracelulares (mitocondria y retículo endoplásmico), induce la liberación de K+ mediante 

canales BKa (100-200 pS). La participación de este tipo de canales puede identificarse 
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farmacológicamente de forma relativamente específica a partir del uso de bloqueadores como 

caribdotoxina, iberiotoxina y paxilina (Dube et al. 1990; MacLeod y Hamilton 1999; Pasantes-

Morales y Morales Mulia 2000; Fernandez-Fernandez et al. 2002). En otros casos, la activación 

inicial de la corriente de Cl- genera un cambio en el potencial de membrana hacia potenciales 

menos negativos y esta despolarización activa a los canales de K+ dependientes de voltaje Kv. De 

los 12 miembros de la familia de canales Kv se ha descrito la participación de Kv1.5, Kv1.3, Kv4.2 

y Kv4.3 (Felipe et al. 1993; Wang et al. 2005). El uso de bloqueadores como noxiustoxina, 

argiotoxina y dendrotoxina constituye una herramienta importante para definir su contribución 

al proceso de DRV (Grissmer et al. 1994). Los canales KCNQ1, 4 y 5 que también generan 

corrientes de K+ dependientes de voltaje, muestran una importante actividad durante 

hipotonicidad (Grunnet et al. 2003; Hougaard et al. 2004; Jensen et al. 2005). 

 

La participación de varios miembros de la familia de canales de K+ de dos poros ha sido 

referida en distintos tipos celulares como resultado de su activación por hinchamiento. Tales 

son los canales TASK-2, TREK-1 y TRAAK (Maingret et al. 1999; Maingret et al. 2000; Niemeyer et 

al. 2001). Inicialmente descrita en células tumorales ascíticas de Ehrlich (EAT), una corriente de 

K+ cuya activación es independiente de los niveles intracelulares de Ca2+ y de cambios en el 

voltaje transmembranal, fue atribuida de manera directa al hinchamiento celular; esta corriente 

es sensible a clofilio y sus particularidades electrofisiológicas lo relacionan con miembros de la 

familia de canales TASK, en particular TASK-2 (Riquelme et al. 1998). 

 

La activación por hinchamiento de los canales IK ha sido reportada en células intestinales 

407 y en células renales A6, en donde la liberación de ATP inducida por hinchamiento con la 

consecuente estimulación de su receptor purinérgico parece ser el proceso responsable de 

dicha activación (Urbach et al. 1999; Okada et al. 2001; Wang et al. 2003). Por último, los 

canales SK de conductancia entre 4 y 8 pS participan en el DRV en células humanas de pulmón; 

sin embargo, su mecanismo directo de activación durante este proceso aún no se ha estudiado 

a detalle (Roman et al. 2002). 
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La diversidad de canales de K+ que cuentan con la capacidad de responder ante el 

cambio en volumen, su expresión simultanea en ciertos tipos celulares y la diferencia en 

sensibilidad (magnitud y duración del estímulo) demanda el uso de estrategias particulares para 

el estudio de la corriente de K+ y muestran una vez más la complicada maquinaria celular que se 

echa a andar frente a cambios osmóticos en el entorno celular.

 

Canal de Cl- activado por el incremento en volumen (Cl-vol) 

 

Alcanzando concentraciones de hasta 135 mM, el Cl- es el principal anión en el espacio 

extracelular, mientras que las concentraciones citoplásmicas varían de acuerdo al tipo de célula 

entre 10-40 mM; las cargas negativas en el interior celular están representadas por el Cl-, el 

bicarbonato y las proteínas. El Cl- es un anión implicado en un amplio rango de procesos 

celulares como son, modulación de la respuesta sináptica a GABA, transporte epitelial de Cl-, 

contracción-relajación muscular y regulación del volumen celular. En esencialmente todos los 

tipos celulares en los que se ha investigado, el hinchamiento hipotónico induce un incremento 

en la permeabilidad del Cl-. Esto ocurre debido a la activación de canales aniónicos como el 

canal Maxi (canal de Cl- de conductancia grande), el ClC-2 y Best-1; sin embargo, la corriente de 

mayor amplitud y participación en el proceso de DRV corresponde al canal de cloruro activado 

por volumen (Cl-vol). Sus características electrofisiológicas la hacen distinta a otras corrientes de 

Cl- descritas. Presenta alta sensibilidad al cambio en volumen, moderada rectificación saliente, 

inhibición a potenciales positivos (por arriba de los 60 mV) y recuperación de la inhibición a 

potenciales negativos, aunque el grado de inhibición varía dependiendo el tipo celular, siendo 

por ejemplo, muy marcada en células de glioma de rata (Jackson y Strange 1995) pero menos 

drástica en células EAT (Pedersen et al. 1998). La conductancia unitaria del canal es de 50-90 pS 

a voltajes despolarizantes mientras que a potenciales hiperpolarizantes baja hasta 10 pS. Es un 

canal con baja selectividad a aniones monovalentes, su permeabilidad se ajusta a la secuencia I 

de Eisenman SCN-< I- < NO-
3 < Br- < Cl- < F-< gluconato, aunque también es capaz de permear 

lactato, bicarbonato, benzoato y glutamato (Arreola et al. 1995; Strange et al. 1996; Nilius et al. 
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1997; Okada 1997). Basados en el modelo de exclusión de volumen, las dimensiones del radio 

del poro han sido estimadas en 0.63 nm (Ternovsky et al. 2004). 

 

Una de las principales limitantes en el estudio de la ICl- vol, es la baja afinidad y 

especificidad de los bloqueadores del canal. A bajas concentraciones (micromolar) es inhibido 

por clomifen, nafoxidina, tamoxifen, mefloquina, gossypol, ácido araquidónico, quinina, 

quinidina, 9-AC, NDGA, 1,9-dideoxiforscolina, diBA-5-CA, ácido niflúmico, mibefradil y NPPB 

(Nilius et al. 1997; Okada 1997; Okada 2006). DIDS, SITS y ATP bloquean la corriente de forma 

dependiente del voltaje a potenciales positivos (Kubo y Okada 1992; Okada 1997). Fármacos 

como DCPIB (Decher et al. 2001) y NS3728 (Helix et al. 2003) son considerados más específicos; 

sin embargo, su efecto aún es poco conocido; investigaciones recientes muestran que el DCPIB 

inhibe la liberación de glutamato vía hemicanales de conexina, así como la captura de este 

aminoácido por el transportador GLT-1 (Bowens et al. 2012). 

 

Aunque la identidad molecular del canal de Cl-vol se desconoce y por lo tanto se sabe muy 

poco de su mecanismo de activación, es claro que su funcionamiento depende de la presencia 

de ATP intracelular, pero no es un requisito que la molécula sea hidrolizada (Okada 1997). Del 

lado extracelular, el ATP es capaz de bloquear al canal una vez que se encuentra abierto 

(Jackson y Strange 1995; Tsumura et al. 1996); sugiriendo su papel como molécula moduladora 

de unión al canal. Otros parámetros que funcionan como importantes moduladores de la vía 

son a) fuerza iónica b) Mg+ intracelular y protones (Oiki et al. 1994; Sabirov et al. 2000; 

Hernandez-Carballo et al. 2010) c) niveles de colesterol como componente de membrana d) 

mediadores lipídicos como ácido araquidónico y leucotrienos (Okada 2006) e) citoesqueleto y 

polimerización de F-actina f) activación de receptores acoplados a proteínas G g) fosforilación y 

defosforilación de proteínas, en particular cinasas y fosfatasas de residuos de tirosina y h) 

niveles citoplásmicos de especies reactivas de oxígeno (Hoffmann et al. 2009). 

 

Entre los candidatos propuestos como mediadores moleculares de la ICl-vol se 

encuentran la glicoproteína G (transportador ABC de resistencia a multidrogas), la proteína PIcln 
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y ClC-3 (Paulmichl et al. 1992; Valverde et al. 1992; Krapivinsky et al. 1994). Aunque la corriente 

generada a través de estas proteínas comparte características electrofisiológicas, permeabilidad 

y/o farmacología con la ICl-vol, estudios más detallados en distintos tipos celulares, fueron 

mostrando que a pesar de su gran similitud no son del todo idénticas. Ahora se sabe que se 

trata de entidades totalmente independientes que funcionan como proteínas moduladoras de 

la Cl-vol (Okada 2006). 

 

Cotransportadores electroneutros KCCs 

 

Además de los canales iónicos, el movimiento de K+ y Cl- durante una condición de 

hipotonicidad puede estar mediado por los cotransportadores de K+-Cl-, contribuyendo de 

manera importante a la regulación del volumen celular. Estos cotransportadores, denominados 

también KCCs, pertenecen a la familia de cotransportadores electroneutros (CEN) de cationes 

acoplados a cloro, conocida como SLC12. La familia SLC12 está integrada por siete miembros 

divididos en dos grandes grupos, el primero se encarga de mover el Cl- acoplándolo al gradiente 

de Na+ y lo conforman el NKCC1, NKCC2 y NCC, mientras que el otro grupo lo integran cuatro 

proteínas que movilizan Cl- aprovechando el gradiente de K+ (KCC1-4). Estructuralmente los CEN 

presentan 12 dominios transmembranales (TM) flanqueados por extremos NH2 y COOH 

intracelulares, así como sitios de glucosilación en el asa extracelular y sitios de fosforilación 

encargados de determinar la actividad de la proteína (Fig. I.2). Se trata de vías de transporte 

secundario ya que la energía requerida para su funcionamiento es obtenida del gradiente iónico 

generado por la ATPasa Na+/K+. 

 

Los KCCs regulan el movimiento acoplado de Cl- al gradiente favorable del K+ hacia el 

exterior celular, el K+ que es liberado regresa al espacio intracelular a través de la ATPasa Na+-K+, 

modulando finamente la [Cl-]i. Este movimiento de K+ y Cl- a través de los KCC es 

interdependiente y presenta una estequiometria 1:1, por lo cual no generan cambios en el 

potencial de membrana. A pesar de que los principales iones transportados son el K+ y el Cl-, los 

KCCs también son capaces de movilizar Rb+ y NH+
4 (Lauf 1983; Bergeron et al. 2003). 
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Figura I.2 Filogenia y topología básica de los CEN. Los porcentajes indican el grado de identidad entre los 
miembros de la familia SLC12. Mediante análisis de hidropatía se predicen 12 TM con regiones NH2 y COOH 
intracelulares. NKCC 1/2 y NCC presentan sitios de glucosilación entre TM7 y TM8 y acoplan el transporte de Cl- al 
gradiente químico favorable para el Na+. La fosforilación de dos residuos de treonina altamente conservados (T100 
y T105 en humano) en la región amino terminal de NKCC2 es indispensable para la activación del cotransportador 
bajo diferentes estímulos. En los KCCs los sitios de glucosilación se encuentran entre TM5 y TM6 y la defosforilación 
de dos residuos de treonina (en humano T991 y T1048) en la región COOH terminal de KCC3 son críticos para la 
activación del cotransportador. 

 

El patrón de expresión de estos cotransportadores, así como los mecanismos de 

modulación de su actividad se muestran en Fig. I.3. Entre los principales activadores de los KCCs 

se encuentran el hinchamiento celular, la reducción en el pH, altas concentraciones de urea y el 

uso de compuestos como la N-etilmaleimida (NEM); este efecto es contrarrestado por 

inhibidores de proteínas fosfatasas, mientras que por el contario el uso de inhibidores de cinasa 

de serina-treonina activa a todos los KCCs (Rinehart et al. 2009), resaltado la importancia de los 

niveles netos de fosforilación de la proteína en la activación de los KCCs. Aunque el mecanismo 

molecular de activación/inactivación aún no ha sido bien detallado, se ha destacado la 

participación de las cinasas SPAK (Ste20-related proline alanine-rich kinase), OSR1 (oxidative 

stress response kinase) y las cinasas WNK (with no lysine kinase), así como de las proteínas 

fosfatasas (PP1 y PP2B) en la modulación de la actividad de estos cotransportadores (Kahle et al. 

2010). 
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Fig I.3 Cotransportadores electroneutros de K+ acoplados a Cl-. Los KCCs son proteínas con peso molecular de 119-
127 KDa. Como sistemas de transporte secundario acoplan el movimiento de Cl- a la liberación de K+ a favor del 
gradiente de concentración generado por la ATPasa Na+/K+. El estrés hipotónico y la defosforilación de la molécula 
son señales para su activación; por el contrario, el aumento en la osmolaridad extracelular y la defosforilación de 
los mismos sitios, inactivan a estos cotransportadores. 

 

La participación de los KCCs en múltiples procesos celulares resalta su importancia 

fisiológica, claro ejemplo de ello es el mantenimiento de los niveles intracelulares de Cl- (y por lo 

tanto la modulación de la respuesta neuronal a GABA), la regulación del pH intracelular, 

amortiguamiento del K+ extracelular en el cerebro o su participación en la regulación del 

volumen celular, siendo esta última probablemente la más conocida de sus funciones (Hebert et 

al. 2004; Gamba 2005). Los primeros estudios del cotransportador fueron realizados en 

eritrocitos bajo condiciones de hinchamiento o activación por N-etilmaleimida (NEM) 

(Kregenow 1971; Lauf 1981). Este modelo de estudio permitió su caracterización funcional: 

sensibilidad al cambio en volumen, cinética, inhibidores y mecanismos de modulación. Su 

activación durante hinchamiento celular también ha sido descrita en células EAT (Thornhill y 

Laris 1984). Ahora es claro que todas las isoformas de KCC son sensibles al hinchamiento celular, 

aunque KCC1 y KCC3, son las dos isoformas de amplia distribución que han sido 

preferentemente asociadas a procesos de regulación del volumen celular (Hebert et al. 2004). 
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Movilización de osmolitos orgánicos activada por estrés hipotónico 

 

Los osmolitos orgánicos también son denominados compatibles o citoprotectores ya que a 

diferencia de los inorgánicos, estos no alteran la estructura de las macromoléculas, aunque 

algunos de ellos como en el caso del GABA, la glicina o el glutamato si desempeñan un papel 

importante en la neurotransmisión del sistema nervioso. Las vías de movilización que utilizan, 

así como el tipo de osmolito que participa en el proceso de recuperación del volumen, 

dependerá del tipo celular, de su ambiente y de la disponibilidad del propio osmolito; sin 

embargo, esta clase de osmolitos de naturaleza orgánica, encuentran en la taurina a su 

representante por excelencia. 

 

La taurina o acido 2-aminoetansulfónico es el producto final de la vía metabólica de los 

aminoácidos azufrados cisteína y metionina (Stipanuk 1986). Su nombre deriva del latín taurus, 

ya que fue aislada por primera vez de la bilis del toro (Bos taurus) en 1827 y a diferencia de los 

demás aminoácidos, la taurina es un aminoácido neutro que no forma parte estructural de las 

proteínas, se encuentra en forma soluble y abundante en el citoplasma, alcanzando 

concentraciones de hasta 40 mM en células con un consumo energético alto como músculo, 

corazón, retina y cerebro. A pesar de su abundancia no participa en ninguna vía metabólica a 

excepción de su acoplamiento a sales biliares para la formación del ácido taurocólico. 

Adicionalmente, presenta una alta sensibilidad a perturbaciones osmóticas, su liberación hacia 

el espacio extracelular se incrementa particularmente en respuesta a un aumento en el 

volumen de la célula. Estas características la vuelven el osmolito ideal, permitiendo su 

acumulación en altos niveles sin producir efectos lesivos en la función y estructura celular, 

generando parte del movimiento osmóticamente obligado del agua necesario para que se lleve 

a cabo la regulación del volumen celular (Pasantes-Morales et al. 2006). 

 

Molecularmente no se ha identificado la vía a través de la cual la taurina se moviliza en 

respuesta a hipotonicidad; sin embargo sus propiedades fundamentales incluyen: 1) es una vía 

de movilización inactiva bajo condiciones en donde no hay cambio en el volumen celular 
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(Galietta et al. 1996; Grant et al. 2000; Franco et al. 2001; Culliford et al. 2004; Shennan et al. 

2006), 2) la magnitud de la liberación de taurina es proporcional a la magnitud en el cambio 

osmótico 3) la movilización presenta características difusionales, dirigiendo el flujo a favor del 

gradiente de concentración, 4) su cinética no muestra saturación, sugiriendo un mecanismo de 

transporte facilitado independiente del cotransportador de Na+-taurina, TauT, 5) es sensible a 

reducciones en la temperatura, probablemente debido al efecto térmico sobre las vías de 

transducción de señales 6) es de activación rápida, en el orden de segundos (Jackson y Strange 

1993; Lambert y Hoffmann 1994; Shennan et al. 1994), 7) la apertura de la vía depende de la 

presencia de ATP intracelular y 8) es inhibida por bloqueadores generales de canales de Cl-. Esta 

última característica ha abierto camino a un gran debate acerca de la relación entre la vía 

osmosensible de taurina y el canal de Cl-vol. En diversos tipos celulares comparten curso 

temporal y perfil farmacológico. Una amplia lista de bloqueadores de canales de cloro (NPPB, 

ácido niflúmico, ácido fluofenámico, tamoxifen) muestran un claro efecto inhibitorio sobre la 

liberación de taurina (Boese et al. 1996; Hall et al. 1996), fortaleciendo la idea de una vía de 

movilización común; sin embargo, estos fármacos presentan una baja selectividad por los 

canales de Cl- (Cabantchik y Greger 1992; Greger et al. 1999), siendo capaces de inhibir la 

actividad de distintas vías de transporte aniónico y por lo tanto pudiendo tener un efecto 

indirecto sobre la liberación de taurina. Adicionalmente, su efecto es dependiente del tipo 

celular ya que algunos bloqueadores inhiben la ICl-vol sin presentar efecto significativo sobre la 

liberación osmosensible de taurina y viceversa. Los experimentos electrofisiológicos muestran 

que el canal de Cl-vol es capaz de permear taurina con carga negativa (Banderali y Roy 1992; 

Jackson y Strange 1993; Boese et al. 1996; Galietta et al. 1997), aunque es importante 

considerar que fisiológicamente la mayor parte de la taurina se encuentra en forma de 

zwitterion (eléctricamente neutra), por lo que su movimiento a través del canal es difícil o 

incluso nulo bajo estas condiciones. La información obtenida de estos experimentos indica 

simplemente que el tamaño del poro del canal tiene las dimensiones necesarias para permitir el 

paso de la taurina. Se ha reportado que el radio del poro (0.63 nm) es lo suficientemente grande 

como para transportar aminoácidos cargados negativamente como glutamato, aspartato o 

gluconato y bajo ciertas condiciones experimentales también taurina (Ternovsky et al. 2004). 
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Consistentemente, la evidencia apunta a que ICl- vol y liberación osmosensible de taurina 

utilizan dos mecanismos de movilización independientes pero relacionados de manera estrecha, 

de tal modo que la actividad del canal Cl-vol y probablemente los niveles de Cl- intracelular son 

importantes moduladores de la vía de liberación osmosensible de taurina. Para una excelente 

discusión ver Shennan, 2008. 

 

I.6 Incremento regulador del volumen celular (IRV) 

 

El estrés hipertónico por definición, es entendido como un aumento en la concentración de 

osmolitos extracelulares, favoreciendo la movilización de agua hacia afuera de la célula y 

generando encogimiento celular. En la médula renal, las células se encuentran particularmente 

expuestas a altas osmolaridades ya que esta región del riñón es la encargada de llevar a cabo la 

concentración de la orina (Yang et al. 2010). Los efectos inmediatos de un estímulo hipertónico 

son el incremento en las interacciones intermoleculares debidas a la reducción del espacio 

físico, el aumento en la fuerza iónica y cambios en la estructura del citoesqueleto. A partir de 

dichas alteraciones tempranas se desencadenan algunos efectos secundarios como por 

ejemplo, se ha reportado que el estrés hipertónico por incremento de NaCl produce el arresto 

del ciclo celular acompañado en algunos casos de daño al DNA, despolarización mitocondrial o 

incluso apoptosis tanto por la vía intrínseca o mitocondrial, como extrínseca 6. Con un umbral 

mucho menor, el estrés hipertónico genera un aumento en los niveles de radicales libres, 

especialmente de especies reactivas de oxígeno (EROs), que a su vez exacerban alteraciones 

sobre el DNA; sin embargo, también se ha reportado que concentraciones permisivas de EROs 

presentan un efecto osmoprotector, activando vías de sobrevivencia y estrés. Adicionalmente, 

durante estrés hipertónico se ve afectada la expresión de un amplio número de proteínas que 

participan en vías de transporte iónico como canales y cotransportadores, así como proteínas 

de estrés, proteínas asociadas al citoesqueleto, factores de transcripción, cinasas, fosfatasas y 

segundos mensajeros, entre otras (Burg et al. 2007). 
                                                           
6  La vía intrínseca está mediada por estrés celular o lesión al DNA, requiere de la disrupción de la membrana 
mitocondrial y liberación de proteínas mitocondriales tales como citocromo y smac/diablo. La vía extrínseca 
requiere de ligandos que se unen a receptores  transmembranales de muerte; estos receptores pertenecen a la 
familia de receptores al factor de necrosis tumoral TNF. 
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El mecanismo celular que permite hacer frente a esta alteración osmótica es el IRV, 

durante el cual, los osmolitos son capturados de manera rápida en el interior de la célula 

dirigiendo el movimiento de agua hacia el citosol y permitiendo la recuperación del volumen 

celular. En etapas iniciales del IRV (minutos), se acumulan iones dentro de la célula, 

principalmente Na+ y Cl-, para posteriormente (en cuestión de horas) dar paso a la acumulación 

de osmolitos orgánicos compatibles, que compensaran las alteraciones en los parámetros 

celulares generados por los osmolitos inorgánicos (Khan et al. 2010). Entre los principales 

osmolitos orgánicos se encuentran sorbitol, betaina, inositol, gliceofosforilcolina y taurina. Al 

igual que en el DRV, el osmolito orgánico que participa en la recuperación del volumen 

dependerá del tipo celular y la condición particular de estrés hipertónico, por ejemplo, ante un 

incremento en la osmolaridad por NaCl, se inhibe la fosfodiesterasa, permitiendo la 

acumulación en el interior celular de glicerofosforilcolina (GPC) (Ullrich 1976). O el caso del 

sorbitol, que es acumulado en el citosol por estimulación de la aldosa reductasa, encargada de 

sintetizar sorbitol a partir de glucosa, este efecto es observado ante el incremento en la 

osmolaridad por NaCl o rafinosa pero no por urea o glicerol (Bagnasco et al. 1987; Cowley et al. 

1990). La respuesta tardía incluye también el aumento en los transportadores de osmolitos 

orgánicos inducida por hipertonicidad, como el caso del transportador de taurina dependiente 

de Na+ Tau T o de acuaporinas. Todas estas acciones están concertadas por la sobreactivación 

de activadores transcripcionales como TonEBP (Ferraris y Burg 2006). 

 

La fase temprana de la recuperación del volumen celular por estrés hipertónico implica 

la participación de los intercambiadores Na+/H+ en acción conjunta con el Cl-/HCO-
3, los 

cotransportadores NKCCs, así como diversos canales catiónicos no selectivos (Wehner et al. 

2003) (Fig. I.4). La participación de cada uno de ellos en el IRV se detalla a continuación. 
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Fig. I.4 Incremento Regulador del Volumen. El estrés hipertónico produce el incremento en la ¶e y el 
direccionamiento de H2O hacia el espacio extracelular, generando encogimiento de la célula. El proceso de IRV 
ocurre rápidamente mediante la activación de vías de internalización de osmolitos principalmente inorgánicos, a 
través del cotransportador NKCC, canales catiónicos no selectivos y los intercambiadores Cl-/HCO3 y Na+/H+. La 
captura de osmolitos orgánicos es una respuesta de la célula a largo plazo que puede requerir horas e incluso días. 
 

Intercambiadores Na+/H+
 y Cl-/CHO-

3 

 

Los intercambiadores Na+/H+ y  Cl-/HCO-
3 son intercambiadores ubicuos, presentan una 

estequiometria 1:1 y entre sus funciones celulares destacan la regulación del volumen, el 

mantenimiento del pH tanto de organelos como a nivel celular y mecanismos de transporte 

transepitelial de iones; también participan activamente en procesos de migración, proliferación 

y sobrevivencia de las células. De los 10 miembros clonados de los intercambiadores Na+/H+, 

NHE1 es el que presenta una distribución más amplia y alta sensibilidad a cambios en el 

volumen de la célula. Los fármacos útiles para inhibir al intercambiador Na+/H+ son derivados 

del diurético amilorida como EIPA y DMA o bezoilguanidinas como cariporida y eniporida, 

mientras que el DIDS es útil para evaluar la participación del intercambiador Cl-/HCO3, aunque 

resulta poco selectivo (Hayashi et al. 2002; Sterling y Casey 2002). 

 

Durante el estrés hipertónico NHE1 lleva a cabo la internalización de Na+ y liberación de 

H+ al espacio extracelular; el cambio inducido en el pH intracelular genera el aumento de 

bicarbonato por entrada difusional de CO2, activando al intercambiador Cl-/HCO-
3, quien se 

encarga de internalizar Cl- y liberar HCO-
3, permitiendo en acción conjunta con el NHE1 la 
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ganancia neta de NaCl en el citosol. El HCO-
3 y los H+ liberados producen H2O y CO2 que pueden 

ser recapturados por la célula (Alexander y Grinstein 2006). 

 

Cotransportador electroneutro NKCC 

 

Los cotransportadores Na+ K+ 2Cl- o NKCCs, son proteínas que movilizan Na+, K+ y Cl- hacia el 

citosol con una estequiometria 1:1:2; acoplando dicho movimiento al gradiente de Na+ 

generado por la ATPasa Na+/K+. Se han descrito dos isoformas, NKCC1 codificado por el gene 

SLC12A2 que se distribuye de manera ubicua en células no epiteliales y a lo largo de la 

membrana basolateral de epitelios de tipo secretor y NKCC2, codificado por el gene SLC12A1, el 

cual presenta una distribución restringida al riñón, en la membrana apical del epitelio de la 

rama ascendente del asa de Henle (Gamba 2005). La amplia distribución de NKCC1 destaca la 

importancia de esta isoforma en el proceso del IRV. NKCC1 es activado durante estrés 

hipertónico pero inhibido por hipotonicidad, resultado del incremento en el estado de 

fosforilación de la proteína. La activación del cotransportador requiere la fosforilación de sitios 

importantes en la región NH2 terminal, que en el humano corresponden a los residuos T100 y 

T105. La defosforilación de estos mismos sitios es responsable de la inactivación del 

cotransportador durante estrés hipotónico (Gimenez y Forbush 2005) (Fig. I.5). Dos serina 

treonia cinasas Ste20 SPAK y OSR1 han sido propuestas como proteínas moduladoras de la 

actividad de los cotransportadores de la familia SLC12 por interacción y fosforilación directa con 

la región amino terminal (Gimenez 2006). A su vez, miembros de la familia de serina/treonina 

ciansas WNK han adquirido importancia dentro del escenario de activación de los NKCCs por su 

interacción con SPAK y OSR1 (Kahle et al. 2010). 

 

Canales catiónicos activados por hipertonicidad 

 

En una variedad de tipos celulares se ha observado la activación de corrientes catiónicas no 

selectivas como una respuesta primaria ante incrementos en la osmolaridad extracelular. 

Mediante estrategias farmacológicas se ha descrito la participación en el IRV de al menos tres 
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diferentes tipos de canales catiónicos no selectivos, estos son: a) canales sensibles a amilorida, 

cuya relación con el canal epitelial de sodio ENaC se investigado en hepatocitos b) canales 

insensibles a amilorida pero bloqueados por fluofenamato y Gd3+, posiblemente canales TRP y c) 

canales sensibles a amilorida y Gd3+ (Wehner 2006). Estos canales se tratan de los mecanismos 

efectores menos estudiados debido a su heterogeneidad de acuerdo al tipo celular. 

 

 

 

 
Fig. I.5 Cotransportadores electroneutros de Na+ y K+ acoplados a Cl-. Acoplan el transporte de Cl- al gradiente 
químico favorable para el Na+. El estrés hipertónico y la fosforilación de residuos de treonina en el extremo NH2 
terminal de la molécula son señales para la activación de estos cotransportadores; por el contrario, un estímulo 
hipotónico o la defosforilación de los mismos residuos de treonina son suficientes para la que la actividad del 
cotransportador sea inhibida. 

 

I.7 Señalización durante el estrés osmótico 

 

La señal detectada por el mecanismo sensor, se amplifica a través de la activación de múltiples 

vías de señalización que le permiten a la célula enfrentar y adaptarse a las alteraciones 

generadas por el cambio en volumen. Estas cadenas de señalización en ambos procesos (DRV e 

IRV) aún resultan poco claras. 
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Ante el estrés hipotónico, una de las respuestas mejor conservadas entre los distintos 

tipos celulares que resultan del incremento en el volumen celular, es el aumento en las 

concentraciones citoplasmáticas de Ca2+, independientemente de si la actividad de los 

mecanismos efectores dependen o no del incremento en su concentración (Pasantes-Morales y 

Morales Mulia 2000; Wehner et al. 2003). Como toda situación que implique un riesgo para la 

célula, el hinchamiento activa las vías clásicas de sobrevivencia y estrés, PI3K/AKT y p38 

respectivamente; además de las señales asociadas al drástico reacomodo del citoesqueleto 

tanto en el proceso de cambio en volumen como durante la fase de recuperación del mismo. 

 

El citoesqueleto de actina es una estructura dinámica regulada por la actividad de las 

proteínas pequeñas Rho GTPasas (Rho A, Rac y Cdc42), que sufre una reestructuración 

importante durante el estrés hipotónico, el cual genera la despolimerización de los filamentos 

de actina en la región cortical, así como la formación de proyecciones de la membrana vía la 

activación de Rac y Cdc42. Otro elemento clave durante el cambio en volumen es la cinasa FAK, 

implicada en el ensamble de complejos de adhesión focal a matriz extracelular, importantes 

para minimizar las deformaciones inducidas por la entrada de agua a la célula. La participación 

de fosfolipasas (PLC), fosfatasas (PP1, PP2) y múltiples cinasas de residuos de tirosina (Src,Lck), 

serina/treonina cinasas (SGK, PKC, PKA, PKB, WNKs), cinasas de la familia MAPK (JNK, ERK-1, 

ERK-2) ha sido ampliamente documentada en distintos tipos celulares (Pasantes-Morales et al. 

2000; de La Paz et al. 2002; Pasantes-Morales et al. 2004; Lezama et al. 2005). 

 

De igual forma, el encogimiento celular generado por el aumento en la osmolaridad del 

medio circundante, se traduce directamente en alteraciones en el citoesqueleto, mostrando un 

marcado incremento de actina en su forma polimerizada y la reducción en el contenido de 

fibras de estrés y formación de proyecciones de la membrana. De igual forma, se ha reportado 

consistentemente un incremento en los niveles de PIP2 y la activación de proteínas como Rho, 

PAK, LIMK, WASP, complejo Arp 2/3, cofilina, FER, Fyn, Src, FAK y WNKs. El estrés hipertónico 

también induce cambios en la actividad de proteínas de estrés como p38, JNK, ERK1/2, ERK5, 

modulándolas a la baja o sobreactivándolas de acuerdo al tipo celular en estudio. Entre los 
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efectos a largo plazo están la activación de la transcripción génica como en el caso de Ton EBP 

(del inglés tonicity-responsive enhancer binding protein) (Ferraris y Burg 2006). 

 

I.8 Cinasas WNK (With No K [K=lisina]) 

 

Hace ya algunos años, las cinasas WNK se propusieron como parte fundamental en el 

mecanismo de transducción de señales durante la activación de diversas vías de transporte 

iónico. Estas proteínas citosólicas son cinasas de residuos de serina/treonia descubiertas en el 

año 2000 mediante una estrategia de tamizaje en busca de nuevos miembros de la familia de 

cinasas MAP. Deben su nombre “with no lysine” (sin lisina) a un tipo de organización única en su 

dominio catalítico, el cual carece de un residuo de lisina en el subdominio II, ampliamente 

conservado a lo largo de la familia de las serina/treonia cinasas y que funciona como importante 

sitio de unión a ATP; a pesar de ello, las WNKs son proteínas catalíticamente activas, debido a 

un residuo de lisina localizado en el subdominio I (Xu et al. 2000). 

 

En mamíferos se han descrito cuatro miembros de esta familia, WNK1, WNK2, WNK3 y 

WNK4 cuyo patrón estructural es muy semejante entre ellas. Cuentan con un dominio cinasa en 

el NH2 terminal altamente conservado y subdividido en doce subdominios característicos de 

todas las cinasas de serina/treonina, un dominio autoinhibitorio que interactúa con el sitio 

activo de la cinasas ejerciendo un efecto negativo, varios motivos de hélice helicoidal que 

funcionan como sitios de interacción proteína-proteína y una región COOH terminal con función 

regulatoria poco conservada entre los miembros de esta familia (Fig. I.6). 

 

Una enfermedad asociada a alteraciones en los genes que codifican para las cinasas 

WNK1 y WNK4 ha puesto de manifiesto la importancia de estas proteínas en la homeostasis 

iónica a nivel sistémico. El pseudohipoaldosteronismo tipo II (PHAII) es una enfermedad 

autosómica dominante que cursa con hipertensión arterial, alcalosis metabólica, hiperkalemia e 

hipercalciuria. Esta alteración es causada por mutaciones en dos loci de las cinasas WNK: 

mutaciones que aumentan la expresión de WNK1 (12p13.3) y mutaciones de ganancia de 
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función de WNK4 (17q21). El perfil clínico del PHAII debido a la sobre-expresión de WNK1 puede 

deberse al incremento en la actividad del cotransportador electroneutro NCC encargado de la 

reabsorción de NaCl en la membrana apical del túbulo contorneado distal. Por otra parte 

mutaciones puntuales en el gen de WNK4 (cinco mutaciones descritas hasta el momento: 

P561L, E562E, D564A/H, Q565E y R1185C) que producen PHAII podrían estar afectando las 

interacciones proteicas necesarias que median la actividad de WNK4 y que impiden su efecto 

inhibidor sobre la actividad del NCC (Wilson et al. 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig I.6 Estructura de las cinasas WNK. Cuentan con un dominio catalítico en la región amino terminal (de alta 
identidad entre los miembros de la familia de WNK (85-90%), un dominio autoinhibitorio y una región reguladora 
en el extremo carboxilo terminal con múltiples sitios de unión a proteínas. En el subdominio II del dominio 
catalítico, presentan un residuo de cisteína (C) en lugar de la lisina (K) altamente conservada entre los miembros de 
la superfamilia de serina/treonina cinasas. El residuo de lisina necesario para la actividad de la cinasa se localiza en 
el sobdominio I. 

 

Adicionalmente, todos los miembros de la familia de cinasas WNK han mostrado ser 

importantes moduladores de la actividad de canales, cotransportadores y vías de transporte 

transepitelial, además de tener otros efectos sobre diversos procesos fisiológicos. Algunos de 

estos efectos y las características principales de cada una de ellas se especifican en la tabla I.I. 
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            Tabla I.I Características generales y funciones asociadas a cada miembro de la familia de cinasas WNK
(Kahle et al. 2003; Kahle et al. 2004; Lee et al. 2004; Xu et al. 2004; Anselmo et al. 2006; Lazrak et 
al. 2006; Leng et al. 2006; Ohta et al. 2006; Sun et al. 2006; Verissimo et al. 2006; Garzon-Muvdi et 
al. 2007; Hong et al. 2007; Jiang et al. 2007; Moniz et al. 2007; Oh et al. 2007; Ring et al. 2007;
Tatum et al. 2007; Yang et al. 2007; Hisamoto et al. 2008; Shaharabany et al. 2008; Shekarabi et al.
2008; Zhang et al. 2008; Jun et al. 2009; Cha y Huang 2010; Heise et al. 2010; Chung et al. 2011;
Haas et al. 2011; Rinehart et al. 2011; Zhuang et al. 2011)
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I.9 Cinasa WNK3 

 

El caso de WNK3 es de particular interés en el contexto de la regulación del volumen celular tal 

como se explicará más adelante. El gene de WNK3 se localiza en el cromosoma X y está 

integrado por 24 exones que codifican para varias isoformas generadas por empalme 

alternativo a nivel de los exones 18 y 22. En el caso del exón 18 se introducen 141 nucleótidos 

adicionales a los 91 que conforman el exón 18a, por lo que a los 232 nucleótidos resultantes se 

les denomina exón 18b. El segundo empalme ocurre por la introducción de un exón completo 

que corresponde al exón 22 formado por 33 nucleótidos. El resultado son cuatro potenciales 

isoformas: WNK3-18a, WNK3-18b, WNK3-18a+22 y WNK3-18b+22. El exón 18a se expresa 

profusamente a lo largo de epitelios, mientras que la isoforma WNK3-18b parece ser exclusiva 

del sistema nervioso central (Holden, Cox et al. 2004). 

 

El análisis de la actividad de la isoforma renal WNK3-18a revela un comportamiento 

interesante por su capacidad de regular de manera recíproca la actividad de los 

cotransportadores electroneutros NKCCs y KCCs. Este efecto fue observado en estudios de 

expresión funcional en ovocitos de Xenopus laevis, en donde la coexpresión de WNK3-18a con 

NKCC1/2 incrementa significativamente su actividad por efecto del aumento en la fosforilación 

del cotransportador, incluso bajo condiciones hipotónicas en donde el cotransportador se 

encuentra normalmente inactivo. Por el contrario, coexpresar a la cinasa con los KCCs abate su 

actividad inducida por hipotonicidad. Esta modulación se vuelve aun más interesante al analizar 

el efecto de la variante de WNK3-18a sin actividad catalítica, la WNK3-DA, obtenida por la 

sustitución del aspartato en la posición 294 por una alanina. WNK3-DA, tiene efectos 

totalmente opuestos a los de WNK3-18a silvestre, inhibiendo la actividad de NKCC1/2 aún 

cuando ha alcanzado su máxima actividad y activando considerablemente el funcionamiento de 

los KCCs (Kahle et al. 2005; Rinehart et al. 2005) (Fig. I.7). Estos datos sugieren que WNK3 podría 

ser capaz de modular los niveles intracelulares de Cl- mediante la alteración de la actividad de 

los CEN encargados de la entrada y salida de dicho anión. 
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En cuanto a su mecanismo molecular de acción, WNK3 se ha descrito como una señal 

precedente a la activación de las proteínas SPAK y OSR1, encargadas de fosforilar directamente 

a NKCC1/2 en sitios importantes para que su activación sea completa (Pacheco-Alvarez et al. 

2012; Sengupta et al. 2012; Thastrup et al. 2012). La fosforilación de los sitios correspondientes 

en los KCCs da como resultado la inhibición de esta rama de cotransportadores. Por el contrario, 

se ha descrito que la mutante de WNK sin actividad catalítica, ejerce su efecto activador sobre 

los KCCs vía proteínas fosfatasas de residuos de serina/treonia, particularmente PP1 y PP2B, 

sugiriendo que WNK3-DA funciona como proteína de andamiaje reclutando fosfatasas y 

llevándolas hasta la proximidad de los cotransportadores, permitiendo su defosforilación y por 

lo tanto la activación de KCCs e inactivación de NKCC1/2 (de Los Heros et al. 2006). 

 

Estudios recientes sugieren que la isoforma WNK3-18b+22 tiene efectos opuestos a los 

de WNK3-18a sobre la actividad del cotransportador NCC, encargado de transportar Cl- al 

interior celular a favor del gradiente de Na+ a nivel de la nefrona distal, funcionando de manera 

análoga a la mutante sin actividad catalítica de WNK3-18a (WNK3-DA)(Glover et al. 2009)(Fig. 

I.8). Ya que NCC se expresa exclusivamente en riñón y el exón 18b de WNK3 es particular del 

sistema nervioso, es importante evaluar el efecto de todas las isoformas de WNK3 con 

particular énfasis en aquellas que colocalizan histológicamente con los distintos CEN de la 

familia SLC12. 

 

En cuanto al volumen celular, la conocida participación de los cotransportadores 

electroneutros en los procesos de regulación del volumen celular, así como de otras vías de 

transporte iónico moduladas por WNK3 muestra la relevancia de evaluar la participación de 

WNK3 en los procesos de DRV e IRV. 
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Fig. I.7 Efecto de WNK3 sobre la actividad de los cotransportadores electroneutros NKCCs y KCCs. Ensayos de 
expresión funcional en ovocitos de Xenopus laevis. La cinasa WNK3 regula de manera recíproca la actividad de los 
cotransportadores electroneutros, sugiriendo un efecto sobre la [Cl-]i. Las gráficas fueron modificadas de Kahle et 
al. 2005.  

 
 
 
 
Fig. I.8 Efecto de la isoforma WNK3 18b+22 (B WNK3) vs la 
isoforma WNK3 18a (R WNK3) sobre la actividad del 
cotransportador NCC. Ovocitos de Xenopus fueron inyectados 
con el RNAc del cotransportador solo o en presencia de las 
isoformas de WNK3 y sus variantes sin actividad catalítica 
(KD).*Significativamente diferente de la captura de 22Na+ en 
ovocitos inyectados con el cotransportador NCC. La gráfica fue 
tomada y modificada de Glover et al. 2009. Li
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El proceso celular de recuperación del volumen en respuesta al estrés osmótico se ha estudiado 

ampliamente. Algunos aspectos, sin embargo, están poco aclarados. Es el caso de la 

identificación de la red de señales intracelulares activada ante una condición anisotónica y la 

subsecuente regulación de la actividad de canales o transportadores que permiten la 

recuperación del volumen. Se ha demostrado que los cotransportadores NKCC y KCC son 

sensibles a cambios en la osmolaridad extracelular, activándose bajo una condición hiper e 

hipotónica respectivamente. WNK3 es una cinasa que tiene la capacidad de modular la actividad 

de estos cotransportadores de forma recíproca y de manera dependiente de su actividad 

catalítica, activando a NKCC e inactivando a los KCCs, mientras que cuando carece de actividad 

catalítica, su efecto es opuesto, activando a los KCCs e inactivando a NKCC. Estos estudios se 

han llevado a cabo en ovocitos, sin que exista información en células de mamífero acerca del 

vínculo de la cinasa con los transportadores y su influencia en la regulación del volumen. En este 

contexto, es interesante responder la interrogante de si WNK3 es una cinasa que participa en 

los procesos de regulación del volumen celular y de ser así, cuáles son los mecanismos efectores 

de la recuperación del volumen que se encuentran bajo su influencia. 

 

III. HIPÓTESIS 

 

WNK3 es una cinasa que forma parte de la señalización celular durante los procesos de DRV e 

IRV, ejerciendo su efecto sobre la actividad de los mecanismos efectores de la recuperación del 

volumen: vía osmosensible de liberación de taurina, canal de Cl-vol, KCCs y NKCC. 
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IV. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de la sobre-expresión de la cinasa WNK3 sobre los procesos de regulación del 

volumen celular frente condiciones de estrés osmótico en un modelo de células de mamífero 

HEK293. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Generar líneas HEK293 que expresen de manera estable a WNK3 y a la mutante sin actividad 

catalítica WNK3-DA como modelos de estudio. 

- Determinar la distribución subcelular de WNK3 y la dinámica de la proteína frente al estrés 

osmótico. 

WNK3 y el DRV 

- Determinar el efecto de WNK3 sobre la eficiencia del proceso de DRV ante el estrés 

hipotónico. 

- Examinar si el proceso de DRV es dependiente de la actividad catalítica de WNK3. 

- Identificar los mecanismos de liberación de osmolitos que participan en el DRV y la influencia 

de WNK3 sobre su actividad. 

                   WNK3 y el IRV 

- Determinar el efecto de WNK3 sobre la eficiencia del proceso de IRV ante el estrés hipertónico. 

- Investigar si el proceso de IRV es dependiente de la actividad catalítica de WNK3. 

- Explorar el efecto de WNK3 sobre el funcionamiento de las vías de captura de osmolitos que 

operan durante el IRV. 

Isoformas de WNK3 y cotransportadores electroneutros 

- Empleando ovocitos de Xenopus laevis como sistema de expresión funcional, examinar las 

isoformas de WNK3 haciendo un análisis comparativo de sus efectos sobre la actividad de todos 

los CEN de la familia SLC12. 
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V. MÉTODOS 

 

Ensayos en células HEK293 

 

Amplificación de WNK3 endógena 

Para determinar la expresión endógena de WNK3 en la línea celular HEK293, se realizó la 

extracción del RNA total de las células mediante el kit “Tripure isolation reagent” (Roche), la 

calidad del RNA fue corroborada mediante electroforesis en gel de agarosa-formaldehido y la 

concentración se determinó por espectrofotometría de luz UV. El DNA complementario (cDNA) 

se obtuvo mediante la reacción de retrotranscripción a partir del RNA extraído de las células. La 

isoforma endógena de WNK3 fue amplificada por la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), utilizando como templado el cDNA y oligonucleótidos que flanquean los 

exones 18 y 22, los cuales fueron: 

 

sentido 5’-TCCTCAGATGCTTCACTTCCA-3’ 

antisentido 5’- GTGTAAGTTGGTATTATG-3’ 

 

Generación de líneas estables WNK3+ y WNK3-DA 

 

La mayoría de los ensayos que se llevaron a cabo en el presente trabajo doctoral estudian el 

comportamiento celular a nivel poblacional, requiriendo de un alto porcentaje de transfección, 

que no es logrado mediante la sobre-expresión transitoria de la proteína; por lo tanto se 

generaron líneas celulares que expresan de manera estable a la cinasa WNK3 y a su variante 

catalíticamente inactiva. Para llevar a cabo la sobre-expresión de WNK3 en células HEK293, se 

subclonó el cDNA de la isoforma 18a de WNK3 (clona WNK3-18a en pGH19, amablemente 

donada por el Dr. Gerardo Gamba) en el vector especial para expresión en células de mamífero, 

pcDNA3.1/NT-GFP TOPO (Invitrogen), que esta fusionado a la proteína verde fluorescente y 

cuenta con el gen de resistencia a neomicina. Se utilizaron los sitios de restricción 5´ KpnI 3´ NotI 

y el cDNA de WNK3 se fusionó al extremo 3’ terminal de la GFP. Para generar la variante sin 
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actividad catalítica de WNK3 se diseñaron un par de oligonucleótidos específicos con la 

mutación deseada y se utilizó el kit de mutagénesis sitio dirigida QuikChange Mutagenesis 

(Stratagene). Este cambio consistió en sustituir el aminoácido aspartato que se encuentra en la 

posición 294 por una alanina con el fin de interrumpir la actividad cinasa de la proteína. La 

sustitución del aminoácido se realizó mediante una única reacción de cadena de la polimerasa. 

Bacterias XL 10-Gold se transformaron con el cDNA al que se le insertó la mutación. El tamaño 

de todas las clonas fue corroborado a través del análisis de restricción, linearizando con la 

enzima Not I. Adicionalmente, el cDNA de las clonas transformantes se secuenció de manera 

automatizada para corroborar la correcta inserción de la mutación. 

 

Las células HEK293 se crecieron en cajas de 35 mm a 90% de confluencia y se 

transfectaron mediante Lipofectamina 2000® (Invitrogen), de acuerdo al protocolo del 

fabricante, utilizando 1 μg μl-1 de cDNA de cada una de las construcciones. Transcurridas 24 h 

después de la transfección, el medio de cultivo fue suplementado con el antibiótico G418, 

análogo de la neomicina (Calbiochem, Merk Millipore) a una concentración final de 3 mg/ml. 

Los cambios de medio fueron realizados cada 36 h manteniendo el antibiótico presente. Dos 

semanas después, las células que integraron a WNK3 a su genoma, formaron colonias 

resistentes al antibiótico y fueron asiladas aquellas colonias positivas para GFP que se 

expandieron en medio de selección con G418 a una concentración final de 1 mg/ml. La sobre-

expresión de WNK3 y WNK3-DA se corroboró por ensayos de inmunoblot. 

 

Cultivo celular 

 

Las líneas celulares fueron mantenidas con medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

�����������
 ��
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 ��
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 �streptomicina (GIBCO), en 

una atmósfera humidificada y bajo condiciones estándar de incubación (5% de CO2 y 95% de O2 

a 37°C). Las células se sembraron en cajas de 35 mm a una densidad de 1.5x105 células/caja 

para ensayos de captura de 86Rb+ y liberación de 3H-taurina. Cajas de 35 mm a una densidad de 

25x103 células/caja fueron utilizadas para ensayos de [Cl-]i y registros electrofisiológicos. En el 
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caso de los ensayos de inmunoblot las células fueron sembradas en cajas de 60 mm. 

Dependiendo del experimento, las células fueron utilizadas 1-3 días después de la resiembra. 

 

Ensayos tipo Western blot 

 

Con la finalidad de determinar la correcta sobre-expresión de WNK3 a nivel de proteína en 

nuestro modelo experimental, utilizamos la técnica de inmunoblot mediante su detección con 

un anticuerpo específico para WNK3. Las células fueron despegadas y lisadas utilizando buffer 

de lisis. Los homogenados fueron sonicados y centrifugados a 11000 g por 5 min, recuperando 

el sobrenadante. La concentración de proteína se cuantificó mediante el método de Bradford y 

se separaron 80 μg de proteína por SDS-PAGE (gel de acrilamida 7.5%). Las proteínas se 

transfirieron a membranas de PVDF (Bio-Rad) y fueron bloqueadas con 5% (p/v) de leche libre 

de grasas en TBS-Tween (TBS-T) e incubadas toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios 

(1:1000) anti-WNK3 (Alpha Diagnostic International), anti-GFP o anti-� actina (Santa Cruz 

Biotechnology). Después de 4 lavados de 5 min con TBS-T las membranas se incubaron con el 

anticuerpo correspondiente acoplado a la peroxidasa de rábano HRP (1:7500, Zymed) durante 1 

h a temperatura ambiente. El reactivo ECL®-Plus Western Blot Detection Reagents (GE 

Healthcare) fue usado para llevar a cabo la reacción de quimioluminiscencia. Las bandas fueron 

visualizadas por exposición de films Kodak BioMax (Sigma). 

 

 

 

 

BUFFER DE LISIS  en mM  
Tris/HCl pH 7.4 20  
EDTA 1  
EGTA 1  
NaCl 50  
Tritón X-100 1%  
Na3VO4 0.5  
2-glicerofosfato 1  

TBS -T en mM  
Tris/HCl 100  
NaCl 150  
Tween 20 0.1%  
   
pH 7.5   
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Inmunocitoquímica 

 

Para estudiar la localización subcelular de WNK3 se realizaron ensayos de inmunofluorescencia 

comparando la distribución de la proteína endógena con la de las líneas que sobre-expresan a 

WNK3 o a la mutante WNK3-DA, así como el efecto de una condición anisotónica sobre dicha 

distribución. Las células cultivadas en cubreobjetos redondos a una densidad de 25x103 

células/caja en cajas de 35 mm fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 15 min, 

lavadas 3 veces durante 5 min cada una con PBS + BSA 0.1%, permeabilizadas y bloqueadas con 

PBS + BSA 0.1% + suero de cabra 10% + Tritón 100X 0.3% durante 1 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente las muestras se incubaron con los anticuerpos anti-WNK3 (1:100, Alpha 

Diagnostic International), anti-ocludina (1:100, Zymed), o anti-golgina-97 (1:60, Molecular 

Probes) toda la noche a 4°C. Las células fueron lavadas 3 veces durante 5 min cada una con PBS 

+ BSA 0.1% e incubadas con los anticuerpos secundarios fluorescentes anti conejo acoplado a 

FITC (1:250, Zymed) o anti ratón conjugado a CY5 (1:250, Molecular Probes) a temperatura 

ambiente y los lavados fueron repetidos. Los cubreobjetos se montaron utilizando medio de 

montaje DAPI (Vector Laboratories). Las fotografías fueron obtenidas utilizando un microscopio 

confocal Olympus FluoView FV1000. 

 

Mediciones de cambios en el volumen celular 

 

Uno de los principales propósitos del presente trabajo fue evaluar el efecto de la sobre-

expresión de WNK3 o WNK3-DA sobre los cambios en el volumen de células expuestas a 

alteraciones en la osmolaridad, para este fin se midieron la reducción o incremento relativo del 

volumen con respecto al registro obtenido en la condición isotónica. Para llevar a cabo los 

registros, las células se cultivaron en cubreobjetos rectangulares (10x50 mm) al 90% de 

confluencia en el momento del experimento y se utilizó un sistema de dispersión del ángulo de 

luz de acuerdo a McManus et al. 1993. Los cubreobjetos fueron colocados en un ángulo de 50° 

relativo a la luz de incidencia en una celda con 1 ml de medio isotónico en un espectrómetro de 

luminiscencia Fluoromax-3 Horiba. Las células fueron excitadas a 585 nm con una lámpara de 
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argón y la dispersión de la luz fue detectada a la misma longitud de onda. Las células se 

mantuvieron durante 100 s en solución isosmótica (2 ml). El estímulo hipotónico se obtuvo 

adicionando a la celda 1 ml de una solución que contiene una concentración reducida de NaCl 

298 mOsm (H15%). El estímulo hipertónico (600 mOsm) se generó agregando a la celda 1 ml de 

solución isotónica adicionada con 500 mM de sorbitol. Ya que la señal de emisión correlaciona 

de manera inversa con el volumen, los resultados son expresados de acuerdo a la ecuación lo/lt, 

en donde lo es el promedio de la señal de emisión cuando la basal ha sido ajustada antes de 

estímulo (promedio de los primeros 100 s) y la señal de emisión al tiempo t está representada  

por lt. (McManus et al. 1993).

 La composición del medio se ajustó a la osmolaridad del medio de cultivo en el que las 

células están creciendo al momento del experimento (345±5 mOsm). La osmolaridad fue 

determinada mediante un osmómetro de punto de congelamiento (Osmette A, Precission 

Systems Inc). 

 

Ensayos de liberación osmosensible de 3H-taurina 

 

Para probar el efecto de sobre-expresar la cinasa WNK3 sobre la vía de liberación de osmolitos 

tomando como representativo a la taurina, las células fueron pre-incubadas con 3H-taurina (0.5 

�!����"
�������
�
# en medio isotónico. Después de la incubación, fueron lavadas por 8 min con 

medio isotónico y perfundidas a 1 ml/min por 5 min para estabilizar la liberación basal. El medio 

fue reemplazado por solución hipotónica y las muestras fueron colectadas durante 1 ml/min por 

8 min. Al final del experimento, las células fueron raspadas y la radioactividad remanente en las 

células así como en las colectas de cada minuto fue determinada en un contador de �-centelleo 

MEDIO ISOTÓNICO  en mM  
NaCl 160  
KCl 5  
MgSO4 1.17  
CaCl2 1  
Glucosa 10  
HEPES 10  
   

350mOsm pH 7.4   
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líquido. Los resultados son expresados como porcentaje de liberación del isótopo radioactivo 

por minuto, con respecto a la radioactividad total incorporada durante el tiempo de captación. 

 

Registros electrofisiológicos de la corriente de Cl-vol 

 

El estudio de la ICl-vol y de las posibles modificaciones debidas a la sobre-expresión de WNK3 y la 

variante sin activada catalítica, fueron medidas con un amplificador de patch-clamp Axopatch 

200 (Axon Instruments) usando la configuración de célula completa. Todos los registros fueron 

realizados a temperatura ambiente (25°C). Los electrodos de vidrio de borosilicato 1.5-mm OD, 

1.0-mm ID (World Precision Instruments) se utilizaron con resistencias entre 3 y 5 M$
�����


son llenados con la solución intracelular. La señal registrada fue filtrada a 10 kHz y transferida a 

una computadora con la interfase Digidata 1200 (Axon Instruments). Todos los registros fueron 

adquiridos y analizados con el software pCLAMP6 (Axon Instruments). Las corrientes fueron 

evocadas por pulsos de voltaje desde -100 a +100 mV en incrementos de 20 mV con una 

duración de 300 ms, fijando el potencial a 0 mV. El protocolo de voltaje se aplicó cada 2 min y la 

corriente a +100 mV fue monitoreada. Para expresar los datos como densidad de corriente, la 

capacitancia de la célula fue obtenida al comienzo del registro integrando el transitorio de 

corriente capacitiva. La solución hipotónica extracelular (298 mOsm) fue preparada omitiendo 

el manitol de la solución extracelular estándar, este procedimiento no altera el potencial de 

inversión del Cl- (0 mV). Los cambios de las soluciones se llevaron a cabo utilizando un sistema 

de perfusión basada en bomba peristáltica. En los experimentos con bloqueadores DCPIB (10 

μM) (Tocris Bioscience) o DIOA (20 μM) (Sigma), los compuestos fueron adicionados al medio 

hipotónico después de que la ICl-vol se estabilizó. 

 

 

 

 

 

 

SOLUCIÓN EXTRACELULAR  en mM  
NaCl 135  
KCl 5  
MgSO4 1.7  
CaCl2 1  
Glucosa 5  
HEPES 10  
manitol 50  
   

350mOsm pH 7.4   
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Ensayos de la actividad de los cotransportadores NKCC y KCCs 

 

Para determinar el efecto de la sobre-expresión de WNK3 sobre la actividad de los CEN como 

mecanismos efectores de la recuperación del volumen celular, se llevaron a cabo ensayos de la 

actividad del NKCC y de los KCCs en cada una de las líneas generadas. Debido a la naturaleza 

electroneutra de los cotransportadores NKCC y KCCs, su actividad no puede evaluarse mediante 

el registro de cambios en el voltaje de la membrana celular, por lo cual la estrategia para 

cuantificar su funcionamiento es a través de la captura de iones radioactivos. El 86Rb+ utiliza las 

mismas vías que el K+ para su movilización. Ensayos de captura de 86Rb+ sensible a bumetanida 

fueron llevados a cabo para medir la actividad del cotransportador NKCC en condiciones iso o 

hipertónicas. Las células fueron pre-incubadas por 30 min en un medio libre de Cl- 

suplementado con ouabaina 0.1 mM y luego transferidas al medio de captura que contiene 0.1 

mM de ouabaina, más 1 μCi 86Rb+/ml por 3 o 15 min. La captura de 86Rb+ debida a la actividad 

del NKCC fue calculada por substracción de la captura en presencia de 10 μM de bumetanida 

(Sigma). 

SOLUCIÓN INTRACELULAR  en mM  
CsCl 117.5  
TEA-Cl- 20  
MgCl2 1  
CaCl2 0.7  
HEPES 10  
EGTA 1  
manitol 44  
Mg-ATP 5  
   

335mOsm pH 7.4   
Calcio amortiguado=200nM   

MEDIO LIBRE DE Cl-  en mM  
gluconato-Na+ 150  
gluconato-K+ 10  
gluconato-Ca2+ 4.6  
MgSO4 1  
glucosa 5  
HEPES 10  
   
350 o 600 mOsm pH 7.4   

MEDIO DE CAPTURA  en mM  
NaCl 160  
KCl 10  
MgSO4 1  
CaCl2 1  
glucosa 5  
HEPES 10  
   
350 o 600 mOsm pH 7.4   
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Ya que la actividad del KCC es dependiente de la presencia de ambos iones (K+ y Cl-), su 

funcionamiento fue medido como captura de 86Rb+ dependiente de Cl-, en medio isos e 

hipotónico. Las células fueron pre-incubadas durante 30 min en una solución libre de Cl- y de 

Na+ con 0.1 mM de ouabaina, favoreciendo que las concentraciones de Cl- y K+ fueran menores 

en el interior celular. Posteriormente las células se pusieron en contacto con una solución libre 

de Na+ adicionada con 0.1 mM de ouabaina y 86Rb+ 1 μCi /ml durante 10 min. Remover el Na+ 

extracelular previene la captura de 86Rb+ por el NKCC endógeno e incrementar la concentración 

de KCl en la solución extracelular de captura hasta 10 mM favorece el funcionamiento del 

cotransportador en reversa (hacia el interior celular). Bajo estas condiciones el 86Rb+ puede 

moverse al interior celular mediante los KCCs o bien a través de canales de K+, por lo que la 

captura debida exclusivamente a los KCCs es considerada como aquella fracción sensible a Cl- 

(se utilizó un medio libre de Cl- en donde dicho anión es reemplazado por gluconato). La captura 

de 86Rb+ es normalizada con respecto a la concentración de proteína y los resultados se 

expresan como pmol / (μg x min). 

 

Determinación de la concentración intracelular de Cl- 

 

Ya que la actividad de los CEN determina los niveles intracelulares de Cl- y estos posiblemente se 

encuentren bajo la influencia de WNK3, se realizaron ensayos para determinar la [Cl-]i en cada 

una de las líneas: V, WNK3+ y WNK3-DA. Para determinar los cambios en la [Cl-]i se utilizó el 

indicador fluorescente 6-metoxi-N-etilquinolinium yodo (MEQ). Este tipo de indicadores 

funcionan por el apagamiento colisional mediante sales iónicas, en este caso el Cl-. La intensidad 

de fluorescencia del compuesto será inversamente proporcional a la [Cl-](Biwersi y Verkman 

MEDIO LIBRE DE Na+ y Cl-  en mM  
N-metil-D-glucamina-gluconato  150  
gluconato-K+ 10  
gluconato-Ca2+ 4.6  
MgSO4 1  
glucosa 5  
HEPES 10  
   

350 o 298 mOsm pH 7.4   

MEDIO LIBRE DE Na+  en mM  
N-metil-D-glucamina -Cl- 150  
KCl 10  
CaCl2 1  
MgSO4 1.7  
glucosa 5  
HEPES 10  
   
350 o 298 mOsm pH 7.4   
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1991). El indicador fluorescente MEQ se redujo bajo una atmósfera rica en N2 utilizando 

borohídrido de sodio (30 μM) hasta crear el compuesto permeable dihydro-MEQ (diH-MEQ). Las 

células fueron incubadas durante 10 min con diH-MEQ (25 μM) recién preparado y 

posteriormente lavadas y preincubadas 15 min at 37�C para obtener una distribución 

intracelular homogénea. El diH-MEQ es rápidamente reoxidado a MEQ dentro de la célula 

volviéndose impermeable (absorción/emisión máxima de 344/440 nm). Los cambios en la 

fluorescencia fueron observados utilizando un microscópio de epifluorescencia Olympus IX71. 

Las células fueron perfundidas con solución isotónica durante 5 min para obtener la 

fluorescencia basal y luego con medio hipotónico durante 15 min. Las imágenes fueron 

capturadas cada minuto y la intensidad de la señal fue determinada utilizando el software 

Image J (ImageJ 1.36b NIH, EUA). La relación entre la intensidad de la fluorescencia del 

indicador y la [Cl-], está dada por la ecuación de Stern-Volmer (F0/FCl-) – 1 = Kq [Q], en donde F0= 

intensidad de fluorescencia obtenida cuando las células se encuentran en una solución libre de 

Cl- y en presencia de anfotericina B, FCl-= intensidad de la fluorescencia en presencia de una 

concentración determinada de Cl-, [Q]= concentración e Cl- y Kq=valor de la constante de Stern-

Volmer. El fármaco anfotericina B (10 μM) fue utilizado para equilibrar las concentraciones intra 

y extracelulares de Cl-. Las células fueron colocadas en soluciones con concentraciones 

crecientes de Cl- (20, 40 y 80 mM) por 5 min cada una, finalmente la fluorescencia fue apagada 

por adición de KSCN 160 mM para obtener la fluorescencia de fondo. El total de fluorescencia 

del MEQ, fue obtenida de la resta de la fluorescencia en presencia de KSCN a la fluorescencia 

obtenida en medio libre de Cl- (F0) (gluconato-K+ 140 mM, gluconato-Ca2+ 4.6 mM, pH 7.4). A 

partir de la pendiente obtenida de la gráfica de F0/FCl
- vs [Cl-] se obtuvo la constante de Stern-

Volmer (Kq) y se determinó la [Cl-]i en cada condición. 
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Ensayos en ovocitos de Xenopus laevis 

 

Para determinar el efecto de las cuatro isoformas de WNK3 sobre la actividad de los CEN de la 

familia SLC12 se utilizó como abordaje experimental su coexpresión en ovocitos de Xenopus 

laevis. 

 

Obtención de clonas y transcripción in vitro del cRNA 

 

Para obtener el cDNA de las cuatro potenciales isoformas de WNK3 generadas por empalme 

alternativo se llevo a cabo el siguiente protocolo. A partir de una genoteca de cerebro fetal 

humano (Clontech) usando el sistema Expand High Fidelity Plus PCR (Roche) y oligonucleótidos 

específicos diseñados flanqueando los sitios de restricción Stu I y Dra III, se amplificó un 

fragmento de WNK3 que contiene el exón 18b. Este fragmento fue fusionado a la clona original 

WNK3-18a. El exón 22 fue insertado en las clonas WNK3-18a y WNK3-18b utilizando una 

estrategia de PCR de dos pasos. Los oligonucleótidos utilizados para tal fin fueron: 

 

Fragmento AB (1188 y 1325 pdb) 

sentido 5’-TCCTCAGATGCTTCACTTCCA-3’ 

antisentido5’ATTTTCCAACTCATTTATAAGGCAGCTTTTCCCTGTAGCAACTATGCCATTGTCCACATGTG

TC-3’  

 

Fragmento CD (759 y 793 pdb) 

sentido5’GGGAAAAGCTGCCTTATAAATGAGTTGGAAAATCCACTGTGTGTGGAGAGTAATGCAGCATC

ATGC 3’  

antisentido 5’-GTGTAAGTTGGTATTATG-3’  

 

En el segundo paso de PCR para obtener el fragmento AD (1947 y 2118 pdb) que 

contiene al exón 22, se utilizaron los fragmentos AB y CD purificados en gel de agarosa y los 

siguientes oligonucleótidos: 
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sentido 5’-TCCTCAGATGCTTCACTTCCA-3’  

antisentido 5’- GTGTAAGTTGGTATTATG-3’  

 

Los fragmentos 18b y 22 fueron también insertados dentro del cDNA de WNK3 sin 

actividad catalítica. La identidad molecular de todas las construcciones se corroboró por 

secuenciación automatizada. 

 

Para llevar a cabo la transcripción in vitro tanto de WNK3 como de los cotransportadores 

electroneutros, cada cDNA fue linearizado en el extremo 3’ utilizando las enzimas de restricción 

Not I, Nhe I o Xba I (New England Biolabs) y se utilizó el sistema de transcripción de la RNA 

polimerasa T7 mMESSAGE mMACHINE (Ambion). La integridad de cada RNAc fue corroborada 

mediante electroforesis en gel de agarosa/formaldehido y su concentración se determinó en un 

espectrofotómetro mediante la lectura de la absorbancia a 260 nm (DU 640, Beckman). 

 

Extracción e inyección de ovocitos de Xenopus laevis 

 

Los ovocitos fueron obtenidos de ranas adultas Xenopus laevis (NASCO) mantenidas a 18°C bajo 

condiciones controladas de luz. Los animales fueron sometidos a cirugía bajo anestesia por 

inmersión en tricaína 0.17%. Los ovocitos colectados se defolicularon manualmente después de 

haber permanecido 1 hr en agitación vigorosa en una solución ND96 libre de Ca2+, adicionado 

con 2 mg/ml de colagenasa. Una vez defoliculados, se incubaron durante toda la noche en 

medio ND96 a 16°C. Al día siguiente, los ovocitos seleccionados se microinyectaron con 50 nl de 

agua o con el RNAc de los genes de interés y fueron almacenados de 2 a 3 días a 16°C en medio 

ND96 suplementado con piruvato de sodio 2.5 mM y 5 mg/100ml de gentamicina, realizando 

cambios de medio cada 24 hrs. Dos horas antes de llevar a cabo el ensayo de captura con los 

isótopos radioactivos, los ovocitos (10 ovocitos por cada grupo experimental) fueron colocados 

en medio ND96 libre de Cl-. La osmolaridad de los medios fue ajustada con sacarosa. 
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Ensayos funcionales de los CEN de la familia SLC12 

 

La actividad de los CEN se evaluó mediante ensayos funcionales con trazadores radioactivos, 
86Rb+ o 22Na+. Los RNAc utilizados fueron: NCC humano, NKCCC1 y NKCC2 de rata, KCCs (KCC1, 

KCC2a, KCC2b, KCC3a, KCC3b, o KCC4) de humano y de las isoformas de WNK3 de humano. Los 

ovocitos fueron inyectados con el RNAc del cotransportador correspondiente, solo o junto con 

el RNAc de las distintas isoformas de WNK3 wt o sus variantes sin actividad catalítica. Después 

de 2-3 días de incubación, la captura de 22Na+ sensible a metolazona para NCC, 86Rb+ sensible a 

bumetanida para NKCC1/2 o 86Rb+ dependiente de Cl- para los KCCs fue determinada de 

acuerdo a las siguientes especificaciones. 

 

Diferentes estrategias de sustitución iónica y el uso de inhibidores a concentraciones 

específicas permitieron que los ensayos de captura fueran selectivos para cada cotransportador. 

 

Fármaco/Medio Concentración 
(en mM) 

Molécula Blanco 

   
Ouabaina                1 ATPasa Na+/K+ 
Amilorida              0.1 Canales de Na+/intercambiador NHE 
Bumetanida              0.1 NKCC1/2 
Metolazona              0.1 NCC 
Medio libre de K+                - NKCC1/2 y NCC 
Medio libre de Na+                - NKCC1/2 
   

 

 

 

MEDIO ND96 LIBRE DE Cl-  en mM  
isetionato-Na+ 96  
gluconato-K+ 2  
gluconato-Ca2+ 6  
gluconato-Mg 1  
HEPES 5  
piruvato- Na+ 2.5  
gentamicina 5mg/100ml  
   

210mOsm pH 7.4   

MEDIO ND96 libre de Ca2+ en mM  
NaCl 96  
KCl 2  
MgCl2 1  
HEPES 5  
   

210 mOsm pH 7.4   
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Ensayos de captura de 86Rb+ sensible a bumetanida (NKCC1/2) 

 

La actividad basal de NKCC1/2 expresados en ovocitos de Xenopus laevis fue medida en una 

solución con 160 mOsm o su máxima activación por hipertonicidad 260 mOsm. Los ovocitos 

fueron incubados por 30 min en un medio libre de Cl- suplementado con ouabaina 1 mM y 

transferidos al medio de captura que contiene 1 mM de ouabaina más 1 μCi 86Rb+/ml, durante 1 

h. Para determinar la captura debida a NKCC1/2 grupos en paralelo fueron expuestos al mismo 

medio de captura pero en presencia de bumetanida 0.1 mM. 

 

 

 

Ensayos de captura de 22Na+ sensible a metolazona (NCC) 

 

Los ovocitos fueron pre-tratados durante 30 min con un medio libre de Cl- suplementado con 1 

mM de ouabaina, 0.1 mM de amilorida y 0.1 mM de bumetanida. Posteriormente fueron 

expuestos a la solución de captura que consiste de un medio libre de K+ con 0.1 mM de 

ouabaina, 0.1 mM de amilorida, 0.1 mM de bumetanida y 2 μCi de 22Na+/ml. La captura de 22Na+ 

debida al NCC se determinó utilizando grupos en paralelo que fueron expuestos al mismo medio 

de captura pero en presencia de 0.1 mM de metolazona. 

MEDIO LIBRE DE Cl-  en mM  
gluconato-Na+ 62  
gluconato-K+ 10  
gluconato-Ca2+ 4.6  
gluconato-Mg 1  
HEPES 5  
   
160 o 260 mOsm pH 7.4   

MEDIO  DE CAPTURA en mM  
NaCl 62  
KCl 10  
CaCl2 4.6  
MgCl2 1  
HEPES 5  
   
160 o 260 mOsm pH 7.4   

MEDIO LIBRE DE Cl-  en mM  
isetionato-Na+ 96  
gluconato-K+ 2  
gluconato-Ca2+ 1.8  
gluconato-Mg 1  
HEPES 5  
   

210 mOsm pH 7.4   

MEDIO LIBRE DE K+  en mM  
NaCl 40  
N-metil-D-glucamina-Cl- 56  
CaCl2 1.8  
MgCl2 1  
HEPES 5  
   

210 mOsm pH 7.4   
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Ensayos de captura de 86Rb+ dependiente de Cl- (KCCs) 

 

Los ovocitos fueron pre-incubados durante 30 min en un medio libre de Cl- y de Na+ en 

presencia de 1 mM de ouabaina, seguido de 1 h de incubación en medio libre de Na+ 

previamente suplementado con 1 mM de ouabaina y 1 μCi de 86Rb+/ml. La captura atribuida a 

los KCC se determinó por exposición de grupos de ovocitos a medio de captura libre de Cl- en el 

que el Cl- fue sustituido por gluconato. 

 

Todos los experimentos de captura se llevaron a cabo a 32 °C. Al final del periodo de captura, 

los ovocitos fueron lavados tres veces en medio de captura frío sin el isótopo radioactivo. Los 

ovocitos fueron disueltos en SDS al 10% y la actividad del trazador fue determinada en cada 

ovocito usando un contador de centelleo líquido. 

 

Análisis estadístico 

 

Los resultados son expresados como la media ± error estándar. Diferencias significativas entre 

los grupos experimentales fueron determinadas mediante análisis de varianza (ANOVA) seguida 

de la prueba de corrección de Bonferroni. Diferencias estadísticamente significativas fueron 

consideradas a *P < 0.05. 

En los experimentos de expresión funcional en ovocitos de Xenopus laevis, la captura en 

los grupos control fue tomada como 100% y los grupos experimentales fueron normalizados con 

respecto al control. Diferencias estadísticamente significativas fueron consideradas a *P < 

0.001. 

MEDIO LIBRE DE Na+ y Cl-  en mM  
N-metil-D-glucamina-gluconato  50  
gluconato-K+ 10  
gluconato-Ca2+ 4.6  
gluconato-Mg2+ 1  
HEPES 5  
   

110 o 210 mOsm pH 7.4   

MEDIO LIBRE DE Na+  en mM  
N-metil-D-glucamina -Cl- 50  
KCl 10  
CaCl2 1.8  
MgSO4 1  
HEPES 5  
   
110 o 210 mOsm pH 7.4   
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VI. RESULTADOS 

 

Los resultados obtenidos como parte de esta tesis doctoral han sido divididos en dos secciones. 

La primera sección incluye datos publicados en la revista Pflügers Archiv - European Journal of 

Physiology en 2012. El artículo correspondiente, “Influence of WNK3 on intracellular chloride 

concentration and volume regulation in HEK293 cells” se encuentra en el apéndice I y constituye 

la parte central de la investigación, abordando el objetivo principal de la tesis al evaluar el 

efecto de la sobreexpresión de WNK3 sobre los proceso de regulación del volumen celular. 

 

En la segunda sección y como parte de los objetivos particulares del proyecto de 

investigación, la publicación “Silmilar effects of all WNK3 variants on SLC12 cotransporters” se 

enfoca al análisis comparativo del efecto de las cuatro isoformas de WNK3 sobre la actividad de 

los cotransportadores electroneutros Cl-/catión. Dicho artículo se puede encontrar en el 

apéndice II y fue publicado en la revista American Journal of Physiology-Cell Physiology en 2011. 

 

SECCIÓN I 

 

Influencia de WNK3 en la concentración intracelular de cloruro y la regulación del volumen en 

células HEK293 

 

Expresión endógena de WNK3 

 

Para identificar las isoformas de WNK3 expresadas de manera endógena en las células HEK293, 

se amplificó un fragmento de DNA entre los exónes 18 y 23, utilizando como templado el cDNA 

obtenido de las células HEK293 y oligonucleótidos que flanquean los sitios de empalme 

alternativo. En la figura VI.1 (a y b) se muestran las cuatro potenciales isoformas de WNK3 y los 

sitios sobre los cuales fueron diseñados los oligonucleótidos. Utilizando distintas condiciones de 

astringencia en la reacción de PCR, se amplificó un fragmento con un peso molecular de ~1.2 Kb, 

que migró a la misma distancia que la banda amplificada a partir de la construcción WNK3-18a 
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clonada en pGH19 y que fue utilizada como control (Fig. VI.1c). Los fragmentos fueron 

purificados del gel de agarosa utilizando el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) y secuenciados 

automáticamente. La secuencia de los amplificados muestra que el fragmento de WNK3 carece 

tanto de 141 pdb (pares de bases) que codifican para 47 aminoácidos correspondientes al exón 

18b, como de 11 aminoácidos que conforman al exón 22 (Fig.VI.1d). Esta isoforma es 

denominada WNK3-18a. 

 

Fig. VI.1 Amplificación de WNK3 endógena de las células HEK293. Los oligonucleótidos fueron diseñados sobre los 
exones 18a y 23 como se indica en a. En b se muestran las cuatro potenciales isoformas que pueden ser 
amplificadas a partir de esta estrategia. (c) Productos amplificados a partir de la reacción de PCR siguiendo el 
siguiente protocolo: desnaturalización 95°C 1min, alineamiento 55°C 1min, extensión 40 ciclos de 68°C por 3min. Se 
utilizaron distintas concentraciones de MgCl2 para variar la astringencia de la reacción. Los carriles 1 y 2 
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control en el tercer carril se utilizó la clona WNK3-18a que se encuentra clonada en el vector pGH19. (d) Secuencia 
de aminoácidos de los fragmentos amplificados. 
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Clonación de WNK3 en el vector de expresión en células de mamífero 

 

La expresión heteróloga de proteínas en ovocitos de Xenopus laevis ha sido ampliamente 

utilizada para evaluar el efecto de WNK3 sobre la actividad de mecanismos de movilización 

iónica; sin embargo, no existe evidencia de su efecto en sistemas celulares más complejos, 

como es el caso de células de mamífero, ni sobre los procesos desencadenados por alteraciones 

en el volumen celular. 

 

Para estudiar el efecto de la sobreexpresión de WNK3 en los mecanismos de regulación 

del volumen en un modelo de células de HEK293, se subclonó el cDNA de WNK3 (WNK3-18a en 

pGH19) en el vector pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO. Para estos fines, se sustituyó el sitio de 

restricción EcoRI por KpnI mediante mutagénesis dirigida y el fragmento de interés se insertó en 

pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO entre los sitios 5’KpnI y 3’NotI del sitio de multiclonación (Fig. VI.2). La 

mutante catalíticamente inactiva WNK3-DA se obtuvo mediante mutagénesis dirigida, 

sustituyendo el aspartato ubicado en la posición 294 por alanina. Las mutaciones y la correcta 

inserción de WNK3 en el vector, fueron corroboradas por secuenciación automatizada y análisis 

de restricción. 

 
Fig. VI.2 Subclonación de WNK3 en pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO. El cDNA de WNK3 clonado en el vector pGH19 fue 
utilizado como molde para reemplazar el sitio de restricción EcoR1 en el amino terminal por el sitio Kpn I mediante 
mutagénesis dirigida. El fragmento resultante, fue purificado del gel de agarosa y subclonado entre los sitios Kpn I y 
Not I de pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO. 
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Ya que alteraciones mínimas en la estructura proteica pueden generar impedimentos 

estéricos en su plegamiento y cambiar sustancialmente la funcionalidad de la molécula, se 

evaluó si la fusión de WNK3 a la GFP modifica los efectos previamente reportados de la cinasa. 

Para ello, se realizaron experimentos de expresión funcional en ovocitos de Xenopus tanto del 

RNAc de WNK3-GFP como del cotransportador NKCC1/2. La actividad de los cotransportadores 

fue medida como captura de 86Rb sensible a bumetanida. Los resultados en la figura VI.3 

muestran que WNK3-GFP mantiene su efecto modulador sobre la actividad de NKCC1/2, 

aumentando casi tres veces la actividad del NKCC1 y un 80% el funcionamiento de NKCC2. Por el 

contrario y de acuerdo a lo ya reportado, la variante sin actividad catalítica WNK3-DA reduce la 

actividad de ambos cotransportadores, incluso por debajo de la captura basal de 86Rb+ debida a 

NKCC2. 

 

Estas construcciones fueron utilizadas para generar las líneas celulares (HEK293) que 

expresan de manera estable a la cinasa WNK3 y su variante WNK3-DA. Es importante aclarar 

que la nomenclatura de la proteína WNK3 sin actividad catalítica varía de acuerdo a la literatura 

consultada, pudiendo encontrarla como WNK3D294A, WNK3-DA o bien WNK3-DA (Kinase 

Dead). Para fines prácticos a lo largo de este trabajo de tesis fue denominada WNK3-DA. 

Fig VI. 3 Efecto de WNK3 fusionada a la 
GFP sobre la actividad de NKCC1/2. Se 
llevaron a cabo ensayos de expresión 
funcional en ovocitos de Xenopus laevis de 
los cotransportadores NKCC1 y NKCC2 en 
presencia o ausencia de WNK3 y la mutante 
DA fusionadas a GFP. La actividad debida a 
los cotransportadores NKCCs fue obtenida 
por captura de 86Rb+ sensible a bumetanida 
siguiendo el protocolo descrito en la 
sección de Métodos. *Diferencias 
significativas a P < 0.05 con respecto al 
control que expresa únicamente el 
cotransportador. 
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Líneas establemente transfectadas WNK3+ y WNK3-DA 

 

Las células HEK293 fueron transfectadas con el DNA de WNK3, con su variante catalíticamente 

inactiva o bien con el vector vacío. La sobreexpresión de WNK3 se corroboró a nivel de la 

proteína utilizando un anticuerpo que reconoce al epítope localizado en el extremo carboxilo 

terminal de la cinasa. La figura VI.4 muestra una banda del peso molecular esperado (220 KDa 

aproximadamente) en las células WNK3+ y WNK3-DA, con una intensidad de señal mayor que la 

expresada en las células control. Esta banda migra a la misma distancia de la señal emitida 

utilizando un anticuerpo dirigido contra la proteína verde fluorescente y que se encuentra 

ausente tanto en las células HEK293 como en las células control (vector). Este resultado valida 

nuestro modelo de estudio demostrando el importante incremento en los niveles de expresión 

de la proteína WNK3 y de su variante sin actividad catalítica (DA) fusionadas a GFP. La proteína 

actina, fue utilizada como control de carga en estos experimentos de inmuno blot. 

 

La expresión de la mutante catalíticamente inactiva indujo un cambio muy notable en la 

morfología celular. Mediante microscopía de campo claro utilizando iluminación DIC (del inglés 

Diferential Interference Contrast) se pudo observar que las células son mucho más planas, y 

muestran extensiones pronunciadas tipo filopodio a diferencia de la morfología de huso típica 

tanto de las células sin transfectar como las células WNK3+ (Fig. VI.5). 

 
Fig. VI.4 Sobreexpresión de 
WNK3 a nivel de proteína. 
Western blot de extractos 
totales obtenidos de cada una 
de las líneas celulares HEK293 
y transfectadas establemente 
con el vector vació, WNK3 o 
WNK3-DA. Las proteínas 
fueron separadas en un gel 
SDS-PAGE al 7.5% y la proteína 
actina se utilizó como control 
de carga. 
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Fig. VI.5 Morfología de las líneas celulares. Microfotografías mediante iluminación DIC a una magnificación de 40X, 
comparando la morfología celular de líneas WNK3+ y WNK3-DA con respecto a la forma típica de las células 
HEK293. Las flechas en el panel de la derecha enfatizan la presencia de las extensiones tipo filopodio ausentes en 
los demás tipos celulares. Barra de escala= 10 μm. 
 

Localización subcelular y redistribución de WNK3 por estrés osmótico 

 

Para identificar la localización subcelular de WNK3, así como del efecto de la pérdida de su 

actividad cinasa sobre esta ubicación, se examinó el patrón de distribución de la fluorescencia, a 

través de ensayos de inmunocitoquímica utilizando el anticuerpo anti-WNK3. Mediante escaneo 

laser confocal se identificó la presencia de WNK3 en las uniones intercelulares con un patrón de 

localización en forma de puntos (puncta); estas estructuras colocalizaron de manera parcial con 

el marcaje de ocludina, un marcador característico de uniones estrechas (Fig. VI.6 panel 

superior). En las células WNK3-DA el patrón de localización difiere considerablemente del de las 

células con sobrexpresión de WNK3. En ellas se observó una señal fluorescente ubicada de 

manera puntual en la región cercana al núcleo, que colocaliza parcialmente con golgina-97, 

marcador de la cisterna trans de Golgi (Fig. VI.6 panel inferior). Es posible que estas diferencias 

en el patrón de distribución tengan una relación con los mecanismos de regulación del volumen 

celular, pero hasta el momento no es posible establecer una relación clara entre estos 

fenómenos. 
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WNK3-DA
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Fig. VI.6 Localización subcelular de WNK3 (a). Células WNK3+ y WNK3-DA inmunoteñidas con anti-WNK3 en verde 
y DAPI como marcador de núcleos en azul. (b) Colocalización de la señal de WNK3 con marcadores de uniones 
estrechas (anti-ocludina en magenta como pseudocolor) en el caso de las células WNK3+ y de la región trans de 
Golgi (anti golgina-97 en rojo) en las células WNK3-DA. Los planos ortogonales se muestran para la imagen del 
sobrelapamiento (merge), plano xy debajo y plano yz derecha. Las imágenes fueron obtenidas utilizando 
microscopía confocal. 
 

Adicionalmente, con el objetivo de estudiar el efecto de alteraciones anisotónicas sobre 

la localización subcelular de WNK3, las células se sometieron a un estrés hipotónico 15%, 

obtenido mediante la reducción en la concentración de NaCl, o bien a un incremento en la 

tonicidad extracelular hasta 600 mOsm por adición de sorbitol a la solución isotónica. Ambos 

estímulos generaron cambios importantes en la localización de WNK3 y WNK3-DA. Los 
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resultados se muestran en la figura VI.7 y son expresados como cambio en el número de puncta 

por célula bajo las diferentes condiciones osmóticas. Estos datos muestran la reducción de 

WNK3 de las uniones intercelulares frente al estrés hipo e hipertónico, incrementando la señal 

fluorescente en el citosol. En el caso de la mutante WNK3-DA, se observó una clara reducción de 

la señal en Golgi, moviéndose hacia las uniones intercelulares (Fig VI.7). 

 

Las diferencias en la localización de WNK3 con y sin actividad catalítica, así como la 

dinámica de distribución ante estrés osmótico, podrían ser indicativo de su relación con los 

cambios celulares desencadenados ante alteraciones en el volumen.

 
Fig. VI.7 Relocalización de WNK3 y WNK3-DA por estrés osmótico. Las células fueron sometidas al cambio en la 
osmolaridad (H15%, 298 mOsm o hipertónico 600 mOsm) durante 3 min y fijadas con parafolmaldehido 4% para su 
posterior procesamiento con el anticuerpo específico anti-WNK3. Las barras representan el número de puncta por 
célula bajo las diferentes condiciones osmóticas a partir del procesamiento de tres imágenes de cada condición en 
tres experimentos independientes. Las imágenes fueron obtenidas utilizando microscopía confocal.*Diferencias 
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HEK293 en isotónico a P<0.05.  
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WNK3 y el decremento regulador del volumen celular 

 

Las características del hinchamiento y el consecuente proceso de DRV en las células WNK3+ y 

WNK3-DA se examinaron con la finalidad de comparar el comportamiento celular en respuesta 

a una condición hipotónica 15%. En todas las líneas celulares (HEK293, Vector, WNK3+ y WNK3-

DA), el hinchamiento máximo ocurrió dentro de los primeros segundos después del estímulo 

hipotónico, en un rango de 10-20 s, sin encontrarse diferencias significativas en la magnitud del 

hinchamiento entre los grupos experimentales, cuyos valores se encuentran entre 11.5 ± 0.9% y 

13.8 ± 1.1%. Este proceso de acumulación de agua es seguido del mecanismo de regulación 

activa del volumen (DRV), cuya eficiencia final fue calculada como porcentaje de recuperación 

del volumen con respecto al hinchamiento máximo. 

 

Las curvas del cambio en volumen en las células HEK293 y las células V utilizadas como 

control a lo largo de los experimentos subsecuentes, fueron esencialmente idénticas, 

mostrando una recuperación del volumen de 79.2 ± 4%. La recuperación del volumen no se vio 

afectada significativamente por la sobreexpresión de WNK3 (68.8 ± 4.1%); por el contrario se 

observó un incremento del 30.1% en la eficiencia del DRV de las células que expresan a la 

mutante WNK3-DA (Fig. VI.8). 

 
Fig VI.8. Efecto de WNK3 sobre el 
proceso de DRV Los cambios en el 
volumen fueron medidos mediante el 
sistema de dispersión del haz de luz tal 
como se describe en la sección de 
Métodos. En la gráfica se muestran trazos 
representativos de los cambios en el 
volumen producidos por la exposición de 
las células a un estímulo H15%. Las barras 
representan el porcentaje del DRV al final 
del experimento con respecto al 
hinchamiento máximo. Los resultados 
son expresados de acuerdo a la ecuación 
lo/lt, en donde lo es el promedio de la 
señal de emisión en condiciones basales 
(promedio de los primeros 100 s) y la 
señal de emisión al tiempo t está 
representada por lt.*Significativamente 
diferente de las células control a P<0.05. 
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Analizando la cinética de regulación del volumen, la curva del DRV en las células control 

(V) se ajustó a un modelo de decaimiento monoexponencial, sin que se encontraran diferencias 
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células HEK293 sin transfectar (48.3 ± 5.6 y 50.9 ± 3.7 s respectivamente). Sin embargo, esta 

cinética mostró diferencias importantes ante la sobreexpresión de WNK3 o de la mutante 

WNK3-DA. A diferencia del comportamiento en las células control, el modelo de decaimiento 

biexponencial explica mejor el comportamiento del DRV en estos dos tipos celulares, a partir del 

cual se identificaron dos fases claramente diferenciables, cuyos parámetros se muestran en la 

��&��
�`}`}
��
|���
��
� para la fase rápida fue mayor en las células WNK3 (53.9 ± 3.9 s) que en 

aquellas que expresan a la mutante WNK3-DA (25.7 ± 4.8 s); mientras que en la fase lenta no se 

observaron diferencias significativas entre ambos tipos celulares.  

 

                                                           Tabla VI.I Parámetros del comportamiento exponencial del DRV. 

 

 

 

 

Estas diferencias en la eficiencia de la recuperación del volumen por la sobreexpresión 

de WNK3 o de WNK3-DA, pueden ser atribuidas a un efecto sobre los mecanismos efectores del 

DRV. En prácticamente todos los tipos celulares, la regulación del volumen se lleva a cabo 

mediante la activación de vías que permiten la liberación de osmolitos presentes en altas 

concentraciones intracelulares. Los iones K+ y Cl-, así como compuestos orgánicos de bajo peso 

molecular, particularmente la taurina, son los más relevantes para el proceso de recuperación 

del volumen. Su contribución al DRV dependerá tanto del tipo celular como de la magnitud del 

estímulo hipotónico. En este estudio se examinó la movilización osmosensible de taurina así 
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como la actividad de los cotransportadores electroneutros KCCs y del canal de Cl- activado por 

volumen frente a una reducción en la osmolaridad extracelular en las distintas líneas celulares. 

Efecto de WNK3 en la vía de liberación de osmolitos orgánicos 

 

Tomando a la taurina como representativo de los osmolitos orgánicos que se movilizan ante el 

estrés hipotónico, se realizaron ensayos utilizando 3H-taurina como trazador en las células 

HEK293 y se sometieron a distintas magnitudes de estímulo hipotónico (15, 20, 30 y 40%). El 

curso temporal de la movilización osmosensible de taurina, muestra una rápida liberación, 

directamente dependiente de la magnitud del estrés osmótico. El porcentaje de liberación en 

condiciones basales (isotónico) durante 5 min fue de 1.24 ± 0.08%, este valor se incrementa 

notablemente cuando las células se exponen a una reducción del 30, 35 y 40% en la 

osmolaridad extracelular (2.53 ± 0.14, 4.88 ± 0.36 y 7.06 ± 0.7% respectivamente); sin embargo, 

no se observó liberación hipotónica de taurina cuando la magnitud en la reducción del estrés 

osmótico fue del 15% (1.28±0.11), condición en la cual se evalúo el proceso del DRV (Fig. VI.9a). 

 

Una de las características de la vía de liberación osmótica de taurina es su modulación 

por la actividad de distintas proteínas cinasas, de tal forma que es importante evaluar el efecto 

de la sobre-expresión de WNK3 y la variante sin actividad catalítica sobre la liberación de 

taurina. Como se muestra en la figura VI.9b, utilizando un estímulo hipotónico 40% en las 

células control (V), se activa rápidamente la salida de taurina, aumentando de manera 

progresiva hasta alcanzar el pico máximo al minuto 3 con un 12.5 ± 1.6% de liberación total, 

inactivándose posteriormente hasta alcanzar valores muy cercanos a la liberación basal 8 

minutos después de haberse presentado el estímulo hipotónico. Esta cinética de eflujo de 

taurina, se comparó con la de liberación en las células WNK3+ y WNK3-DA. En las células 

WNK3+ el total de taurina liberada durante los primeros 5 min posteriores al estímulo es de 

11.8 ± 1.5% con una cinética de liberación prácticamente idéntica a la de las células control. Por 

el contrario, en las células WNK3-DA, a pesar de que el curso de liberación de taurina es muy 

similar alcanzando el pico máximo al minuto 3, la magnitud de la liberación es notablemente 
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menor, con un valor de 7.5 ± 1.2%, lo cual implica una reducción del 40% en la liberación 

hipotónica de taurina, siendo un dato importante a considerar en posteriores investigaciones. 

Fig.VI.9 Liberación osmosensible 
de 3H-taurina (a) Sensibilidad 
hipotónica de la vía de liberación 
de taurina en las células HEK293. 
Se muestran cuatro diferentes 
reducciones en la tonicidad de 
los medios extracelulares: 
Hipotónico (H) 15, 30, 35 y 40%. 
La reducción en la osmolaridad 
fue obtenida mediante la 
disminución en la concentración 
de NaCl. (b) Efecto de la 
sobreexpresión de WNK3 y la 
mutante DA sobre la vía de 
liberación de taurina ante una 
reducción del 40% en la 
osmolaridad. *Significativamente 
diferente P<0.05 con respecto al 
control (V). 

 

 

Modulación de los niveles intracelulares de Cl- por WNK3 

 

El hecho de que el estímulo H15% no induzca la apertura de la vía de liberación osmosensible de 

taurina, sugiere que el proceso de DRV se lleva a cabo principalmente a través de la liberación 

de osmolitos de naturaleza inorgánica. Es de particular interés el caso del Cl- ya que en los 

últimos años se ha especulado acerca del papel de WNK3 como moduladora de la [Cl-]i por sus 

efectos sobre los cotransportadores electroneutros de Cl-/catión. Este efecto, sin embargo no 

ha sido evaluado de manera directa. En este proyecto de investigación se hicieron este tipo de 

medidas evaluando las concentraciones basales de Cl-i en las distintas líneas celulares. 
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La [Cl-]i, se cuantificó mediante registros ópticos con una resolución de célula única 

utilizando el indicador de Cl- fluorescente MEQ, tal como se describe en la sección de Métodos. 

La [Cl-]i fue medida indirectamente como un cambio en la fluorescencia del compuesto MEQ 

considerándola una relación inversamente proporcional a los niveles intracelulares de Cl-. A 

partir de la curva de calibración se obtuvo el valor de la constante de Stern-Volmer que fue 

utilizada para determinar la concentración de Cl- en cada caso. Se encontraron diferencias 

significativas en los niveles de Cl- entre las células WNK3+ y WNK3-DA con respecto al control, 

siendo los valores obtenidos (en mM), 34.2±1.8, 41.6±2.4 y 26.4±1.4 para las células V, WNK3+ y 

WNK3-DA respectivamente (Fig. VI.10). Estos datos darían consistencia a los resultados 

reportados en ovocitos de Xenopus sobre la actividad de los cotransportadores electroneutros, 

en donde WNK3 inactiva a los KCCs y sobreactiva a los NKCCs incrementando teóricamente la 

[Cl-]i, mientras que WNK3-DA sobreactiva a los KCCs e inactiva a los NKCCs produciendo una 

reducción en los niveles intracelulares de Cl- (de los Heros et al. 2005). 

 

 

 

 

 

Fig VI.10 Concentración intracelular de Cl- en las distintas líneas celulares. Las células fueron cargadas con diH-
MEQ (25 μM) por 10 min, una vez que se internaliza, el compuesto es reducido hasta el sensor fluorescente de Cl- 
MEQ. Se contruyó la curva de calibración a partir de la cual se calculó la constante de Stern-Volmer con un valor de 
32.2 M-1 (regresión lineal indicada como línea punteada con una r2=0.99). Los datos de la fluorescencia de célula 
única fueron obtenidos mediante microscopía de epifluorescencia registrando los cambios en la señal a 440 nm. 
*Significativamente diferente P<0.05 con respecto al control (V). 

 

Los niveles de Cl-i se modificaron ante un estrés osmótico. Una condición hipotónica 

generó una reducción rápida y pronunciada en la concentración de Cl-i dentro de los primeros 4 

min que es atribuida a la dilución del medio por la entrada de agua durante el hinchamiento, a 
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esta fase siguió otra de reducción gradual y sostenida del Cl- que ocurre en paralelo a la 

regulación del volumen celular. La reducción de cloruro en esta segunda fase, se vio modificada 

por la sobreexpresión de WNK3 y la mutante WNK3-DA. Los datos en la Fig. VI.11 muestran una 

reducción de 19.8 ± 0.8%, una menor disminución en las células que sobre-expresan la cinasa 

WNK3: 12.1 ± 1.6 %, mientras que el porcentaje de reducción en presencia de la mutante DA sin 

actividad catalítica fue más pronunciado, 23.9 ± 1% (Fig. VI.11). 

 

Fig.VI.11 Reducción relativa de la [Cl-]i 
inducida por el estímulo H15%. La gráfica 
corresponde al curso temporal de los cambios 
en la [Cl-]i durante el DRV en las células control 
(V), WNK3+ y WNK3-DA. Los resultados se 
muestran como porcentaje de reducción de la 
fluorescencia con respecto a la condición 
isotónica en cada tipo celular. Las barras 
representan el porcentaje de decaimiento de 
la [Cl-]i en el rango de 4-15min y corresponden 
a la media ± EE de 3 experimentos 
independientes. *Significativamente diferente 
de las células V a P<0.05. 

 

El siguiente aspecto interesante de evaluar que derivó de estos resultados, fue el 

investigar cuál de los mecanismos de movilización de Cl- estaba siendo afectado y era el 

responsable de las diferencias observadas en la [Cl-]i de los distintos tipos celulares. Durante 

hipotonicidad, el Cl- puede estarse moviendo hacia el exterior celular principalmente mediante 

dos mecanismos, el canal de Cl- activado por volumen, o bien a través de los cotransportadores 

electroneutros KCCs. 
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Registros electrofisiológicos utilizando la técnica de patch clamp en su conformación de 

célula completa permitieron el estudio de la corriente de Cl-vol y del efecto de la cinasa WNK3 

sobre este parámetro. Se utilizó un protocolo de pulsos de voltaje desde -100 a +100 mV en 

incrementos de 20 mV como se especifica en los Métodos. La corriente obtenida en cada célula 

fue normalizada con respecto a su capacitancia cuyos valores en pF fueron: Vector 17 ± 2.3, 

WNK3+ 18.4 ±2.1 y WNK3-DA 18.9 ±4. Frente a la reducción del 15% en la osmolaridad 

extracelular, en los tres tipos celulares evaluados se produce una corriente de Cl- de 

rectificación saliente, con una cinética de inactivación a potenciales positivos y un potencial de 

inversión de -3 mV, muy cercano al potencial de equilibrio del Cl- predicho para nuestras 

soluciones (0 mV). La figura VI.12 muestra que la densidad de corriente obtenida a +100 mV en 

los tres grupos experimentales no presenta diferencias significativas entre las células 

modificadas, siendo 271 ± 41.6, 268.7 ± 23.4 y 242.8 ± 8.6 pA/pF para las células V, WNK3+ y 

WNK3-DA respectivamente (Fig. VI.12). 

Fig. VI.12 Corriente de Cl- 
activada por hipotonicidad. El 
potencial fue fijado a 0 mV y 
las corrientes se produjeron 
por la aplicación de pulsos de 
voltaje desde -100 a +100 mV 
en incrementos de 20 mV 
durante 300 ms. (a) trazos 
representativos de la 
corriente inducida bajo el 
protocolo descrito después de 
10 minutos de estabilización 
en la solución indicada. (b) 
Curva densidad de corriente 
(pA/pF) vs Voltaje (mV) en las 
células V, WNK3+ y WNK3-DA. 
Las barras representan la 
densidad de corriente en cada 
tipo celular a +100 mV. Los 
resultados son expresados 
como media ± EE de 7-15 
experimentos. 
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Para estudiar el efecto de la cinasa WNK3 sobre la actividad de los cotransportadores 

KCCs se realizaron experimentos de captura de 86Rb+ dependiente de la presencia de Cl- y en 

medio libre de Na+ para evitar la captura vía el NKCC. En condiciones basales (isotónico) la 

captura de 86Rb+ en las células control (V) fue de 8.8 ± 1.4 pmol/(μg de proteína x min) 

incrementándose hasta 24.7 ± 6.4 pmol/(μg de proteína x min) por efecto del estrés hipotónico. 

En las células WNK3+ la actividad del cotransportador fue prácticamente abolida, estando 

incluso por debajo del funcionamiento basal de los KCCs. Por el contrario, la expresión de la 

variante sin actividad catalítica WNK3-DA, incrementa notablemente su funcionamiento siendo 

casi 5 veces mayor que en las células V desde la condición isotónica con 53.2 ± 11.7 pmol/(μg de 

proteína x min), resaltando que el estímulo H15% no produce un incremento adicional al 

obtenido en isotónico por la WNK3-DA (Fig.VI.13). 

 
Fig. VI.13 Efecto de la sobreexpresión de 
WNK3 sobre la actividad de los 
cotransportadores KCCs. La captura de 86Rb+ 
sensible a Cl- fue medida en las células WNK3+ 
y WNK3-DA, comparándola con la obtenida en 
las células control V en condiciones isotónicas 
(barras blancas) o durante hipotonicidad 
(barras grises). Las barras representan los 
resultados de tres experimentos 
independientes. * Significativamente diferente 
del control V en isotonicidad a P<0.05. � 
Significativamente diferente de las células 
control en H15% a P<0.05. 

 

Los resultados mostrados hasta este punto demuestran tres aspectos importantes: i) el 

estrés hipotónico induce un cambio importante en la distribución subcelular de WNK3 y WNK3-

DA, ii) la sobreexpresión de WNK3 aumenta la concentración de Cl- intracelular y modifica la 

cinética del DRV al inhibir la actividad de los KCCs y iii) Un efecto opuesto se observó por la 

carencia de la actividad cinasa de la proteína, con una mayor reducción en el Cl- intracelular y 

una mayor eficiencia en el DRV, todo ello como resultado de la sobreactivación de los KCCs. 
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Con el propósito de examinar la contribución de cada una de las vías de liberación de Cl- 

(canal de Cl-vol o KCCs) al proceso del DRV, se intentó un abordaje farmacológico usando como 

inhibidores el DCPIB para los canales y el DIOA para los KCCs; sin embargo, nuestros resultados 

en las células HEK293 indican que este compuesto tiene también un efecto inhibidor muy 

potente sobre las corrientes de Cl- activadas por volumen, reduciendo 75 ± 7.9%, incluso a bajas 

concentraciones (20 μM). A su vez, el DCPIB anteriormente descrito como bloqueador selectivo 

de la ICl-vol, reduce 43.4 ± 0.3% la actividad hipotónica de los KCCs, a las concentraciones en las 

que ejerce sus acciones sobre las corrientes de Cl-. El efecto de ambos fármacos fue evaluado 

sobre el proceso de DRV en las células HEK293, observando claras diferencias sobre todo en los 

primeros minutos de la regulación del volumen. Una concentración de 20 μM de DIOA redujo 

25.4 ± 3.9% el DRV, mientras que el DCPIB 10 μM disminuye la eficiencia del proceso 34.4 ± 

6.4%; el efecto de estos fármacos fue aditivo (Fig. VI.14). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. VI.14 Efecto del DCPIB y el DIOA sobre el DRV. Las células fueron preincubadas con los fármacos 30 min antes 
del registro y se mantuvieron presentes durante el experimento. Las barras corresponden al porcentaje del DRV al 
final de la fase rápida. *Significativamente diferente del control en H15% a P<0.05. 
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Fig. VI.15 Efecto del DCPIB y DIOA sobre la ICl-vol y la actividad de los cotransportadores electroneutros KCCs en 
células HEK293 expuestas a H15%. (a) curva I-V en presencia de los inhibidores que fueron agregados a la solución 
extracelular en perfusión en el momento de máxima amplitud de la corriente alcanzada en cada tipo celular. Las 
barras representan el porcentaje de reducción de la densidad de corriente a +100 mV. * Diferencias significativas 
con respecto al control en H15% a P<0.05. (b) Efecto inhibidor del DCPIB y DIOA sobre la actividad hipotónica de los 
KCCs. Las células fueron preincubadas 30 min antes de llevar a cabo la captura de 86Rb+ y permanecieron presentes 
en las soluciones a lo largo del experimento.*Significativamente diferente con respecto al control en isotonicidad a 
P<0.05; � Significativamente diferente de la condición H15% a P<0.05. 

 

WNK3 y el incremento regulador del volumen celular 

 

La siguiente fase en la investigación estuvo encaminada a evaluar el efecto de la WNK3 en el 

proceso de recuperación del volumen cuando las células se exponen a un estrés hipertónico. Se 

usaron las mismas herramientas que en la condición hipotónica, es decir, la sobrexpresión de 

WNK3 (WNK3+) y la expresión de la cinasa sin actividad catalítica (WNK3-DA). El medio 

hipertónico se preparó por adición de sorbitol hasta alcanzar una osmolaridad final de 600 

mOsm. Este estímulo induce una importante reducción del volumen celular (32.4 ± 1.3%), 

seguida del proceso activo de recuperación de volumen denominado IRV. El porcentaje de 

regulación final del volumen fue de 48.3 ± 2.4% en las células control, sin modificarse 

significativamente en las células WNK3-DA (50.8 ± 4.6%). En las células que sobreexpresan a 

WNK3, en cambio, se observó un aumento del 30 ± 3.8% en la eficiencia del IRV; este efecto fue 
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prevenido en presencia de la bumetanida 10 μM, inhibidor del cotransportador NKCC (Fig. VI. 

16). 

 

Las curvas de regulación del volumen en las células control y WNK3+ se ajustaron a un 

modelo de crecimiento monoexpon������	
��
����
��
|���
��
� es mayor en las células WNK3+ 

(212.6 ± 9.9 s) que en las células control (149.56 ± 19.3 s). Un incremento en la amplitud de la 

curva del IRV en las células WNK3+ correlaciona con el aumento en la eficiencia final de 

regulación arriba mencionado. En el caso de las células WNK3-DA, el curso temporal de 

regulación del volumen se ajusta mejor a una ecuación biexponencial, cuyos parámetros se 

especifican en la tabla II; en estas células la recuperación del volumen es significativamente 

mayor (26.2 ± 3.6%) en la primera etapa de la regulación del volumen. Este comportamiento, 

fue revertido por efecto de la bumetanida, sugiriendo la participación del cotransportador NKCC 

al proceso. 

Fig. VI 16 Curso temporal de los cambios 
en el volumen celular inducidos por 
hipertonicidad en las células HEK293 y 
las líneas establemente transfectadas. (a) 
En la gráfica se muestran trazos 
representativos de los cambios en el 
volumen producidos por la exposición de 
las células a un estímulo hipertónico de 
600 mOsm. Las barras representan el 
porcentaje del IRV al final del 
experimento (inserto en a) con respecto 
al hinchamiento máximo y el efecto de la 
bumetanida como inhibidor del 
cotransportador NKCC. En b el porcentaje 
de regulación en los primeros minutos del 
proceso de IRV. *Significativamente 
diferente de las células control a P<0.05. 
� Significativamente diferente de la 
condición en ausencia de bumetanida a 
P<0.05. 
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El estudio de la actividad del NKCC en los distintos tipos celulares se llevó a cabo 

mediante la medición de la captura de 86Rb+ sensible a bumetanida 10 μM. La actividad del 

cotransportador se evaluó al tiempo final del experimento de IRV (15 min) y después de los 

primeros minutos del proceso de regulación en los que se observaron diferencias en la cinética 

por la expresión de WNK3-DA (3 min). En la figura VI.17 se observa que la actividad del NKCC no 

se incrementa por estrés hipertónico en ninguno de los dos tiempos evaluados; sin embargo, al 

minuto 3 (Fig. VI.17a), la captura de 86Rb+ en las células WNK3-DA aumentó casi al doble y de 

manera independiente de la condición osmótica. Al tiempo final de la regulación, la actividad 

del cotransportador tanto en las células WNK3+ como en las mutantes WNK3-DA es mayor, 37.5 

± 3.6 y 63 ± 1.4% respectivamente, con respecto a las células control. Una vez más, este efecto 

es independiente de la osmolaridad de la solución experimental (Fig. VI.17b). 

                                                      
                                                   Tabla VI.II Fases del proceso de IRV, análisis exponencial 

 

 

 

 

 

 
                                    

Fig. VI.17 Actividad del NKCC en células WNK3+ y WNK3-DA. La captura de 86Rb+ fue llevada a cabo tal como se 
especifica en la sección de métodos al minuto 3 (a) y al minuto 15 (b) tanto en condiciones isotónicas como 
hipertónicas. * Significativamente diferente del control en isotonicidad a P<0.05; � Significativamente diferente de 
las células control durante hipertonicidad a P<0.05. 
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Los resultados correspondientes a esta sección experimental arrojan datos interesantes: 

i) El cotransportador NKCC no participa de manera activa en el proceso de IRV en las células 

HEK293 y ii) en las células WNK3+ y WNK3-DA se observa un incremento en la actividad del 

cotransportador NKCC, desde la condición isotónica, que no se sobrepasa en condiciones 

hipertónicas. Por esta razón se afectan distintas etapas de la regulación del volumen celular. 

 

VI.2 SECCIÓN II 

 

Efecto de las variantes de WNK3 sobre la actividad de los CEN de cationes acoplados a Cl- 

 

La mayoría de los estudios que evalúan la participación de WNK3 sobre la actividad de diversas 

vías de transporte iónico, incluidos los resultados presentados anteriormente, se llevaron a cabo 

utilizando la isoforma de WNK3 denominada 18a; sin embargo, mediante el análisis genómico 

de WNK3 se han detectado dos sitios de empalme alternativo que dan lugar a cuatro isoformas: 

WNK3 18a, WNK3 18b, WNK3 18a+22 y WNK3 18b+22. 

 

Glover y colaboradores en el 2009, mostraron datos interesantes acerca de la isoforma 

WNK3-18b y su efecto sobre la actividad del cotransportador renal NCC. De acuerdo a este 

reporte, WNK3 18b+22 tiene un comportamiento totalmente opuesto al de la isoforma 18a, 

ejerciendo un efecto análogo al de la mutante WNK3-DA (18a), esto es, inhibe al 

cotransportador NCC mientras que la variante que carece de actividad catalítica lo sobreactiva. 

Sin embargo, de acuerdo a su patrón de distribución, NCC y WNK3 18b son entidades 

moleculares que no colocalizan tisularmente. En esta sección se presentan los resultados de un 

estudio del efecto de las isoformas de WNK3 sobre la actividad de los CEN de cationes 

acoplados a Cl-, con particular interés en aquellos que se localizan en el mismo tejido. 

 

El que se lleve a cabo este tipo de estudio en líneas celulares de mamífero tiene varias 

desventajas metodológicas: i) los ensayos de actividad de los cotransportadores son a nivel 

poblacional y por lo tanto requieren de altos niveles de expresión de la proteína exógena (que 
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no se logran mediante la transfección transitoria), haciendo necesaria la generación de líneas 

estables, ii) se requiere la coexpresión tanto de la cinasa como del cotransportador por lo que 

se deberían construir 28 líneas para la cinasa activa y 28 para la mutante sin actividad catalítica, 

dificultando su manejo y aumentando el costo de la investigación por el incremento en los 

reactivos utilizados, ii) se debe tener especial cuidado en que los niveles de sobreexpresión 

cinasa/cotransportador sean proporcionales lo cual incrementa la dificultad y el tiempo de 

estandarización del modelo. Ante estos inconvenientes, la expresión funcional en ovocitos de 

Xenopus es una primera y eficiente aproximación para determinar posibles efectos diferenciales 

de las isoformas de WNK3. Los ovocitos de Xenopus han sido ampliamente utilizados para el 

estudio de la expresión de proteínas exógenas a partir de la microinyección de RNAc, debido a 

que ofrecen la ventaja de una considerable sobreexpresión de la proteína de interés y 

adicionalmente, cada ovocito microinyectado se comporta como un sistema independiente 

confiriendo una alta reproducibilidad de los resultados. 

 

Clonación de las isoformas de WNK3 y generación de las construcciones 

 

Utilizando como molde la genoteca de cerebro fetal humano (Human fetal brain Marathon-

Ready, Clontech) y oligonucleótidos diseñados sobre los exones 18a y 23 detallados en la 

sección de Métodos, se amplificaron mediante reacciones de PCR dos productos cuya identidad 

molecular se corroboró mediante secuenciación automatizada y análisis de restricción 

(Fig.VI.18). El producto de menor tamaño corresponde a WNK3 18a (1018 pdb), mientras que el 

fragmento mayor es el de WNK3 18b con 140 pdb adicionales (1158 pdb). Estos productos se 

purificaron y subclonaron en el vector de expresión pGH19 entre los sitios 5’StuI y 3’DraIII del 

sitio de multiclonación. El exón 22 no pudo ser amplificado a partir de la genoteca siguiendo la 

misma estrategia de clonación, lo cual probablemente se deba a las diferencias en cuanto a 

abundancia de las isoformas ya que basados en los datos mostrados en Holden, 2004, el exón 

22 se expresa en una proporción muy baja con respecto al exón 18a o 18b. 
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Figura VI.18 Amplificación de dos 
isoformas de WNK3 a partir de 
genoteca de cerebro fetal humano 
(a). mediante la estrategia de PCR y 
utilizando los oligonucleótidos 
diseñados sobre el exón 18a y el exón 
23 como se detalla en el texto, se 
amplificó un producto que contienen 
el exón 18a (1270 pdb) y un segundo 
producto que contiene el exón 18b 
(1410 pdb). Un fragmento de ~ 860 
pdb fue amplificado a partir de los 
oligonucleótidos específicos para 
GAPDH. (b) Las clonas fueron 
digeridas con las enzimas StuI y DraIII 
generando un fragmento de 1018 
pdb en el caso de WNK3 18a y un 
fragmento de 1158 pdb en WNK3 
18b. 

 

 

 

Para obtener el cDNA de las isoformas de WNK3 que contienen el exón 22, se diseñó una 

estrategia de inserción mediante PCR de dos pasos utilizando los oligonucleótidos que se 

detallan en los Métodos. Los fragmentos obtenidos fueron clonados en pGH19 y corroborados 

en su secuencia de manera automática así como mediante el análisis de restricción (Fig. VI.19). 

Con la finalidad de determinar si los efectos de cada una de las isoformas de WNK3 sobre los 

cotransportadores son dependientes de la actividad catalítica de WNK3, se generó mediante 

mutagénesis dirigida la variante de WNK3 sin actividad catalítica (WNK3-DA) que fue 

secuenciada para corroborar el correcto cambio en los nucleótidos. 

B 
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Fig.  
VI.19  Amplificación por PCR de dos pasos como estrategia para insertar el exón 22 (a) amplificación de los 
fragmentos AB y CD generando los siguientes productos: fragmento AB WNK3 18a (1074 pdb), AB WNK3 18b (1215 
bdp), fragmentos CD WNK3 18a y 18b (684 pdb). (b) los productos de la segunda PCR corresponden a los 
fragmentos, AD WNK3 18a+22 (1755 pdb) y AD WNK3 18b+22 (1866 pdb). (c) Análisis de restricción de las cuatro 
isoformas de WNK3, las clonas fueron digeridas durante 1h con las enzimas StuI y DraIII. 
 

          Efecto de las isoformas de WNK3 sobre la actividad de los CEN de cationes acoplados a Cl- 

 

En trabajos previos se ha reportado un claro y potente efecto activador de WNK3-18a sobre el 

funcionamiento de los cotransportadores de Cl- acoplados a sodio (Kahle et al. 2005; Rinehart et 

al. 2005). En esta sección de resultados se presentan los efectos de las otras variantes de WNK3 

sobre la actividad de los cotransportadores NCC, NKCC1 y NKCC2. Los experimentos de NKCC se 

llevaron a cabo en hipotonicidad ya que en esta condición el cotransportador se encuentra 

inhibido. En la tabla III se muestran los valores obtenidos de la actividad de los NKCCs bajo las 

distintas condiciones experimentales. En general, la actividad basal del NKCC1 presenta una 

variación entre 139 a 275 pmol x ovocito-1 x hr-1; la coexpresión de cualquiera de las isoformas 

de WNK3 genera un incremento por arriba de 1500 pmol x ovocito-1 x hr-1. Expresados en 

porcentajes, los incrementos fueron de 2,330 ± 250, 3,383 ± 244, 3320 ± 405 y 2217 ± 567 para 
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las isoformas WNK3-8a, 18b, 18a+22 y 18b+22 respectivamente (Fig. VI.20a). La actividad del 

NKCC2 en presencia de las isoformas 18a y 18b muestran un incremento significativo en su 

actividad (tabla III), un resultado similar al obtenido para NKCC1. 

 

Tabla III. Efecto de las isoformas de WNK3 sobre la actividad de los cotransportadores de cationes acoplados a Cl-. 

 Control WNK3-18a Control WNK3-18b Control WNK3-18a+22 Control WNK3-18b+22 

NKCC1 195 ± 42 5116 ± 551 208 ± 71 7560 ± 767 139 ± 48 7430 ± 907 275 ± 64 4756 ± 282 

NKCC2 4160 ± 373 9721 ± 708 4106 ± 373 7622 ± 419 5342 ± 369 7324 ± 740 5342 ± 369 7001 ± 519 

NCC 2379 ± 159 9310 ± 473 2016 ± 193 5690 ± 595 1353 ± 212 4246 ± 325 2513 ± 313 7446 ± 701 

KCC1 3821 ± 372 518 ± 113 4053 ± 294 933 ± 144 2635 ± 354 2752 ± 263 3631 ± 372 1077 ± 237 

KCC2a 15085 ± 943 1038 ± 179 10498 ± 656 2975 ± 330 15085 ± 943 3967 ± 1050 8201 ± 567 3253 ± 216 

KCC2b 5192 ± 365 1617 ± 198 7771 ± 606 1305 ± 95 4185 ± 619 2455 ± 229 9117 ± 576 3650 ± 678 

KCC3a 7777 ± 859 1398 ± 263 10547 ± 972 1129 ± 194 5811 ± 565 2894 ± 326 11448 ± 1391 848 ± 199 

KCC3b 14229 ± 859 38 ± 27 14229 ± 1399 164 ± 34 NE NE NE NE 

KCC4 10724 ± 603 3052 ± 232 11327 ± 535 2752 ± 193 10264 ± 679 3168 ± 280 12120 ± 536 3016 ± 320 

Los valores son la media ± EE. NE, no evaluado. 

 

En el caso del cotransportador NCC, todas las isoformas producen un aumento 

significativo en su actividad. Los valores de captura de 86Rb+ sensible a metolazona 

representativos de la actividad del NCC, se encuentran resumidos en la tabla III y corresponden 

a los porcentajes de incremento mostrados en la gráfica de la figura VI.20b. El máximo 

porcentaje de activación se obtiene en presencia de la isoforma WNK3-18a (337 ± 21%) 

mientras que el incremento en su actividad por efecto de las demás variantes es ligeramente 

menor 209 ± 21% para WNK3 18b, 234 ± 30% en WNK3 18a+22 y 208 ± 19% en el caso de 

WNK3-18b+22. Es importante notar que la isoforma 18b+22 que fue sugerida como inhibidora 

de la actividad del NCC (Glover et al. 2009) produce un incremento de su actividad en un 

porcentaje muy similar a las demás isoformas. 

 

En cuanto a los cotransportadores de Cl- acoplados a potasio, el efecto clásico de WNK3 

18a sobre su actividad, es una potente inactivación de los KCCs incluso en una condición 

hipotónica en la que estos cotransportadores alcanzan su máximo funcionamiento. Las distintas 

variantes de WNK3 se coexpresaron junto con los cuatro miembros de la familia de 

cotransportadores de Cl- acoplados a potasio (KCC1-4), además de dos variantes de KCC2 y 
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KCC3. Los resultados de captura de 86Rb+ sensible a cloro que permiten disecar la actividad de 

los KCCs se muestran en la tabla III, en donde se observa que las cuatro isoformas de WNK3 

inducen la reducción de la actividad de todos los KCCs evaluados. Los porcentajes de inhibición 

varían entre el 60 y el 90% y se muestran en las gráficas de la figura VI.21. 

Fig VI.20 Efecto de las variantes de WNK3 en la actividad de los cotransportadores NKCC1 (a) y NCC (b). Los datos 
fueron normalizados con respecto a la actividad basal en ausencia de WNK3 que fue tomada como el 100%. Los 
experimentos se llevaron a cabo en una condición hipotónica. *Significativamente diferente de control a P<0.001. 

 
Fig. VI.21 Efecto de las 
variantes de WNK3 sobre 
la actividad de los 
cotransportadores de Cl- 
acoplados a potasio KCC1 
(a), KCC2b (b), KCC3a (c) y 
KCC4 (d). Los experimentos 
fueron llevados a cabo en 
una condición hipotónica. 
*Diferencias significativas 
con respecto al control a 
P<0.001. 
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      Efecto de las isoformas de WNK3-DA sobre la actividad de los CEN de cationes acoplados a Cl- 

 

La pérdida de la actividad catalítica de la proteína WNK3-18a tiene consecuencias interesantes 

sobre la actividad de los cotransportadores, ya que no solo evita el efecto de WNK3, sino que 

modifica su actividad basal. Una pregunta importante por resolver es si este efecto es una 

respuesta conservada para las otras isoformas de WNK3. Para responder a esta cuestión, 

mediante mutagénesis puntual se eliminó la actividad catalítica de las isoformas de WNK3 y se 

evaluó su efecto sobre la actividad de los cotransportadores NKCC1/2, NCC, KCC1, KCC2a, 

KCC2b, KCC3a y KCC4. 

 

En la tabla IV se indican los valores obtenidos de captura de 86Rb+ dependiente de la 

actividad de NKCC1, que en condiciones basales se encontró en un rango de 7048 ± 425 a 10263 

± 1793 pmol x ovocito-1 x h-1. El efecto de las mutantes DA fue consistente entre las distintas 

isoformas, reduciendo la captura a 2839 ± 310, 3294 ± 218, 1206 ± 175 y 3440 ±166 pmol x 

ovocito-1 x h-1 en el caso de los ovocitos que coexpresan a WNK3-18a, 18b, 18a+22 y 18b+22 

respectivamente. Los resultados obtenidos en el caso de la actividad del NKCC2 reflejan el 

mismo efecto inhibidor por parte de las isoformas 18a y 18b (Tabla IV). Estos experimentos se 

llevaron a cabo en condiciones hipertónicas en donde el NKCC alcanza su máxima activación. 

Efectos muy similares se observaron en el caso de la actividad del NCC, en donde todas las 

isoformas redujeron su actividad que va de 1145±176 a 6289 ± 658 en hipertonicidad hasta 124 

± 155 pmol x ovocito-1 x h-1 en WNK3-18a, 724 ± 120 pmol x ovocito-1 x h-1 por la coexpresión de 

WNK3-18b, 1010 ± 325 pmol x ovocito-1 x h-1 en presencia de WNK3 18a+22 y 1897 ± 482 con 

WNK3-18b+22. Los porcentajes de incremento se muestran en la figura VI.22. 

 

El efecto de las variantes DA sobre el funcionamiento de la familia de cotransportadores 

que acoplan el movimiento de Cl- al gradiente del K+ se evaluó en una condición isotónica, en la 

cual su actividad es esencialmente nula, a excepción del KCC2 que presenta moderada actividad 

basal. La coexpresión de las isoformas 18a y 18a+22 induce un incremento en la actividad de 

todas las variantes de KCC, particularmente la isoforma en la que está presente el exón 22. Sin 
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embargo, la expresión de la isoforma DA de WNK3-18b con o sin exón 22 evita el efecto 

potenciador de la actividad de los KCC característico de la falta de actividad cinasa de la 

proteína. Estos datos se muestran en la tabla IV y como porcentaje en la figura VI.23. 

 

Tabla IV. Efecto de las isoformas catalíticamente inactivas de WNK3 sobre la actividad de los CEN acoplados a Cl- 
 Control WNK3-18a Control WNK3-18b Control WNK3-18a+22 Control WNK3-18b+22 

NKCC1 8518 ± 880 2839 ± 310 7048 ± 425 3294 ± 218 10263 ± 1793  1260 ± 175 7858 ± 681 3440 ± 166 

NKCC2 6190 ± 328 1800 ± 183 6190 ± 328 1864 ± 433 NE NE NE NE 

NCC 3505 ± 461 124 ± 155 1145 ± 176 724 ± 120 2557 ± 262 1010 ± 325 6289 ± 658 1897 ± 482 

KCC1 156 ± 21 627 ± 120 150 ± 16 542 ± 156 22 ± 27 786 ± 207 106 ± 16 139 ± 30 

KCC2a 1881 ± 291 6235 ± 1056 1282 ± 174 1162 ± 154 2257 ± 476 7289 ± 1589 1282 ± 174 1207 ± 201 

KCC2b 544 ± 39 1529 ± 165 418 ± 30 374 ± 36 635 ± 78 2994 ± 587 353 ± 37 239 ± 42 

KCC3a 363 ± 58 714 ± 172 178 ± 27 278 ± 78 477 ± 104 795 ± 151 199 ± 50 62 ± 37 

KCC4 546 ± 99 1554 ± 285 558 ± 109 645 ± 176 928 ± 180 5686 ± 1556 895 ± 221 1186 ± 370 

      Los valores son la media ± EE. NE, no evaluado. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. VI.22 Efecto de las variantes catalíticamente inactivas de WNK3 sobre la actividad de los cotransportadores -, 
NKCC1 (a) y NCC (b). Los experimentos correspondientes a NKCC1 se llevaron a cabo bajo una condición 
hipertónica. *Significativamente diferente del control a P<0.001.

 

Es importante notar que a pesar de que las otras isoformas de WNK3 mantienen un 

efecto similar al descrito para la WNK3-18a, la magnitud de estos efectos es diferente entre 

ellas. La figura VI.24 muestra estas diferencias como delta de la actividad del cotransportador. 

Es claro que el efecto de la isoforma 18b tanto nativa como de la mutante DA sobre la actividad 

de NKCC1 es mayor comparada con el efecto de WNK3-18a, contrario a lo que ocurre con el 



- 77 - 
 

NCC, en donde el efecto de las isoformas 18a es mayor que el de las 18b (con o sin actividad 

catalítica). Estas diferencias se eliminan en presencia del exón 22 cuando se estudia la actividad 

del NCC y se revierten en el caso del NKCC1. 

Las observaciones anteriormente descritas sugieren que existen secuencias dentro de la 

estructura de WNK3 que modulan la magnitud del efecto sobre la actividad de los 

cotransportadores, enfatizando la relevancia del estudio detallado del patrón de expresión de 

cada isoforma. 

 

 

 
 
Fig. VI.23 Efectos de las variantes catalíticamente inactivas de WNK3 sobre la actividad de los cotransportadores 
de K+ acoplados a Cl- KCC1 (a) KCC2b (b), KCC3a (c) y KCC4 (d). Los se llevaron a cabo bajo una condición isotónica. 
*Significativamente diferente del control a P<0.001. 
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Fig. VI.24 Diferencias en la magnitud del efecto de las isoformas de WNK3 y sus variantes catalíticamente 
inactivas sobre la actividad de los cotransportadores NKCC y NCC. Los resultados son expresados como delta del 
efecto en NKCC1 (a) o NCC (b) por WNK3-18a (barras grises) o WNK3-18b (barras negras), con o sin actividad 
catalítica. Las barras en diagonal corresponden al efecto de WNK3-18a+22 y las barras horizontales a WNK3-
18b+22, con y sin actividad catalítica como se indica en la figura. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 79 - 
 

VII. DISCUSIÓN 

 

Los resultados de este trabajo resaltan la participación de la cinasa WNK3 en la regulación del 

volumen celular en células HEK293. En experimentos de expresión funcional en ovocitos de 

Xenopus, WNK3 ha mostrado ejercer una regulación recíproca sobre la actividad de los CEN de 

cationes acoplados a cloruro, los cuales participan de manera activa durante los mecanismos de 

regulación de volumen. Esta característica es única para la WNK3 dentro de la familia de estas 

cinasas y la hace particularmente interesante. El procedimiento experimental usado en esta 

investigación se basó de manera importante en la observación de los efectos de sobre-

expresión de la cinasa WNK3 y la expresión de la mutante sin actividad catalítica como 

herramienta de estudio. Las células renales HEK293 de origen embrionario fueron seleccionadas 

como modelo experimental por su alta eficiencia como sistema de sobre-expresión de proteínas 

exógenas. El uso del vector pcDNA3.1/NT-GFP TOPO (Invitrogen), simplificó el proceso de 

selección ya que además del gen de resistencia a antibiótico, contiene un gen reportero con la 

GPF fusionada al extremo amino terminal de WNK3, de tal manera que las líneas establemente 

transfectadas podían ser corroboradas tanto por ensayos tipo western blot utilizando 

anticuerpos anti-WNK3 o anti-GFP, como por microscopía de fluorescencia. La variante de 

WNK3 sin actividad catalítica (WNK3-DA) fue diseñada mediante mutagénesis dirigida 

sustituyendo el residuo de aspartato (D) en la posición 294 por un residuo de alanina (A), este 

aspartato funciona como sitio de unión a Mg2+ y es necesario para la actividad cinasa de la 

proteína. 

 

En esta investigación se mostró la localización de WNK3 en puntos a nivel de las uniones 

intercelulares en el cultivo de células HEK293. Este mismo patrón de localización de WNK3 se ha 

observado en epitelios secretores especializados en el transporte de Cl-, incluyendo ductos 

pancreáticos y biliares, epidídimo, glándulas gástricas y epitelio de absorción del intestino 

delgado (Kahle et al. 2005). Este patrón de distribución sugiere una relación de WNK3 con 

procesos de transporte iónico transepitelial. Sin embargo, su localización subcelular pudiera ser 

dependiente del tipo de célula, ya que en cultivos gliales de naturaleza neoplásica, WNK3 se 
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localiza claramente en estructuras vesiculares en el citosol (Haas et al. 2011). Será necesario 

ampliar las investigaciones a otros tipos celulares, evaluando si dicha distribución es particular 

de la célula en estudio o si estos cambios están asociados a eventos propios de la 

transformación celular durante neoplasias. La localización de WNK3 en las uniones 

intercelulares, requiere que la proteína exprese su actividad de fosforilación. Como se muestra 

en nuestras investigaciones, la mutante WNK3-DA ya no se le encuentra en las uniones 

intercelulares sino que se localiza en una zona cercana al núcleo, que colocaliza parcialmente 

con la cisterna trans de Golgi. 

 

Un resultado interesante de nuestra investigación es que se demostró por primera vez, 

una implicación de WNK3 en el fenotipo de las células HEK293. La observación de un cambio 

notable en la morfología de las células WNK3-DA, sugiere que la actividad catalítica de WNK3 se 

requiere para que se lleven a cabo las interacciones debidas con aquellos componentes del 

citoesqueleto, presumiblemente necesarios para el correcto ensamblaje de la arquitectura 

celular típica de la línea HEK293. La vía de señalización que incluye a las proteínas Rho GTPasas 

podría estar participando en este proceso, por su importante implicación en la morfogénesis 

epitelial. La proteína Rac, uno de los elementos de esta vía, induce la formación de una red de 

actina submembranal que capacita a la célula para formar extensiones periféricas tipo 

lamelipodio, mientras que otro de los elementos de la vía, el Cdc42, es indispensable durante la 

formación de filopodios (Papakonstanti et al. 2000). De particular interés para la línea de esta 

investigación, es que dichas modificaciones podrían alterar la respuesta de la célula ante 

cambios osmóticos, ya que el citoesqueleto es uno de los elementos celulares que presenta 

alteraciones drásticas durante la respuesta a los cambios en el volumen celular, tanto para la 

modificación inicial del volumen inducida por la alteración osmótica, como para la correcta 

recuperación del volumen original de la célula. El citoesqueleto también tiene un papel en el 

direccionamiento de proteínas de transporte de osmolitos hacia la membrana celular, así como 

en su funcionamiento y reciclamiento (Pedersen et al. 2001). Un elemento del mayor interés en 

esta cadena de interacciones con el citoesqueleto posiblemente moduladas por WNK3, podría 

establecerse a través de sus acciones sobre los cotransportadores NKCCs y KCCs. Estas 
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moléculas han mostrado operar como intermediarios entre las conexiones de la membrana 

plasmática y el citoesqueleto a través de su unión a las proteínas ezrina-radixina-moesina, 

modulando las fuerzas contráctiles que se generan entre la matriz extracelular y la membrana 

plasmática durante la migración de la célula (Denker et al. 2000; Denker y Barber 2002), proceso 

durante el cual se requieren adaptaciones en el volumen celular (Lang et al. 1998). La 

modulación de la actividad de estos CEN por WNK3 puntualiza su relevancia en los procesos de 

migración celular, por lo que es interesante evaluarla con detalle en investigaciones posteriores. 

La evidencia que liga los fenómenos de volumen y migración celular indica que NKCC1 es un 

elemento indispensable para que se lleven a cabo los cambios de volumen asociados a la 

invasión celular y que su actividad es dependiente de la presencia de WNK3 (Haas et al. 2011). 

 

La dinámica de la distribución subcelular de WNK3 y de su variante sin actividad 

catalítica se modificó sustancialmente frente al estrés osmótico. Las condiciones anisotónicas 

llevaron a la relocalización de la proteína hacia el citosol, un efecto asociado probablemente a la 

necesaria disponibilidad de la cinasa en el citoplasma para interactuar con sus proteínas blanco 

durante la respuesta adaptativa al cambio en volumen. Los resultados no muestran la 

movilización de WNK3 a la membrana plasmática o sus regiones circundantes, por lo que es 

probable que WNK3 forme parte de una compleja red de señalización dentro de la regulación 

del volumen celular, por arriba de otras proteínas que se encargan de la activación directa de 

los canales y cotransportadores. 

 

WNK3 y el decremento regulador del volumen  

 

Los resultados obtenidos en esta investigación muestran que la WNK3 no participa en el 

proceso de movilización de agua que genera el hinchamiento cuando la célula se expone a una 

condición hipotónica (H15%); en cambio, WNK3 sí ejerce un efecto sobre el proceso de DRV, 

cuya eficiencia muestra una reducción, ligera pero significativa por la sobre-expresión de la 

cinasa. Un dato de mayor relevancia en relación con la importancia de WNK3 en el DRV es el 

que la mutante DA sin actividad catalítica no solo restablece la velocidad del proceso, sino que 
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lo acelera. Este hallazgo junto con el cambio en la cinética de la regulación del volumen sugiere 

que la WNK3 está participando en la modulación de algunas de las vías de movilización de los 

osmolitos, manteniendo la vía deprimida por una acción relativa a su actividad de fosforilación. 

Con base en el conocimiento de la importancia del estado de fosforilación de al menos algunas 

de las vías de movilización de osmolitos responsables del DRV, como es el caso de los 

transportadores KCC, es posible que la enzima esté contribuyendo a la dinámica de fosforilación 

de al menos este sistema de cotransportadores, sin excluir la posibilidad de su influencia en 

otras de las vías de movilización de osmolitos que permiten la recuperación del volumen celular. 

Como se mencionó en la Introducción, los osmolitos que participan de manera importante en el 

DRV son por una parte los iones presentes en los compartimientos intra y extracelulares, en 

concentraciones suficientemente elevadas como para incidir en la movilización osmótica de 

agua, y por otra parte, el grupo de osmolitos orgánicos, que son un conjunto de moléculas 

heterogéneas, que cumplen con el mismo requisito de concentración suficiente para participar 

en la dinámica de los flujos de agua. En este trabajo se investigaron los efectos de WNK3 sobre 

los mecanismos encargados de la movilización de los osmolitos que, en general son canales y 

CEN para el caso de los iones, y vías difusionales en el caso de los osmolitos orgánicos. 

 

La movilización de osmolitos orgánicos es uno de los mecanismos celulares más 

importantes para enfrentar y contrarrestar las alteraciones en el volumen de la célula y la 

taurina es considerada el osmolito orgánico representativo; sin embargo, nuestros resultados 

en células HEK293 indican que esta vía no se encuentra activa ante un estímulo hipotónico de 

15%, por lo que en este tipo celular la liberación hipotónica de taurina parece ser útil 

únicamente para enfrentar perturbaciones en la osmolaridad de mayor magnitud. De acuerdo al 

tipo celular se han reportado variaciones en la sensibilidad de la liberación hipotónica de 

taurina; por ejemplo, en células de tipo epitelial son necesarias reducciones de al menos 20% en 

la osmolaridad para activar la vía (Tomassen et al. 2004), en contraste con las células nerviosas 

que movilizan taurina frente a reducciones de 3-5% en la osmolaridad (Olson y Li 2000; Tuz et 

al. 2001). 
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De acuerdo a estos resultados, el DRV en células HEK293 frente a una condición 

hipotónica 15%, se lleva a cabo mediante la movilización de osmolitos inorgánicos, en donde el 

Cl- parece tener un papel fundamental. Una contribución importante del presente trabajo al 

entendimiento de las funciones de la cinasa WNK3, fue demostrar su capacidad de modular la 

[Cl-]i; este efecto había sido intuido previamente por su influencia sobre la actividad de los CEN; 

sin embargo, no se había demostrado de manera cuantitativa. Lo que se demostró en este 

trabajo es que la [Cl-]i en las células HEK293 en condiciones isotónicas, está determinada al 

menos parcialmente por la actividad de la cinasa WNK3, ya que la sobre-expresión de la cinasa 

incrementa la [Cl-]i, en tanto que cuando se expresa la enzima sin actividad catalítica, se observa 

una reducción. El estrés hipotónico produce la salida de Cl- generando un decremento en sus 

niveles intracelulares; dicho proceso fue igualmente modificado por la sobre-expresión de 

WNK3 y WNK3-DA. Este efecto es indicativo de la influencia de WNK3 sobre las vías de 

liberación de Cl-, dentro de las cuales en este trabajo (Cruz-Rangel et al. 2012) se evaluaron el 

canal de Cl-vol y los cotransportadores KCCs. Los resultados mostraron que WNK3 no regula la 

amplitud de la corriente de Cl- activada por volumen bajo las condiciones experimentales 

utilizadas en la investigación; sin embargo, no es posible considerar de forma concluyente este 

resultado negativo, ya que las proteínas sobre-expresadas pueden estar siendo diluidas por el 

remplazo parcial o total del contenido citosólico en la modalidad de patch clamp de célula 

completa, en la que se realizó el análisis de estas corrientes de Cl-. Esta cuestión puede ser 

aclarada más definitoriamente en estudios en los que se utilice la conformación de parche 

perforado, la cual permite mantener la integridad de la composición iónica y proteica del 

interior celular. 

 

A diferencia de las observaciones sobre el canal de Cl-vol, en el presente estudio se pudo 

demostrar que WNK3 ejerce una importante modulación de la actividad de los 

cotransportadores KCCs en las células HEK293. Un papel importante de la isoforma KCC3 en el 

DRV ha sido demostrada en cultivos primarios de neuronas piramidales de hipocampo 

provenientes de ratones KCC3-/- (Boettger et al. 2003). En estas células, la regulación del 

volumen después del estrés hipotónico se ve dramáticamente reducida con respecto al control, 
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causando adicionalmente neurodegeneración. Este efecto de la ablación génica de KCC3 sobre 

el DRV, también ha sido observado en células del túbulo renal y eritrocitos (Boettger et al. 2003; 

Rust et al. 2007). Cabe mencionar que en las células HEK293 no existen reportes de la expresión 

de las distintas isoformas de los KCC (KCC1-KCC4) encontradas en otros tipos celulares, por lo 

que los resultados obtenidos a partir la captura de 86Rb sensible a Cl- como los del presente 

trabajo no permiten hacer una distinción entre las posibles variantes, sino que la actividad 

medida corresponde a la suma de todas aquéllas variantes que tengan una expresión funcional 

en estas células. En este tema, nuestros resultados muestran claramente que la sobre-expresión 

de WNK3 abate la actividad de los KCCs tanto en condiciones isotónicas como frente al estrés 

hipotónico. Su efecto está mediado por la actividad cinasa de la proteína, ya que la mutante 

inactiva WNK3-DA incrementa la actividad de los KCCs por arriba de su funcionamiento normal 

durante hipotonicidad. Estos efectos podrían explicar al menos parcialmente las diferencias en 

la [Cl-]i y el efecto de la WNK3 sobre el DRV. Este tipo de modulación de la actividad de los KCCs 

por WNK3 correlaciona con los datos obtenidos utilizando ovocitos de Xenopus laevis como 

sistema de expresión heteróloga. A diferencia de estos reportes, en nuestro modelo de estudio 

es interesante notar que en presencia de la mutante catalíticamente inactiva WNK3-DA, el 

estrés hipotónico no incrementa la actividad de los KCCs más allá de la respuesta ya observada 

en isotonicidad. Una posible explicación es que en los ovocitos se están sobre-expresando tanto 

la proteína WNK3-DA como el cotransportador y por lo tanto hay un mayor número de KCCs 

disponibles por ser activados. El número de KCCs funcionalmente expresados en las células 

HEK293 sobre los que la proteína WNK3-DA puede ejercer sus efectos es limitado, por lo que 

desde la condición isotónica se alcanza la máxima actividad de los cotransportadores. Será 

interesante llevar a cabo estudios comparativos en sistemas de distinto nivel de especialización 

como pueden ser los ovocitos y los sistemas celulares ya determinados. 

 

El estado de fosforilación de los KCCs es esencial para la modulación de su función, ya 

que se activan por defosforilación de la molécula y se inactivan por su fosforilación. Estudios 

realizados en KCC3 mostraron que la fosforilación tiene lugar en los residuos de treonina 991 y 

1048, sitios altamente conservados entre los miembros de los KCCs (Rinehart et al. 2009). De 
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acuerdo a nuestros resultados, es posible que en la condición isotónica, la cinasa WNK3 

mantenga un estado basal de baja actividad de los KCCs y frente a una condición hipotónica se 

favorezca la defosforilación de los cotransportadores ya sea por el incremento en la actividad de 

proteínas fosfatasas o por un decremento en la actividad de WNK3, que lleve a la reducción en 

la función de los cotransportadores. Estos resultados van de acuerdo con la hipótesis de que el 

estado de fosforilación de los cotransportadores es el elemento determinante para su actividad. 

Como se demostró en ovocitos, en las células HEK293 bajo una condición en donde hay una 

sobre-expresión de WNK3 (células WNK3+) se alcanzaría un estado máximo de fosforilación, 

que inactiva a los cotransportadores, y los hace incapaces de responder al estímulo hipotónico. 

Por el contrario, el simular una condición en la que los niveles de WNK3 activa son reducidos 

(por un exceso de la mutante catalíticamente inactiva WNK3-DA) llevará a la defosforilación de 

los KCCs y se traduciría en su activación máxima. El estudio de los niveles de fosforilación de los 

KCCs en las líneas WNK3+ y WNK3-DA mediante el uso de anticuerpos dirigidos contra los 

residuos de treonina 991 y 1048 será necesario para demostrar inequívocamente estas 

consideraciones en un sistema de células especializadas. 

 

Una acotación importante de este trabajo es la de hacer hincapié en la dificultad de 

discernir farmacológicamente entre la contribución de los KCCs y el canal de Cl-vol a la 

recuperación del volumen celular. La baja especificidad de los inhibidores clásicos de estas vías 

(DIOA y DCPIB respectivamente), hacen que al menos en las células HEK293 no sea posible usar 

este tipo de abordaje experimental. Estos resultados constituyen un importante llamado de 

atención para aquellas investigaciones en otros tipos celulares, que atribuyen una importante 

contribución de los KCCs al proceso del DRV utilizando concentraciones de DIOA que al menos 

en las células HEK293 bloquean rápida y totalmente la ICl-vol (Taouil y Hannaert 1999; Ernest et 

al. 2005). Nuestros resultados resaltan la importancia de que en estudios de esta naturaleza se 

asegure el evaluar la selectividad de los fármacos utilizados en las distintas vías de movilización 

de osmolitos. En tanto esto no se haya realizado, dichos resultados deben considerarse con las 

reservas pertinentes. 
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Finalmente, aunque los efectos de WNK3 sobre los KCCs pueden explicar los cambios en 

la eficiencia del DRV, los mecanismos que la célula emplea para regular el volumen frente al 

estrés osmótico son procesos dinámicos y complejos. Es claro que aún con la sobre-expresión 

de WNK3 y la consecuente eliminación de la actividad de los KCCs, las células son todavía 

capaces de regular su volumen con bastante eficiencia, indicando la contribución al DRV de 

otros mecanismos efectores independientes de WNK3; los canales de K+ son candidatos 

potenciales. Las corrientes de K+ activadas durante hipotonicidad están asociadas a fenómenos 

concurrentes al cambio en volumen, como pueden ser cambios en el potencial de membrana, 

en la concentración citosólica de calcio, o el estiramiento de la membrana. Estas condiciones 

pueden constituir señales de activación de canales de K+ tales como  los activados por voltaje, o 

los activados Ca2+ intracelular. No se excluye que estén operando canales K+ activados por 

señales directamente relacionadas con el volumen, aún no identificadas y que se denominan en 

forma general como canales activados por hinchamiento (Hoffmann y Pedersen 2011). En las 

células HEK293 no se cuenta con una caracterización completa de las corrientes de K+ 

implicadas en el DRV y la mayoría de las investigaciones realizadas en este tipo celular con 

respecto a canales de K+ han usado a estas células como sistema de expresión de proteínas 

exógenas. Es así como se ha explorado la participación de los canales TASK-2 (Niemeyer et al. 

2001). El conjunto de estas observaciones señala que la influencia de WNK3 sobre las corrientes 

de K+ inducidas durante hipotonicidad es un tópico interesante de abordar en trabajos de 

investigación posteriores. 

 

WNK3 y el incremento regulador del volumen  

 

Nuestro estudio describe la participación de WNK3 sobre el proceso de regulación de volumen 

ante una condición hipertónica. Los modelos de incremento en la osmolaridad extracelular 

hacen uso de moléculas relativamente inertes como sorbitol, sacarosa, manitol o mio-inositol, 

que evitan la alteración de parámetros fisiológicos, como fuerza iónica, concentración de Cl-, 

concentración de Na+ o cambio en el pH. En este trabajo se utilizó un incremento de hasta 600 

mOsm mediante la adición de sorbitol, manteniendo constante la concentración de NaCl en 135 



- 87 - 
 

mM. Es importante destacar que la magnitud del incremento en la osmolaridad debe considerar 

las diferencias en el tipo celular; existen células poco tolerantes al estrés hipertónico, que 

desencadena procesos de muerte incluso frente elevaciones discretas en la osmolaridad, 

mientras que otras son más resistentes tanto a la magnitud como a la duración del estrés 

osmótico (Burg et al. 2007) . Las células HEK293 son un tipo celular relativamente resistente a 

alteraciones osmóticas, ya que la exposición a 600 mOsm durante periodos de hasta 15 min no 

produce efectos lesivos aparentes y las células conservan la capacidad de regulación del 

volumen. 

 

Bajo este modelo de estrés hipertónico utilizado en el presente estudio, las tres líneas 

celulares desarrolladas para la investigación, WNK3 (vector), WNK3+ y WNK3-DA muestran el 

mismo porcentaje de encogimiento, indicando que la WNK3 no tiene efecto sobre el 

desplazamiento inicial de agua generada por la condición hipertónica. En donde sí se observa 

una influencia de WNK3 es en la respuesta adaptativa de recuperación del volumen. La 

eficiencia total del IRV se incrementa con la sobre-expresión de WNK3 en tanto que no se afecta 

por la expresión de la cinasa sin actividad catalítica. Este resultado es la suma de efectos 

distintos de cada una de las condiciones examinadas, es decir, la sobre-expresión de WNK3 y la 

expresión de WNK3-DA en momentos distintos del proceso de IRV. Los efectos de la 

manipulación celular en ambos casos se previenen por la inhibición del cotransportador, 

utilizando a la bumetanida como bloqueador, lo que sugiere la participación del transportador 

electroneutro NKCC en las acciones de WNK3. Los resultados obtenidos de los ensayos de 

actividad del NKCC muestran que en las células HEK293 este cotransportador no es uno de los 

mecanismos celulares importantes para la regulación del volumen frente al estrés hipertónico 

inducido por sorbitol; esta misma observación había sido reportada previamente por Isenring et 

al. 1998 empleando una condición hipertónica por aumento en la osmolaridad con sacarosa. En 

cambio, en otros tipos celulares la participación del NKCC en el proceso del IRV es indispensable 

ya que la inhibición de la actividad del cotransportador abate la regulación del volumen 

(Friedrich et al. 2006). En un modelo animal de NKCC-/-, los astrocitos derivados de la corteza 

cerebral muestran una reducción importante en su capacidad de regular el volumen ante una 
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condición hipertónica, indicando que la participación del NKCC1 es esencial para el proceso de 

IRV. Es interesante que en este mismo modelo de estudio, el DRV inducido después de un estrés 

hipotónico se acelera en los astrocitos NKCC-/-, siendo 45% más eficiente la recuperación del 

volumen; esto sugiere que alguna vía de transporte iónico activada durante el DRV está siendo 

sobreactivada en los astrocitos NKCC-/- (Su et al. 2002). Estos datos son indicativos de la 

variabilidad y complejidad de los mecanismos de regulación del volumen con respecto al tipo 

celular.(Isenring et al. 1998) 

 

A pesar de que el mecanismo de IRV en células HEK293 no depende mayormente del 

NKCC, nuestros resultados indican que WNK3 tiene la capacidad de regular la actividad del 

cotransportador en condiciones isotónicas. Al igual que en ovocitos de Xenopus, en células 

HEK293 que sobre-expresan a WNK3 se muestra un incremento en la actividad del NKCC, que es 

observable desde la condición isotónica, lo cual explicaría el incremento en la eficiencia del IRV. 

Algunos estudios sobre las isoformas NKCC1 y NKCC2 han mostrado que la función del 

cotransportador se regula por eventos de fosforilación/defosforilación, incrementándose la 

actividad por la fosforilación simultánea de los residuos de treonina 99, 104 y 117 en el 

segmento amino terminal (Gimenez y Forbush 2005). Los principales intermediarios propuestos 

para llevar a cabo la fosforilación del cotransportador son las cinasas SPAK (STE20/SPS1-related 

proline/alanine-rich kinase) y OSR1 (oxidative stress-responsive kinase-1) (Piechotta et al. 2002; 

Dowd y Forbush 2003). Las WNK podrían participar en esta cadena de señalización actuando 

como responsables de la fosforilación y activación de OSR1 y SPAK (Vitari et al. 2005). En 

nuestra investigación, una modulación análoga por WNK3 sobre el NKCC de las células HEK293, 

podría explicar el mecanismo por el cual se está activando el cotransportador. La movilización 

de WNK3 de uniones intercelulares hacia el citosol y no hacia la membrana plasmática frente al 

estrés osmótico mostrada en el presente trabajo, es otra de las evidencias en favor de que 

WNK3 es una cinasa que se ubica cascada arriba de otras proteínas en la señalización celular 

durante el IRV. 
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Es de hacer notar que existe una diferencia importante acerca del funcionamiento de 

NKCC entre los ovocitos de Xenopus y las células HEK293 con relación al efecto de la mutante 

sin actividad catalítica. Mientras que en los ovocitos, WNK3-DA inhibe completamente la 

actividad del cotransportador estimulada por la condición hipertónica, en las células HEK293 

que expresan a la mutante, se acelera el funcionamiento del NKCC desde la condición isotónica 

y ya no hay cambio en respuesta a la hipertonicidad. Este efecto probablemente esté 

relacionado con la activación del cotransportador por niveles bajos de cloruro citosólico que se 

encuentran en la línea celular y no en el ovocito, como consecuencia del incremento en la 

actividad de los KCCs y que describimos en párrafos anteriores. Ha sido reportado que la 

reducción de la [Cl-]i, es un estímulo que incrementa la fosforilación de los residuos de treonina 

necesarios para la activación de los transportadores NKCC1, NKCC2 y NCC (Darman y Forbush 

2002; Pacheco-Alvarez et al. 2006; Ponce-Coria et al. 2008), y que el mecanismo de activación 

bajo esta condición implica la participación de WNK3. Se ha propuesto que WNK3 detecta los 

niveles bajos de Cl-i y activa a SPAK, la cual directamente ejerce su influencia sobre el 

cotransportador a través de la fosforilación de las treoninas 96, 101 y 111, incrementando su 

operación (Ponce-Coria et al. 2008). Una explicación alternativa implica la participación de otros 

de los miembros de la familia de cinasas WNK, como WNK1 o WNK2 que se expresan en las 

células HEK293 de manera endógena (Haas et al. 2011) y que podrían encargarse de la 

fosforilación y activación del NKCC. 

 

Finalmente, a pesar de que el contransportador NKCC no participa de manera 

importante en el proceso de IRV al menos en este tipo celular, es destacable la observación del 

potencial de WNK3 para modular la actividad de este contransportador. Este efecto será mucho 

más drástico en células cuya regulación del volumen depende de forma importante del NKCC, 

como es el caso de las células de glioma D54-MG en donde el IRV corre esencialmente a cargo 

de NKCC y en donde se ha mostrado que su actividad es dependiente de WNK3 (Haas et al. 

2011). 
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Es importante señalar que a pesar de que la sobreexpresión de la cinasa WNK3 en las 

células HEK293 no refleja de forma directa el papel fisiológico de esta proteína, su efecto 

modulador sobre la actividad de los cotransportadores electroneutros es claro e implica una 

primera aproximación al entendimiento de su participación en los procesos de la recuperación 

del volumen en un sistema de células de mamífero. Más aún, ya que los niveles de expresión de 

la proteína WNK3 endógena son muy bajos con respecto a los de la mutante catalíticamente 

inactiva, es probable que exista una competencia por los sitios de unión a las proteínas blanco y 

el efecto de WNK3 sea enmascarado por el exceso de WNK3-KD; por tanto, esta estrategia 

experimental podría reflejar indirectamente el papel de la cinasa WNK3 tanto en la modulación 

de los niveles intracelulares de Cl-, como en los procesos de recuperación del volumen, a través 

de efectos múltiples y complejos. Este trabajo es el primero en abordar el tema de la respuesta 

adaptativa tanto en condiciones hipotónicas como hipertónicas. Nuestras investigaciones, junto 

las reportadas recientemente en células del glioma humano (Haas et al. 2011), en las que se 

aborda la participación de WNK3 en la respuesta al estrés hipertónico, son hasta la fecha, la 

única fuente de información en un sistema de líneas celulares. Las coincidencias y las diferencias 

encontradas en estos estudios y en aquéllos realizados en ovocitos, evidencian la necesidad de 

proseguir con las investigaciones tendientes a profundizar la participación de WNK3 en las 

respuestas al estrés osmótico en varios tipos celulares. 

 

Efecto de las isoformas de WNK3 sobre la actividad de los CEN de la familia SLC12 

 

Los estudios de la WNK se han desarrollado muy recientemente y prácticamente toda la 

información acerca de sus funciones, incluyendo modulación de la actividad de vías de 

transporte iónico, participación en procesos de movilidad, invasión y sobrevivencia celular, 

proviene de estudios con la isoforma 18a. Otra isoforma descrita es la 18b, que se localiza 

exclusivamente en el sistema nervioso central. La introducción del exón 22 por empalme 

alternativo en ambos casos genera cuatro potenciales isoformas de WNK3: 18a, 18a+22, 18b y 

18b+22. Como una aproximación inicial al conocimiento de la influencia de las distintas 

isoformas sobre los procesos biológicos mencionados, es importante investigar las posibles 
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similitudes o diferencias entre las distintas variantes. Una investigación reciente en ovocitos de 

Xenopus comparó la influencia de las isoformas 18a y 18b+22 sobre la actividad del 

cotransportador NCC y se encontró que las dos isoformas tienen efectos opuestos sobre la 

funcionalidad del cotransportador, ya que WNK3 18a incrementa la actividad del 

cotransportador, en una función dependiente de su actividad catalítica, mientras que la 

isoforma WNK3 18b+22 tiene efectos opuestos, inhibiendo la actividad del NCC, mientras que la 

pérdida de la actividad catalítica la acelera (Glover et al. 2009). Esta observación resulta 

interesante en tanto que muestra que la isoforma WNK 18b+22 se comporta como la mutante 

generada in vitro WNK3-DA, sugiriendo la posibilidad de la existencia en la célula de un 

mecanismo endógeno para la modulación recíproca de la actividad de los CEN. Una limitante de 

este trabajo es que el exón 18b parece ser exclusivo del sistema nervioso central (Holden et al. 

2004), mientras que NCC es un cotransportador de expresión renal, por lo que se trata de dos 

entidades moleculares que no colocalizan. El interés de nuestra investigación fue determinar el 

efecto de las isoformas de WNK3 sobre todos los CEN de la familia SLC12, con particular interés 

en aquellos que presentan la misma distribución tisular. 

 

Los resultados de este trabajo (Cruz-Rangel et al. 2011) mostraron que las cuatro 

isoformas de WNK3 tienen esencialmente el mismo efecto sobre el funcionamiento de los CEN, 

activando aquellos que se encargan de internalizar Cl- (NCC y NKCC1/2) e inactivando a los KCCs. 

Las variantes catalíticamente inactivas muestran el efecto contrario, es decir, inactivan a NCC y 

a NKCC1/2, mientras que activan a los KCCs. Si bien, la magnitud de los efectos de activación e 

inactivación varía de acuerdo a la isoforma de WNK3, todas ellas, incluso la isoforma 18b+22 

presentan un comportamiento similar sobre el NCC. Nuestros resultados entonces, no coinciden 

con los reportados por Gloever et al. 2009. Buscando una posible explicación a esta diferencia, 

puede argumentarse que la cinasa WNK3, al igual que un gran número de proteínas, es 

susceptible de cambiar su efecto por alteraciones en su estructura primaria. Esta posibilidad fue 

descartada en nuestra investigación, ya que todas las clonas que se utilizaron en ella fueron 

totalmente secuenciadas, descartando posibles mutaciones que hubieran podido modificarla. 

Este tipo de control no aparece en el trabajo de Gloever et al. 2009. 
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Si bien las condiciones de nuestros experimentos no dejan duda de la similitud de 

acciones de las cuatro isoformas de WNK3 sobre la función de los CEN, no puede excluirse que 

pudieran tener acciones distintas en otros sistemas en los que se ha documentado la influencia 

de WNK3. Tal es el caso de la regulación de la actividad de canales iónicos como ROMK, TRPV5 y 

6, en procesos celulares como apoptosis y transformación neoplásica. Esta variedad de 

posibilidades, tanto en la presencia de variantes como en los sistemas funcionales sobre los que 

actúan, representa un área de investigación amplia y de gran interés dentro del tema de las 

cinasas WNK y en particular la WNK3. 

 

Los resultados obtenidos en los trabajos de investigación que conforman esta tesis, 

proporcionan evidencia suficiente de que WNK3 regula la actividad de los CEN de cationes 

acoplados a cloruro, tanto en sistemas de expresión funcional en ovocitos de Xenopus como en 

un modelo de células de mamífero (HEK293). La trascendencia fisiopatológica de estos 

resultados va más allá de la regulación del volumen celular, en particular en aquellos sistemas 

como el nervioso, en el que la regulación de los niveles de Cl-i es de una importancia 

fundamental, tanto en la fisiología de las células nerviosas como en la neuropatología, tal como 

se describe brevemente a continuación. 

 

En el sistema nervioso, los CEN son indispensables para mantener la excitabilidad 

neuronal dentro de los límites normales. La liberación de K+ como resultado de la actividad 

neuronal, modifica constantemente su concentración extracelular, que sin embargo, demanda 

una regulación precisa de sus niveles debido a las funciones críticas del K+, como son el 

establecimiento del potencial de reposo de la membrana y la repolarización subsecuente a la 

generación del impulso nervioso. Los CEN, como el NKCC tienen a su cargo el amortiguar los 

cambios en los niveles de K+ a través de su recaptura. A otro nivel en el sistema nervioso, los 

CEN, modulados por las WNKs tienen una gran importancia en la transmisión GABAérgica. El 

tipo de respuesta de las neuronas GABAérgicas depende de la [Cl-]i. La activación del receptor 

ionotrópico genera hiperpolarización y por tanto una inhibición, cuando induce la entrada de 

cloruro a favor del gradiente de concentración. Cuando los niveles de cloruro extracelular son 
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mayores, como ocurre en etapas tempranas embrionarias y posnatales, la [Cl-]i se encuentra por 

arriba del potencial de equilibrio, y la activación del receptor entonces genera la salida de Cl- y la 

despolarización. Es posible entonces, que las variaciones en la expresión funcional de los 

cotransportadores NKCC1 y KCC2, determinen los gradientes de Cl- y la respuesta 

correspondiente. Estudios de inmunohistoquímica e inmunocitoquímica muestran la expresión 

de WNK3 en el soma de neuronas GABAérgicas fortaleciendo su papel en la regulación de la 

neurotransmisión a cargo del GABA (Kahle et al. 2005). 

 

En relación con las patologías, en procesos de isquemia y trauma las concentraciones de 

K+ extracelular llegan a alcanzar niveles muy altos hasta de 80 mM, lo cual pone en peligro la 

excitabilidad neuronal y aún más la supervivencia de las células nerviosas. Se ha documentado 

el papel clave del cotransportador NKCC1 presente en células gliales de la zona de la penumbra, 

que tiene a su cargo la recaptura del K+ y el restablecimiento de niveles fisiológicos del K+ 

extracelular (Pasantes-Morales y Vazquez-Juarez 2012) Otro transportador de esta familia, el 

KCC2, participa también en condiciones extremas de incremento extracelular de K+ en las que 

los gradientes iónicos permiten que la operación del transportador ocurra en el sentido de su 

recaptura (Macaulay y Zeuthen 2012). Durante la encefalopatía hepática, los cotransportadores 

pueden estar participando, por una parte cuando los niveles elevados de NH4
+ incrementan la 

actividad del NKCC1 contribuyendo al edema cerebral asociado a esta patología (Pasantes-

Morales y Vazquez-Juarez 2012) y por otra parte, se ha sugerido que los KCCs son capaces de 

transportar NH4
+ (Liu et al. 2003; Williams y Payne 2004) pudiendo contribuir a exacerbar el 

detonante de la patología que es la acumulación de NH4
+ en la célula. 

 

La actividad epileptiforme así como el desarrollo de esquizofrenia han sido atribuidos en 

parte a alteraciones en los patrones de expresión de NKCC1 y KCC2, y por tanto en los 

gradientes de Cl- , generando actividad aberrante de la neurotransmisión GABAérgica (Munoz et 

al. 2007Munoz et al. 2007; Kalkman 2011). 
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Todas estas evidencias que subrayan la importancia de los CEN en la fisiología y 

patología del sistema nervioso, junto con los resultados que se van reconociendo a cerca de la 

capacidad de WNK3 de modular la actividad de los cotransportadores de la familia SLC12 

enfatizan la importancia de investigar su participación en la fisiología normal del sistema 

nervioso así como en el desarrollo de eventos clínicos y síndromes neurológicos. 

 

VIII. CONCLUSIONES 

Este trabajo de investigación presenta una visión integrativa de la participación de WNK3 en los 

mecanismos de recuperación del volumen frente a condiciones anisotónicas. Las observaciones 

más importantes son puntualizadas a continuación: 

 

� La cinasa WNK3 es un elemento de la señalización que regula la entrada y salida de Cl- 

mediante los CEN durante la regulación del volumen celular. 

 

� WNK3 incrementa el funcionamiento de NKCC y previene la activación de los KCCs 

independientemente del cambió osmótico. La ausencia de actividad cinasa de WNK3 

(WNK3-DA) tiene el efecto opuesto, incrementando la actividad de los KCCs desde la 

condición de isotonicidad. Estos efectos son debidos presumiblemente a la regulación 

del estado de fosforilación de los cotransportadores por WNK3. 

            La perdida de la actividad catalítica de WNK3 incrementa el funcionamiento de NKCC 

mediante un mecanismo complejo aún desconocido, que probablemente implique a la 

[Cl-]i. 

 

� La influencia de WNK3 sobre la actividad de los CEN conduce a la regulación de los 

niveles intracelulares de Cl-: WNK3 incrementa la [Cl-]i mientras que en ausencia de la 

actividad catalítica la [Cl-]i se reduce. 

 

� La acción de la WNK3 regulando la [Cl-]i puede ser relevante para fenómenos como la 

adhesión de células tumorales y la excitabilidad neuronal en los sistemas GABAérgicos. 
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Abstraet The involvement of WNK3 (with no Iysine [K] 
kinase) in ceH volurne regu lation evoked by ani sotonic 
conditions was investigated in two rnodi fied stable lines of 
HEK293 ee ll s: WN K3+, overex press in g WN K3 and 
WNK3-KD expressing a kinase inactive by a punctual mu
tation (D294A) at the ealalytic site. This differenl WNK3 
fun ctional express ion rnodified intracellular C¡- concentra
tion with the following profile: WNK3+> eontrol> WNK3-
KD eells. Stimulated with 15 % hypotonie solutions, WNK3 
+ eells showed less effieient RVD ( 13. 1 %), lower CI- emux 
and deereased (94 .5 %) KCC aeti vity. WN K3-KD cells 
showed 30. 1 % more efficient RVD, larger CI- em ux and 
5-fold higher KCC activity, increased since the iso tonic 
condition. Volume-sensiti ve CI- currents were similar in 
controls, WNK3+ eells, and WNK3-KD cells. Taurine ef
flux was not evoked al H 15%. These resuIts show a WNK3 
influence on RVD in HEK293 cells via inereasing KCC 
acti vity. Hypertonic rnedium induced ceH shrinkage and 
RVI. In both WN K3+ and WN K3- KD eells, RVI and 
NKCC activity were increased, in WNK3+ cells presumably 
by enhanced NKCC phosphorylation, and in WNK3-KD 
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cells via Ihe [Cll; reduction induced by the higher KCC 
activity in characteri stic ofthese cells. These results support 
the ro le of WNK3 in modulation of intracellular CI- con
cCl1 tration, in RVD, and indircctly 0 11 RVl , via its effccts 0 11 

KCC and NKCC aetivity. WNK3 in HEK293 eell s is 
expressed as puncla at the intercellular junctions and di f
fusely at lhe cytosol, while the inactive kinase was found 
concentrated at the Golgi area. Cells with inactive WNK3 
exhibited a marked change of cell phenotype. 

Keywords RVI . RVD . NKCC . KCC . Osmolarity . 
Kinase . SPAK 

I ntroduction 

Each ceH lineage has a characteri stic volume lhat is main
tained within narrow ranges of variatiol1 along the ceH li fe. 
This abili ty to maintain a constant volurne is present in rnost 
cell types and has been preserved th rough evolution. In 
terrestrial specics, the osmolarity of lhe external milieu is 
stri ctly regulated and mosl ce lls are nol exposed to changes 
in external osmolarity. Exceptions are intestinal ce lls and 
sorne cells from the renal system, which are phys iologica lly 
exposed to broad variations in osmolari ty. Adaptive mech
ani sms for cell volume regulation fac ing a va riation in 
external osrnolari ty are based 0 11 increasing water fluxes in 
the necessary di rection to restore lhe osmotic equilibrium . 
The ceH decrease facing hYPolonic swelling is known as 
regulatory volume decrease (RVD), and the cell volume 
gain aft er hypertonic shrinkage is the regulatory volume 
increase (RVI). Volume regul atioll is an acti ve process 
which occurs evel1 ir lhe external anisotollic condi tion per
sists, and is achieved in most cases by translocatioll of 
osmotica lly active so lutes between Ihe extrace llular and 
intracellular compartments, modi fy ing the water potential. 
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Osmolytes ¡nvolved are those present in concentrations suf
ficientl y high as to make a significant contribution lo water 
potential. The ions Na+, K+, and e l- , and lhe organic osmo
¡y tes. Amino acids, polyalcohols, urea, and creatinine, are 
lhe main osmolytes involved in volume regulation, Na + and 
CI- for RVI and K+ and CI- for RVD. COITansporters or/and 

channels accomplish lhe osmolyle translocalion [ 14, 3 1]. 
The electroneutral calion-chloride coupled cotransporters 

(SLCI2A famil y) involved in volume regulat ion are the NCC 
and NKCC I/2 for RVI and KCCs for RVD [9, 42]. Volume
responsive K+ and C¡- channels also participate, particularly 
during RVD. Organic osmolytes are translocated by Na+
dependenl cotransporters during RVI and by diffusion path
ways in RVD [ 14, 34, 35]. Cell volume sensors and the 
signaling chains activating the regulatory cotransporters are 
poorly known. It has been proposed that WNKs may be part 
oflhese transduction mechanisms [32]. WNKs are a fami ly of 
serine-threonine protein kinases widely distributed in mam
malian cells and tissues, regulating the act ivity ofion channels 
and cotransporters [19, 26,46]. Four members ofthe WNK 
fami ly, WNK 1-4, have been identified [18, 19]. WNK 1 and 
WNK4 are responsive to hypertonicity [23,43, 46,47] and 
regulate the activity of the ion cotransporters [18, 19,46]. 
WNKI increases N KCC I activity [1] and WNK4 decreases 
lhe activity of KCCs [8, 10]. WNK3 is of particular interesl 
because it rec iprocally regulates the activity of bOlh NKCCs 
and KCCs. In the heterologous expression system of Xel/opus 
lae,,;s oocytes, WNK3 activates NKCC I, NKCC2, and NCC 
and inaclivales (he KCCs [5, 18, 37, 39]. The catalytically 
inacti ve version of WNK3 obtained by substitution of lhe 
aspartate 294 for alan ine (WNK3-D294A) does the opposite: 
inhibition of NKCCs and activation of KCCs under isotonic 
conditions, with lower activation by changes in external os
molarity [32]. The known contribution ofthese lransporters on 
volume regulation, prompted us to investigate the influence of 
WNK3 on RVD and RVI in a mammalian cell syslem, lhe 
embryonic renal ce ll hne HEK293. For Ihis purpose, two 
stable transfonned ce ll lines were created that either over
express the wild-type WNK3 0 1' a catalytically inactive fomn, 
lhe WNK3-D294A. The act ivity of KCC, lhe volume
sensitive CI- currents, lhe intracellular CI- levels, and RVD 
were examined in the two celllines. NKCC I activity and RVl 
were also investigated. The cell local ization and translocation 
of WN K3 in response to changes in cell volume were 
examined. 

Materials and methods 

Stable cell lines and cell culture 

The fu ll -Iength human WNK3 cDNA was subcloned into the 
mammalian expression vector pcDNA3.I!NT-GFP TOPO 
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(Invitrogen) with 5' KpnJ and 3' Notl restriction si tes. WNK3 
was fused in frame to the 3' end of the GFP. Site-direcled 
mutagenesis was penonned 011 WNK3 cDNA lo generate 
kinase dead WNK3-KD using the QuikChange Mutagenesis 
kit (Stralagene). AII constructs were verified by automatic 
DNA sequencing. To generale lhe stable cell lines, HEK293 
cells grown 011 35-mm diamelerdishes (90 % confluel1ce) were 
transfected with 1 ~g of each construct (pCDNA-WNK3, 
pCDNA-WNK3-KD, 01' empty vector) using Lipofeclamine 
2000® (InvitTogen) according lhe manufacturer 's protocol. 
After 24 h, transfected cells were selected in a medium supple
mented with 3 mg/ml G41 8 (Calbiochem, Merck Millipore), 
and the culture medium was replaced every 36 h maintaining 
the antibiotic. After 2 weeks, fluorescent single clones were 
isolated and subcultured in selection media (1 mg/ml G4 18). 
The presence of the endogenous and overexpressed WNK3-
GFP protein was delected by inununobloting assay. 

HEK293 , empty vec tor (V), overexpressing WNK3 
(WNK3+), and WNK3-KD cell lines were maintained in 
Dulbecco 's Modified Eagle Medium supplemented with 
10 % FBS, 50 Ulml penicillin, and 50 ~g/ml streplomycin 
(a ll ITom GIBCO), in a humidified atmosphere conlaining 
5 % CO, and 95 % air at 37 °C. Cells were plated on 35-mm 
dishes at 1.5 x 10' cells/di sh for JH-taurine release and 
Rubidium-86 (86 Rb) uptake (American Radiolabeled Chem
icals and PerkinElmer, respectively), and at 25 x 103 cellsl 
dish for intracellular CI- assays and for e lectrophysiological 
recordings. Cells were used after 2-3 days of plating. 

Western blot analys is 

For inununoblotting assays, cells cultured on 60-mm dishes 
were washed, and lhen scraped into Iysis buffer containing 
20 mM TrisIHCI pH 7.4, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 1 mM 
EGTA, 1 % Trilon X- lOO, 0.5 mM Na3V04, and 1 mM 2-
glycerophosphate. Cell homogenates were sonicated and c1ari
fied by centrifugation for 5 min at 11 ,000xg and protein con
centration detemnined by the Bradford method. Then, 80 ~g of 
protein was separated by SDS-PAGE (7.5 % acrylamide gel) 
and transferred onlo PVDF membranes (Bio-Rad). Membranes 
were blocked with TBS-T (Tris-buffered salinerrween 20; 
100 mM Trisll-ICI, 150 mM NaCI, and 0.1 % Tween 20, 
pH 7.5) containing 5 % (lVlv) non-fat dried milk and incubated 
(1: 1 ,000) ovemight al 4 oC, with the rabbit primary antibodies 
anti-WNK3 (Alpha Diagnostic lntemational), anti-GFP 01' anti
f3 actin (Santa Cruz Biolechnology). After further washing, 
blolS were incubaled with HRP-conjugated goat anti-rabbit 
IgG antibody (1 :7,500; Zymed) for 1 h at room temperature. 
Chemoluminiscent reaction was assayed using ECL®-Plus 
Weslem Blot Delection Reagents (GE Healthcare) according 
lO lhe manufacturer's recommendatiol1s, and bands were visu
alized with exposition to Kodak BioMax light films (Sigma). 
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Immunocytochemistry 

Cells cultured on round cover glasses (25 x l 03 ce lis in 35-
mm dishes) were fixed w ith 4 % paraformaldehyde 
(i 5 min), washed (three times, 5 min each) with PBS + 
0.1 % BSA, pelmeabilizedlblocked with PBS + O.I % BSA + 
10 % goat serum+0.3 % Triton 100x, during I h, at room 
temperature. Cover glasses were incubated with the antibodies 
rabbit anti-WNK3 (1: 1 00, Alpha Oiagnostic Intemational), 
mouse anti-occludin (i: 1 00, Zymed), or mouse anti-golgin-
97 (1 :60, Molecular Probes) ovemight at 4 oc. After incuba
tion, ceUs \VeTe washed and incuhated with the secondaty 
antibodies FITC conjugated goat anti-rabbit IgG ( 1 :250, 
Zymed) or CY5-conjugated goat anti-mouse IgG (1 :250, Mo
lecular Probes) at room temperature for 1 h and washed. The 
coverslips were mounted on glass slides containing 20 ~I 

Vectashield mounting medium with OAPI (Vector Laborato
ries). Microphotographs weTe obtained on a ccnfocal micro
scope (Olympus FluoView FVIOOO). 

Measurement of changes in ce ll volume 

Cell volume changes in the experimental conditions were 
measured as Lhe cell volume decrease or il1crease relative lo 
volume in isotonic conditions. Isotonic medium contained (in 
mM): 160 NaCl, 5 KCI, 1.17 MgS04, 1 CaCh, 10 glucose, 
and lO HEPES, pH 7.4, with an osmolari ty of350 mOsm. The 
composition ofthis medium was made to match Lhe osmolar
ity of the culture medium (345±5 mOsm) in which the cells 
are grown. Osmolarities of media and solutions weTe deter
mined with a freezing point osmomctcr (Osmclte A, Precis
sion Syslems lnc, Natick, MA). Volume measurements were 
carried out using a large angle Jjght scattering system accord
ing to [36]. Cells \Vere cultured on rectangular cover glasses 
(IO x50 mm) at 90 % confluence at the time ofexperiments. 
Cover glasses were placed al a 50° angle relative to the 
incident light in a cuvette with I mi of isotonic mediul1l in a 
Fluoromax-3 Horiba luminescence spectrometer. Cells were 
exciled al 585 nm wilh an argon are lamp and light scattering 
was detected at the same wavelength. Cells were maintained 
during 100 s in isotonic solution (2 mi). The hypotonic solu
tion (298 mOsm) was obtained by adding to the cuvette 1 mi 
of a solution containing lhe reduced NaCl concentration re
quired to reach 298 mOsm, i.e., 15 % hypotonic. The hyper
tonic (600 mOsm) solution was obtained by addition to the 
cuvette of I mI of the isotonic medium plus 500 mM sorbitol, 
lo reach a final osmo larity of 600 mOsm. Results are 
expressed as the in verse of the emission signal as light in ten
sity inversely correlates with cell volume, according to the 
equation IJ I, (where lo is the emission signal average when 
basal signal has been reached just before the stimulus; 1, is the 
emission signal at time t). 
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Electrophysio logical recordings and data analysis 

Eleclrophysiological recording was carried out on cells 
seeded on 35-mm dishes. Currents were measured with an 
Axopatch 200 patch-clamp amplifier (Axon Instnlments, 
Molecular Devices, Olltario, Canada) using lhe whole-ce ll 
patch clamp conflguration. AII recordings were perfornled 
at room temperature (25 oC). Patch electrodes were prepared 
from 1.5-mm 00, 1.0-mm ID borosilicate glass (World 
Precision lnstruments, FL, USA), alld had resistances be
tween 3 and 5 MO when fi lled with the pipette solut ion. The 
recorded signal was filtered at 10kHz with a low-pass 
Bessel filter and transferred to a computer with the Oigidata 
1200 interface (Axon lnstruments). AII recordings were 
acquired and analyzed with pCLAMP6 software (Axon 
Instruments). Whole-cell currents were e licited by 300 ms 
dllration voltage steps ranging from - lOO to + 100 mV in 
20 mV increments, from a holding potential of O mY. The 
voltage protocol was carried out every 2 min and the current 
al lOO mV monitored to insure sleady-state recordings. To 
express currents as current den sities, lhe capacitance of the 
cell was measured al lhe beginning ofthe whole-ce ll record
ing by integrating the capacitive currellt transient. The stan
dard pipette solution contained (in mM): 11 7.5 CsCI, 20 
TEA-C!, 1 MgC I" lO HEPES, 1 EGTA, 0.7 CaCl, (approx
imately 200 nM buffered calcium), 44 mannitol , and 5 Mg 
ATP, pH 7.4 and 335 mOsm. The bath solution had the 
following composition (in mM): 135 NaC!, 5 KCI , 1.7 
MgS04, 1 CaCI" 5 glucose, 10 H EPES, 50 mannitol , 
pH 7.4, and 350 mOsm. The hypotonic bath solution 
(298 mOsm) was prepared by omitt ing mannitol from the 
standard bath solution. This procedure did not alter the C!
reversal poten ti al (O mV). Solution changes were carried out 
using a peristaltic pump-based perfusion system. For experi
ments with blockers, OCPIB ( lO ~M; Tocris Bioscience) or 
OIOA (20 ¡.tM) (Sigma) were added in hypotonic medium 
after the volume-sensit ive currents were developed. 

Na + - K+ - 2Cl- and K+ - C¡- cotransporters activ ity 

Bumetanide-sensitive 86Rb uptake assays were used to mea
sure the activ ity of the Na + - K+ - 2CI- cotransporter in hypo
tonic (298 mOsm) or hypertonie (600 mOsm) conditions. Cells 
were pre-incubated for 30 min in a CI- -lTee medium (in mM: 
ISO Na+ gluconate, lO K+ gluconate, 4.6 Ca'+ gluconate, 1 
MgS04 , 5 glucose, and lO HEPESfTris, pH 7.4) containing 
0.1 mM ollabain (Sigma) and then transferred to the uptake 
medium (in mM: 160 NaC!, lO KCI, 1 CaCI" 1 MgS04,5 
glucose, and 5 HEPESfTris, pH 7.4) containing 0.1 mM oua
bain plus 1 ¡.tCi 86Rb/ml for 3 or 15 min. 86Rb uptake due only 

to NKCC activity was calculated by subtraction ofthe uptake 
in the presence of lO ~M bumetanide (Sigma). 
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K+ - CI- eotransport was assessed by measuring CJ- -de
pendent 86Rb uptake under isotonic or hypotonic conditions 
(350 and 298 mOsm). Cells were pre-ineubated in a Na+
free, CJ- -free medium (in mM: 150 N-methyl-D-glueamine 
glueonate, 10 K+ glueonate, 4.6 Ca2+ glueonate, I MgS04 , 

5 gllleose, and 5 HEPESrrris, pH 7.4) eontaining 0.1 mM 
ouabain, during 30 mino Cell s were then transferred to a 
Na+-free medium (in mM: 150 N-methyl-D-glueam ine-CI- , 
10 KCI, I CaCI" 1.7 MgS04, 5 glueose, and 10 HEPESI 
Tris, pH 7.4) eontaining 0.1 mM ouabain and 86Rb I J.lC¡/ml 
and uptake proeeeded during 10 mino The extraeellular Na + 
removal prevents 86Rb uptake by the endogenous NKCC 
eotransporter. The CI- -dependent 86Rb uptake due to KCCs 
was obtained by subtractioll of uptake in C¡- -free medium 
(C I- substituted by glueonate). 

Detennination of changes in intracellular C¡

by epifluorescence 

Changes in intraeellular CI- were measured using the fluo
resecnt CI- ion indicator, 6-methoxy-N-ethylquinolinium io
dide (MEQ). MEQ was plaeed under a stream of N, adding 
the redueing agent, sodium borohydride (30 J.lM) to ereate 
the eell-penneable fonn dihydro-MEQ (diH-MEQ). Cells on 
35 mm dishes were incubated during 10 min wilh freshly 
prepared diH-MEQ (25 J.lM). After loading, eells were 
washed and inCllbated 15 min at 37 oC to obtain a homoge
neous intraeellular distribution. The diH-MEQ loaded into 
cell s is rapidly reoxidized lO lhe cell-impenneant, C¡- -sensi

tive !luoreseent MEQ (absorptionlem ission maximal of 3441 
440 nm). Fluorescent cells were observed 011 an epifluores
eenee mieroseope Olympus IX7 1. A peristaltie pump-based 
perfusion system ( 1 mVmin) was used to measure the effeet 
of hypotonic ity 011 intrace llular C¡- concentration. Cells 
were perfused during 5 min wi th isotonic medium (basal 
reeordings) and then perfused with the hypotonie medium 
during 15 mino lmages of ce ll s were captured every minute 
using a digital camera, and fluorescence brightness intensi
ties were detemlined using an Image J software (ImageJ 
1.36b NIH , USA). In order to ealibrate MEQ fluoreseenee 
and est imate intracellular [Cll i we used the Stem- Volmer 
equation FoIFCI- = I + Kq [CJ- ];. Amphoteriein B (10 J.lM) 
was added in all solutions to equilibrate intraeellular and 
extracellular CI- concentrations. Briefly, ce ll s were placed 
in a free-Cl- isotonie medium (140 mM ofK+-glueonate and 
4.6 mM of Ca2+-glueonate, pH 7.4) by 5 mino Solutions 
eontaining three different CJ- eoneentrations (20, 40, and 
80 mM) were then sequentia lly added. Finally, the fluores
eenee was eompletely quenehed by adding a KSCN 160 mM 
(background fluoreseenee). The total quenchable signal (Fo) 
was ealculated by subtraeting the fluoreseenee in the pres
enee ofKSCN rrom the fllloreseenee in the rree-CI- medillm. 
The ratio of Fo lo lhe fluore scence in the presence of 
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inereasing [Cll (FCI- ) is given as FoIFCI- , where FCI- is 
the fluorescence in lhe presence ofa g iven CI- concentration. 
A plot of FoIFcl- versus [Cll provides a slope, from whieh 
the Stem- Volmer eonstant (Kq) is obtained to determine the 
CI- eoneentration in eaeh experiment [13]. 

Resulls 

Generation of stable HEK-293 eells Iines overexpressing 
WNK3 and WNK3 -KD 

Two ce Jl lines were generated to examine the influence of 
WNK3 on eel! volume regulation. One of these exhibits 
WNK3 overexpression from a cDNA c loned in 
peDNA3.IINT-GFP vector as deseribed in "Material s and 
methods". This eell line is referred as WNK3+. The seeond 
ce ll line contains a cDNA of the cata lytica lly inactive 
WNK3-D294A. These eells are referred in this study as 
WNK3-KD eell s (from WNK3-kinase dead). A eell line 
eontaining the empty vector (V eell line) was used as 
contro l. 

WNK3 expression in HEK293 detected by an anti
WNK3 ant ibody shows two bands in the Western blo!. 
The signal of the lIpper band is higher in the transfeeted 
cells Iines (Fig. la). This band eo-migrates with the trans
fected peDNNGFP-WNK3, deteeted by the anti-GFP anti
body. This eonfirms the expression of the WNK3 protein in 
both eell Iines (Fig. la). Noteworthy, transfeetion of the 
eatalyt ieally inaetive WNK3 (WNK3-KD) indueed a re
markable ehange in the eell shape. Cells look fl attened and 
show elongations and filopodia-like extensions (arrows). 
This morphology is not present in the wild-type (HEK293 
WT) or in WNK3+ eells (Fig. lb). 

Cell localization and redistribution upon anisotonic stress 

HEK293 WT eells contain endogenous WNK3 that in iso
tonic conditions was found localized in puneta at the in ter
eellular junetions, and diffusely at the eytosol (Fig. 2a). This 
location was the same in ce ll s overexpressing lhe kinase in 
WNK3+ eells (Fig. 2a, d, upper panel). The WNK3 loeal
ized at the eeJlular junetions partly eo-Ioeal izes with an anti
oecllldin antibody (Fig. 2d, upper panel). The expression 
pattem of lhe inactive kinase was markedly different from 
that ofWNK3. Loealization at the cell junctions was notably 
lower and the s ignal was accumu lated at the cytosol , al an 
arca near the nucleus, which paI1ly co-Iocalizes with ant i
golgin-97 antibody (Fig. 2a, d, lower panel). 

Exposure of WNK3+ eells to hypotonic med ium de
creased WNK3 expression from the junction areas, 
withollt an evident inerease at the eytosol (Fig. 2b and 
bars). Hypertonie medium (600 mOsm) al so reduced the 
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a Fig. 1 Exprcssion of WN K3 in 
wild-type HEK293 (HEK293 
WT) cell s, in cells Qverex
pressing WNK3 by transfection 
with eDNA WNK3 (WNK3+) 
or wi th Ihe mulalcd cONA , 
catalytically ¡nactive WNK3-
KD cells. a Stab le cell [ines 
were generaled as described in 
"Matenals and mClhods". Cell 
Iysales were separated on a 
7.5 % SDS-PAGE gel, trans
ferred to a PVOF membrane, 
and treated subsequently with 
anti-WNK3 antibody and anti
GFP antibody. Anti-actin dem
onstrates equal arnaunts of 
loaded protein. Representative 
blots of three separate detenni
nations. b Reprcsentativc 
¡mages of Ihe morphology of 

;; ~=_lt========~I, tl, ========~I 
Blol: 1 anti-WNK3 anti-GFP 1 

anti-actin (";1_;:;;;;;_;-;;.-,11_ .......... 1 

H EK293 WT, WNK3+, or 
WNK3-KD cells. ArrolVS indi
cale Ihe elongations and 
fi lopodia- like extensions in 
WNK3-KD cells. Digital 
images wcre obta ined in a con
focal microscope using differ
ential interference contrast 
illumination. Bar 10 !l-m 

b 

HEK293 wt 

number of pUllcta at lbe ce l! junctions and WNK3 110W 

appears more eoneenlrated at lhe eylosol (Fig. 2e and 
bars). In WNK3-KD eells, the response to either hypo
tonic or hypertonic conditions was rather similar, Le., 
lhe kinase prominent expression at the near-nuclear site 
was reduced and new sites of express ion were found at 
the inlereellular junetions (Fig. 2b, e, and bars). 

Regulatory volume decrease 

Swelling and volume regulation were examined in WNK3+ 
or in WNK3-KD eells. Cells with the empty vector (V) were 
used as contrals. No significant differences on swelling or 
ce l! vo lume regulat ion were found between V and non
transfeeted HEK293 WT eells (Fig. 3a- e). Therefore, V 
cells were used as controls for most parameters throughout 
the study. Stimulation of V eells with hypotonie medium 
( 15 % hypotonie solution, made by redueing NaCl; see 
"Materials and methods") indueed the typ ieal fast swelling 
and RVD pattem. Maximal swelling oeeurred within 10-
20 s, followed by the regulatory proeess to reeover the 
original ce l! vo lume. Two phases were identified in lhe 
RVD curves, a fast phase lasting about 2 min after lhe peak 
of swelling, and a slow phase through the next 2- 15 min 
(Fig. 3a). RVD ellie ieney was ealeulated as the pereentage 

WNK3+ WNK3-KD 

ofvolume recovcry at 15 min, the time of the experiment. In 
V eells, regulatory volume deerease was of79.2 % (Fig. 3b). 

RVD features were then investigated in WNK3+ and 
WN K3-KD eells. Figure 3a shows that ee ll swelling in 
WN K3+ or WNK3-KD was not signifieantly different from 
V eells. RVD at the end of the experiment in WNK3+ eells 
was mildly redueed ( 13. 1 %), while it was 30.1 % inereased 
in WN K3-KD eells (Fig. 3b). The less e llieient RVD in 
WNK3+ eells was due to a lower rate of tbe first (2 min) 
regulatory phase, as shown by the rate eonstant values 
shown in Fig. 3e. At this time, RVD in WNK3+ eells is 
27. 1 % lower than in controls. The increased volume regu
lation fou nd in WNK3-KD ee ll s is the eonsequenee of an 
aecelerated eell volume deerease in the slow phase (Fig. 3e). 

These differences on RVD between control and overex
pressed or Illutated WNK3, may be ascribed to an effecl on 
one or several oflhe mechanisllls responsible for the volume 
regulatory process, Le., KCC, the volume-sell siti ve C¡
channel and the organic osmolyte fluxes. The efficiency of 
these three meehanisms on V, WNK3+, and WNK3-KD 
ce ll s was lhen examined. Taurine was selected as represen
tative of organic osmolytes. 3H-taurine release experiments 
were earried out as previously deseribed [45]. However, in 
HEK293 eells, no taurine emux was indueed by a 15 % 
osmolarity decrease, as that used for RVD measurements (% 
3 H-taurine efflux in 5 min, isotonie 1.24 ± 0.08; hypotonie 
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Fig. 2 Exprcssion of WNK3 in 
HEK293 cell s and its rc
locatian by changes in extra
cellular osmolarity. HEK293 
WT, WNK3+, and WNK3-KD 
cells wcre left unstimulated 
(isatanic, a) or stimulated with 
hypotonic (298 mOsOl, H 15%, 
b) or hypertonic (600 mOsm, e) 
solulions for 3 min, befare fix
atían. Bars (mcans± SE) repre
sent the numbcr of pUliera pcr 
ce l] , under the different condi
tians, coun ted in six images for 
cach condition [rom difTercnt 

cxpcrimcnts. ·Significantly dif· 
feren! from isotonic condition 
in each ce]l line al P<O.05; 
<Psignificantly difTerent from 
HEK293 WT ce lls in isotonic 
condition at P<O.05. d Upper 
panel WNK3 cells immunos
tained \Vith anti-WNK) (green), 
anti-occludin (magel11a pseudo
coJor), and merge. Lower panel 
WNK3-KD cells immunos
tained \Vith anti-WNK3 (greell), 
anti-golgin-97 (re(f), and merge. 
Orthogonal v iews in merge 
show Ihe .\}' image plane, xz 
image plane (bottom) and yz 
(right). Fluorescenl imaging 
\Vas perfonned using a confocal 
laser scanning microscope. 
Represenlative images of three 
separale experiments 
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15 %, 1.28 ±0.11 ; 30 % 2.53±0. 14; 35 % 4.88±0.36; 40 % 
7.06±0. 7; 1l ~4 for all experiments). 

These results suggest that RVD must be supported by the 
efflux of ion osmolytes, among which CI- has a prominent 
role. WNK3 act ivity has been suggested to modulate intra
cellular CI- level s [CI- ]; via its action on the electroneutral 
cotransporters [24]. This, though, has not been directly 
assessed. Changes in [Cll; in V, WNK3+ and WNK3-KD 
under basal (isotonic) conditions were fiJst examined. 

The Stern-Volmer constant (Kq) in our experimental 
conditions (medium composition, temperature, and pH) 
was first detem1ined from a calibration curve at CI- concen
trations in the range of 0- 80 mM (fig. 4a). The obtained 
value of 32.3 M- 1 was used to detennine [Cll; in isotonic 
medium for V, WNK3+, and WNK3-KD cells. Small but 
significant differences were found between WNK3+ and 
WNK3-KD cells, with respect to control V cells. Values 
found were, in mM , 34.2 (± 1.8), 41.6 (±2.4), and 26.4 
(± I.4) for V, WNK3+, and WNK3-KD cells, respectively 
(table, fig. 4a). These results show that the stable over
expression of functional WNK3 in cells, significantly 
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modifies [CI- ]; in the expected direction, that is, wild-type 
WNK3 in creases, whereas mutant WNK3-KD decreases 
[CI- ]i, consistent with lheir effects on the e lectroneutral 
cation coup led cotransporters. The hypotonic stimulus 
(H 15%) induced a rapid decline of 24-28 % in [CI- ]; in all 
cells, during the first 4 min, likely due to dilution by water 
influx. A second phase of gradual reduction in [CI- ]; was 
next observed, attributable to the CI- effiux during RVD. 
f igure 4b shows that [CI- ]; reduction, indicative of CI
emux, was significantly lower in WNK3+ cells (12.1 %) 
and higher in WNK3-KD cell s (23.9 %) as compared to 
control V cells ( 19.8 %). These values were calculated 
considering as lOO % the FoIFCI- after the dilution phase 
(min 4). 

This CI- efflux might be carried eilher by the aClivalion 
of volume-sensitive CI- channels (lCr,w,") or/and by the 
electroneutral cotransporter KCC. CI- currents (lCr"",,) 
were first exam ined in all cell lines, using lhe whole-cell 
configuJation of lhe patch-clamp technique. as described in 
"Materials and methods". To focus on the CI- currents, we 
used 73 mM CsCI and 20 mM TEA- CI in the patch pipette 
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Fig. 3 Swclling and regulatory 
volumc decrease (RVD) in 
wild-type HEK293, V, WNK3 
+, or WNK3-KD cells. Changes 
in ce ll volume were measured 
lIsing a largc-anglc ¡ight
scattering systcm as described 
in "Materials and mClhods", a 
Represen tat'ive traces of 
changes in cell volume aftcr 
exposure lo 15 % hypotonic 
(H 15%) medi um in each cell 
type. RVD curves are biphasic 
showing a fast componenl be
twcen JI 0- 200 s and a slow 
component thereaftcr. Han: (a , 
illset) represent the cel1 volume 
recovery al the end of the ex
periment, ex pressed as perecnl
age of maximal swell in g. b 
RVD al lhe firsl component. e 
Rate constants from the slope 
calculated by fitting a linear re
gression 10 the logarithmically 
transformcd data during the fi rst 
100 s aftcr maxi mal swelling. 
Results are means ±S E of 15-
20 experimenls. *Significantly 
different from conl'ro l Y cells al 
P<O .05 
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Fig. 4 Changes in intracellu lar chloride concentrati on [CI- ]i in Y, 
WNK3+, and WNK3-KD cells ex posed to hypotonic (H 15%) medium. 
Cells were loaded with diH-MEQ (25 ¡.tM) for 10 min as described in 
" Mal erial s and mcthods" . a Calibration plot used lo calculate the 
Stem- Yolmcr constant (Kq) of 32.3 M- l (rcgression line, tlouet! line, 
1'2=0.99). b Relati ve reduction of [CI- Ji after bypotonic stimu lus as 
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percentage of control in isolonic condilion for each cel l type. For 
simplicity in Ibe graph , curves show onl y selected points, from meas
urements made every minute (b , ¡l/ser). Han; represent Ihe decrease (%) 
of [CI-]i from 4-15 mino Mean of three experiments± SEM. *Signifi 
eantly different fram Y cells al P<0.05 
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Fig. S Who le~ccll C¡- currents 
aclivaled by hypotonicity in Y, 
WNK3+, and WNK3-K.D cells. 
The holding potcnrial \Vas 

a 

b 

rfiugers Areh - Eur J Physiol (20 12) 464:3 17- 330 

Isoton ic H15% 

O mV Currents were elicited by 
application of stcp pulses [rom 
- 100 to + 100 mV in 20 mV 
incremenls, dunng 300 ms. a 
Representative whole-cell CUf

ren! traces al the indicated ex 
perimental conditions. Thc 
figure shows currcnts obtained 
after a 10 mio equilibration in 
Ihe indicalcd solution. b Cur
ren! dcnsity (pAlpF) vs vo hagc 
(m V) curves for V (eire/e) , 
WNK3+ (sqllare), and WNK3-
KD (trial1gle) cells in hypotonic 
1-115% medium. Bars represen! 
Ihe curren! density of each cell 
type al + 100 mV. Results are 
means± SE of 7- 15 experi
mcnts. Values \Vere nOI signifi
canlly different al P<O.05 

::rlrlrí 
150 

-+- Vector 
300 

___ WNK3+ 

50 JI 11 11 
o Vector WNK3+ WNK3 

to minimize the contribution ofK+ currents. After obtaining 
lhe whole-cel l configuration, lhe isotonic medium was 
replaced by a 15 % hypotonic solution and evoked currents 
were registered during 15 mino Upon exposure to hyposmo
lar condit ions, in all cells (V, WNK3+, and WNK3-KD 
eells) a large curren! was developed wh ieh exhibits the 
reported features eharaeteristie of I CT-,w" , [29]. It is an 
outwardly rectifying current, with inactivation kinetics al 

large positive voltages and a reversal potential of - 3 mV, 
elose to the reversal equil ibrium potential of CI- predieted 
by our solu!ions of -0.0 mV (Fig. 5a, b). The membrane 
current was nonnalized to the cell membrane capacitance 

(curren! density) to eorreet for different eell sizes. The 
current density activated by H 15% al + I 00 mV was similar 
in Vand WNK3+ eells (27 1. I ±41.6 pAlpF and 268.7 ± 23.4 
pAlpF, respeetively), and slightly lower in WNK3-KD eells 
(242.8±8.6 pAlpF; Fig. 5b). 

The KCC activity was measured as lhe CI~-sensitive inlra
eellular aeeumulation Of 86Rb (see "Materials and methods") 
under isotonic or 15 % hypotonic conditions. Basal CI- -sen
sitive 86Rb uptake in control V eells was about 8 pmoV(¡.tg 
protein x min), and this uptake was increased by hypotonicity, 
raising 86Rb aeeumulation by almost 2-fold (I 80 %; Fig.6). In 
WNK3+ eells both basal alld stimulated 86Rb uptake were 
essentially abolished. Noteworthy, in WNK3-KD ce lis, 86Rb 
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uptake was already extremely high in isotonic cond itions, 
about 5-fold higher \han uptake in V eells, and lhis was not 
further inereased by hypotonieity (Fig. 6). 

To evaluate the contribution of the volume-sensiti ve C¡
ehannel and of KCC to RVD in HEK293 eells, attempts 
were made to reduce the efficiency ofthese tWQ mcchanisms 
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Fig_ 6 Effect of bypotonic st im ulus on Ih e KCC electroneutral 
cotransporter activity in control V, WNK3+ or mu lant WNK3-KD 
ce1ls. KCC acti vity was measured as the CI- -dependent 86Rb uptake 
as described in "Materials and methods", KCC activity was measured 
in isolonic (e/ear bar) or hypotonic H 15% (dark bar) conditions. Bars 
represenl the mean± SE of 3 separate experiments. ·Significantly dif
fercnt from control V ce ll s in isotonic medium at P<O.O I. <!> Signifi
cantly diffcrcnt from control V cclls in H 15% at P<O.05 
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Fig. 7 Effects of DIOA and DCPIB 011 KCC, IC¡- swclh and RVD in 
HEK293 cclls exposed to H 15%. a Current density vs voltage curves 
froOl HEK293 cells in the presence or absence of (he blockers IC¡-swcl1 
clicited by H 15% wererecorded as in Fig. 5. Thc blockers DIOA (20 ).lM) 
or DCPIB (10 IlM) wcre added at the time ofmaximal ICI-swcu current 
amplitude. Control (circle), plus DIOA (square) , plus DCPIB (rr¡al/gle). 
8ars represent the current density al + 100 roV, expressed as 100 % for 
controls and the corresponding decrease in the presence of the blocker. 
Results are means± SE of6-14 experimenls. b Inhibilo!)' effecl ofDCPlB 
and DIOA on Ihe hYPolonic-slimulaled KCC aCl ivity. CI- -sensitive 86Rb 
uplake measured as in Fig. 6. Cells were pre-incubaled during 30 min 

by a phannacological approach. This could no( be properly 
achieved, however, s ince lhe two agents commonly used to 
block KCC (DIOA) or Ci-""II ehannel (DC PIB), exerted a 
potent inhibition on both the eotransporter and the ehanne!. 
DlOA 20 J.lM, had a slrong inhibi!Ory effeel (71.5 %) on (he 
H 15%-stimula(ed Ci- currenls (Fig. 7a), and al lhe same 
eoneentration al so redueed (79.3 %) the hypotonic KCC 
acl ivity (Fig. 7b). Similarly, DCPIB (10 J.lM) prevented 
Ihe H 15%-slimulaled Ci- eurren(s and redueed by 43.4 % 
the hypotonic KCC activity (Fig. 7a, b). In aeeordance wi(h 
these results, RVD was inhibited by the bloekers. The effeet 
was more evident at the first phase (300 s) of the volu111e 

325 

b 

40 

~c • 
E. 'E 
=> x 30 

.D o::: .S 
~ ."l 

20 o '" ~ .~ o. 
.~ en 

"-
c "," 

10 ~o , E 
(P 

(jo. 

O 
Isotonic +DIOA +DCPIB 

H1 5% 

+OIOA +DCPIB +OIOA 
+DCP1B 

1000 

H1S% 

with DIGA or DCPlB in isolon ic mediulll before Ihe stimulus and were 
presenl throughout Ihe experimento *Signifi cantly difTerenl from Ih e 
isolonic condition al P<0.05 ; <1> significantly difTerent from Ihe hypotonic 
condilion al P <0.05. e RVD alter hYPolonic (H 15%) swelling in 
HEK293 cells exposcd lo DlOA, DCPlB, and both . Cells were preincu
bated with Ihe blockers 30 min before Ihe stimulus and were present 
Ihroughout Ihe experimento Results in bars (means±SE of 6- 16 experi
menls) represent Ihe cell volume recove!)', expressed as percenlage of 
maximal swelling al 300 s aner Ihe slimu lus. *Significantly difTerenl from 
control H 15% al P<0.05 

regula(ory proeess, when DIOA and DCPIB reduced by 
RVD by 25.4 and 34.4 %, respee(ively, and lhese effee(s 
were addi(ive (Fig. 7e). 

Regu latory volume in crease 

Cclls exposed lO a medium made hypertonie by addilion of 
sorbilo l to reaeh a final osmo larity of 600 mOs111 (see 
"Materials and methods") initially shrink and immediately 
after, initi ate the adaptive process of vo lume recovery, 
known as regulatory vo lume in crease (RV I). Figure 8a 
shows RVI in WNK3+ and WNK3-KD eells as compared 
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Fig. 8 Volume reduction and regulatory volume ¡ncrease (RV I) after a 
hypertonic stimulus in contro l (V), WN K3+, or WNK3~KD cells . a 
Reprcsentative curves of changes in cell volu me after hypertonic 
(600 mOsm) stimulus in cach cell type. Ccll shrinkage is fo llowed by 
a biphasic process of RVI, with a first, fasl componen!, evident al 110-
300 s and a second s[ow component. Bars (illset) represenl Ihe cell 
volume recQvery al Ihe end oflhe experiment, calculated as percentage 
of maximal shrinkage. ·Significantly different from RV I in control V 
cell s al P<O.05 ; 4> signifícantly di ffe ren l from WNK3+ without 

to control V cells. The RVI pattem in control cells showed 
two phases of differenl rate, 311 initial , rapid phase lasting 
110- 300 s and a slow, seeond phase occurring up to 15 min. 
RVI effieieney at the end of the experiments in V eells was 
48 % (Fig. 8a, b). Bumetanide deereased RVI on ly by 10.3± 
2.4 % (resu lts not shown). In WNK3+ cells, RVl was 30 % 
higher, due to a more rapid regulation at the second phase of 
the regulatory proeess (Fig. 8a, b). This effeet was prevented 
by bumetanide (Fig. 8b). In WNK3-KD eells no differenee 
was found in total RVI as compared to eontrols (Fig. 8a, b); 
however, these eells showed a signifieantly faster volume 
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bumetan ide al P<O.OS. b RV I al Ihe first componen!. e Rate conslants 
fram lhe s lopc calculated by fi tting a linear regress ion lO Ihe l ogarith~ 

mically transformed data during Ihe first 100 s after maximal shrink~ 
age. ·Significantl y diffcrent from control V ce ll s al P< O.05 ; q, 
signi ficant ly different from WNK3-KO wi thoUl bumetanide al P< 
0.05. Bars (3, il/ser) represenl lhe cel! vo lu me recovery al the end of 
Ihe experiment, cxpressed as percentagc of maximal swclling. b RVI 
calculated after Ihe fast componcnt of the volume recovery process. e 
Rate constants for the fi rst RV I phase caJculated as in Fig. 3c 

recovery at the initial phase, which was 26.2 % more rapid 
than in controls (Fig. 8a, e). This illereased was abolished by 
bumetanide I O ~M (Fig 8a, e). 

The effect ofbumetanide preventing the increase in RVI in 
WNK3+ ce Lis and the f.oster phase of the volume regulatory 
process in WNK-KD ce ll s, suggest that the cotransporter 
NKCC is responsible for these differences. The activity of 
NKCC was then examined in controls and in the two experi
mental groups of ceUs, at the times corresponding to the two 
phases of RVl. Figure 9a shows that at short times (3 min) 
NKCC was not signifieantly inereased by the hypertonie 
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Fig.9 NKCC acti vity in WNK3+ and WNK3·KD cel ls. Bumctanide· 
sensitive 86 Rb uptake assays were used lO measure th e NKCC aCl'i vity, 
as dcscribcd in "Materia[s and lllcthods". a 86Rb uplakc al 3 min and b 
al 15 mino Expcriments were pcrfonned in isotonic (clear bar) or 
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control V cells al P<O.05; q:, signiticantly differenl from control V cells 
in hypenonicity al P<O.05 

condition in V cells, nor in WNK3+ cells, while in WNK3-KD 
cells, NKCC activity was markedly increased in isotonic con
ditions, and was nol furth er enhanced by lhe hyperosmolar 
condition. This higher NKCC activity seems then responsible 
for the higher volume regulation in these ceJls at the fast initial 
phase shown in Fig. 8c. At longer times (15 min) NKCC 
acti vity in contro l cells was not increased by hypertonicity, 
but in WNK3+ or of WNK3-KD ceJls, NKCC activity signif
icantly increased in isotonic conditions without further activity 
in hypertonic conditions (Fig. 9b). These results on Ihe NKCC 
activity may explain the differences observed al the two phases 
of RVI in WNK3+ and WNK3-KD ceJl s. 

Discussion 

[n the present study in HEK293 ceJls, WNK3 was found 
locali zed at the intercellular junctions. This result confinns a 
report showing immunohistochemical express ion ofWNK3 
at the ce ll junctions in a variety of epithelial ti ssue sections 
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[17, 40]. The functional kinase is required for its localization 
al Ihe ce ll junctions, since in cell s with a mulated catalylic 
s ite, WNK3 is re located and found predominantly at a 
perinuclear area, partly the trans-Golgi network (Fig. 2b, 
lower panel) . lhe struclures and mechanisms which deter
mine lhe WNK3 intracellular locali zation are so far unclear. 
In terms of function, the presence of WNK3 al the intercel
lular junctions suggests a role in paraJlel CI- flu xes, as has 
been proposed for WNK I or WNK4 [16, 30]. In contrast to 
HEK293 ce ll s, in human glioma ce ll s in culture, WNK3 is 
localized prominently at the cytosol, and associated with 
vacuole-like subceJlular structures [12]. More information 
is necessary to define whether the intracellular locali zation 
of WNK3 is ceJl speci fic . 

Introduction of a catalytic inactive WNK3 in HEK293 
ceJl s as in the present snldy induced a remarkable change in 
ceJl shape. This effect, not previously described, suggests an 
interaclion ofthe active WNK3 WitJl cell structures, poss ibly 
elements of the cytoskeleton, related to maintain the char
acteristic shape of these epithelial ceJl s. A difference is 
fou nd again w ith g lioma cell s, in whi ch sil enc ing of 
WNK3 by si RNA did not induce a change in ceJl shape [12]. 

In response to osmotic stimuli , WNK3 translocates to the 
cytosol (Fig. 2). This mobil ization may be required to es
tablish lhe inleraclions with signal mo lecules or structures 
related lo cotransporter trafficking or/and for the cytoskele
ton adaptations necessary to face the change in cell volume. 
No translocation of WNK3 into the ce ll membrane was 
observed, suggesting that ils effects on the cOlransporters 
occur via intennediate signaling chains ultimately responsi
ble for the cotransporter activation. This chain most li kely 
involves the Ste20-like kinases SPAK and OSR 1, whose 
funclional interact ion with WNKs including WNK3 is we Jl 
documented [33, 38]. 

The present results in HEK293 ceJl s showed that WNK3 
activity has a clear influence on RVD. The volume regula
tory effic iency is reduced in cell s overexpressing WNK3 
(WNK3+) and markedly increased in ceJl s expressing the 
catalytically inacti ve WNK3 (WN K3-KD cells). These 
effects are related lo WNK3 effect on Ihe colransporter 
KCC (compare Figs. 3 and 6). It is known that the phos
phorylation status of the KCC molecu le determines the 
functional activ ity of the transporter, which is reduced by 
phosphorylat ion and increased by dephosphorylation [2, 
18]. Dephosphory lat ion of two key phosphorylatioll sites, 
threonine residues 99 1 and 1048 ofKCC3 have been clearly 
shown to be associated with act ivatíon of Ihe cotransporter 
[40]. The prescnt resu lts in HEK293 ceJls demonstrate Ihat 
the observations done in the heterologous express ion system 
of Xenoplls oocytes [5, 17] al so occur in a mammalian ceJl 
system, confinning that WNK3 has a profound influence on 
the KCC activity, decreas ing or increasing lhe cotransporter 
efficiency according to the presence or absence of calalytic 

~ Springer 



- 118 - 
 

 

328 

activity of the kinase. HEK293 cells under isotonic condi
lians express endogenous WNK3 and basal KCC activity, 
which are both suppressed in cells overexpressing WNK3. 
Conversely, in cells stably transfected with the kinase inac
tive by intervention of lhe catalytic site, lhe KCC activity 
increases dramatically. These results point to an effect ofthe 
WNK3 in the control of the phosphorylation state of !he 
cotransporter, which involves the catalytic site ofthe kinase. 
This influence of WNK3 in isotonic conditions affects the 
KCC response to hypotonicity. In control cells, a mild de
crease in osmolarity activates KCC, and this response is 
prevented in WNK3+ cells, suggesting tbat KCC is inactive 
by the overexpressed WNK3 and is unable to respond to 
hypotonicity. In WNK3-KD cells, containing the catalytically 
inactive WNK3, the KCC activity is already maximal and 
cannot be further increased by hypotonicity (Fig. 6). These 
results can be interprcted as to mean that inactivation of 
WNK3 promotes maximal dephosphorylation of the trans
porter molecules, which cannot be further increased by other 
stimuli. In experiments in oocytes expressing WNK3-KD, 
KCC activity also markedly ¡ncreases in isotonic conditions, 
but in conlrast to the present results in HEK293 cells, hypo
tonicity is still able to increase KCC activity over the level 
found in the isomolar condition [5, 17]. This may occur 
because in the oocyte study KCC is overexpressed, and thus 
cells may have a surplus of transporters to be activated by 
hypotonicity, not present in HEK293 ceJls. Disparities in the 
magnitude of lhe hYPolonic stimulus, 50 % in oocytes and 
15 % in HEK cells, may also explain this difference. 

The present results, thougb clearly supporting the involve
ment of WNK3/KCC in RVD, showed that a substantial 
volume regulation is still found in WNK3+ cells in which 
KCC activity is almost abolished (Figs. 3 and 6), stress the 
important contribution of mechanisms for RVD other than the 
transporter, and independent ofWNK3. The volume-sensitive 
CI~ channel (CI~ swcll) is a strong can di date, as a robust Cl
current activates in control cells exposed to 15 % osmolarity 
reduction. This channel seems nol lo be under the influence of 
WNK3 since no significant difference was found in our srudy 
betwccn control cells and WNK3+ or WNK3-KD cells. Po
tassium fluxes are also key contributors to RVD in most cells. 
Lnterestingly. K+ translocation during RVD occurs not always 
via volume-sensitive K+ channels but rather through a number 
of other K+ channels activated by factors concurrent with 
hypotonicity and swelling. This is the case of vo ltage
sensitive channels. Ca2+ -dependent K + cbannels. or stretch
activated K+ channels [14]. In fact, K+ channels strictly de
pendent on swelling have described only in few cell types 
[28]. To our knowledge, the K+ channel(s) involved in RVD in 
HEK293 cells have not been so far identitied. Heterologous 
expression ofTASK-2 in HEK-293 cells generates osmosen
sitive K+ currents which contribute to volume regulation [27], 
but the TASK channels are not influenced by WNKs [18, 19]. 
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WNK4 inhibits the maxi-K+ channel heterologously 
expressed in HEK293 cells [48], but there is as yet no evi
dence of its contribulion to RVD in these cells. WNK 1, 
WNK3, and WNK4 inhibit the ROMK I [20, 22, 24], but 
these channels are not involved in RVD [14]. Claritying the 
role ofWNKs on K+ channels relaled lO volume regulation is 
an interesting subjecl to be pursued in future investigations. 

The relative contribution to RVD of the cotransporter and 
the volume-sensitive C¡- channel could not be accurately 
measured in HEK293 ce lis since as here shown (Fig. 7), 
DIOA and DCPlB, considered as potent blockers of KCC 
and C 1-",," , respectively [6], iaterfere with both, the 
cotransporter and th e channel activity. Also. the non
specitic effect of DlOA, which inhibited th e volume
sensitive K+ fluxes has been previously reported [21]. These 
results should be taken into consideration when using these 
drugs as tools lo evaluate the contribution of either one of 
these mechanisms to volume regulation [7,44]. The conlri
bution ofKCC to RVD in HEK293 cells, where CI- ,w," was 
unaffected by WNK3, may be evaluated by the differences 
in RVD effici ency found between WNK3+, WNK3-KD, in 
which KCC activity is either suppressed (WNK3+) or mark
edly increased (WNK3-KD). 

The influence of WNK3 in the cell response to hypertonic 
conditions was examined in tbe present study. ln HEK293 
ce LIs, hypertonic stimulus evoked a fast cell shrinkage fol
lowed by cell volume recovery. This adaptive process in most 
ce lls occurs by the operation of several mechanisms, i.e., 
channels, exchangers, and transporters. The present results 
suggest that in HEK293 cells the cotransporter NKCC is not 
prominently involved in RVl. This concJusion is based, tirst, 
in the low effect on RVI of the specitic NKCC blocker 
bumetanide, and second, because NKCC was not activated 
by increases in extemal osmolarity in these cells ([15] and 
present resuhs, Fig. 9). Although presumably not involved in 
RVI in physiological conditions, WNK3 showed a marked 
influence on NKCC activity in HEK293 cells. These cells 
have a low NKCC activity, but ir can be many-fold increased 
by overexpression of WNK3. This is in accordance with 
previous results in oocytes [17]. NKCC activity in most cells 
depends on the phosphOlylation status orthe molecule and the 
WNK3 overexpression may increase the phosphorylated, ac
tive transporters [18]. Surprisingly, NKCC activity was al so 
enhanced in ce lis expressing lhe inactive fonn of WNK3 
(Fig. 9). We propose tllat this is due to the effect ofthe inactive 
kinase strongly increasing the activity ofthe KCC transporter, 
leading to a dccrease in [Cll i which is then, the stimulus 
increasing NKCC activity [11 , 25]. Besides, the activity of 
endogenous WNK l and WNK2, which are expressed in 
HEK293 cells [12], may contribute to the NKCC activity 
observed in the WNK3-KD cells. Thus, even though via 
different mechanisms, NKCC is activated in cells Qverex
pressing either the active or lhe inactive fom1 of WNK3, and 
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RVI was increased in the two cell lines. Ahogether, these 

results show that even if NKCC is not a s ignificant conlributor 

to RVl in HEK293 cells, this process may be influenced by 

WNK3 due to its dual role affecting both KCC and NKCC, 
and through this effect, regulating the ce ll CI- levels. It is 

worthy to notice that steady state [Cll; in control, WNK3+, 

and WNK3-KD cells was significant ly ditTerent, witb the 
following profile: WNK3+ > control > WNK3-KD, due to the 

inhibition and activation of KCCs by wild-type WNK3 and 

catalyt ica lly inactive WNK3-KD, respectively. Even when 

this ro le of WNK3 regulating [Cll; has been suggested [32], 
this is the first time, to our knowledge, that this has been 

demonstrated by direct evidence and using a mammalian cell 

system. Our data thus support the proposal that WNK3 could 
be the C¡- -sensitive kinase. 

In contrast to HEK293 cells, RVI in glioma D54-MG 

cells is essentially dependent of NKCC, also under the 

influence of WNK3, since bumetanide at high concentra
tions, and s ilenced WNK3, abo lished RVI in these cells 

[ 12]. Interestingly, WNK3 was not found expressed in nor

mal gl ia [1 7] and there is essentia lly no information about 

lhe expression and activity of this kinase in other cell types. 

WNK 1 and WNK4 are also responsive to changes in exter
na l tonicity. WNK I activates by hypertonicity and cell shrink

age and via tbe downstream signaling chain fonned by the 

Ste20-kinases SPAK and OSR1 , regulates tbe cotransporters 

NCC and NKCC, sustaining their functional activity [23, 43, 
46, 47]. This sequence ofevents point to a role for WNK I on 

the regulatory volume illcrease, ahhough only few studies have 

etTectively shown this action [4]. KCC3 is also subject of 

WNK I influence, decreasing ils activity upon phosphoryla
tion. WNK I also activates by hypotonicity though to a lower 

extent [23, 40]. WNK4 also regulates NCC, NKCC [3, 16], 

and KCCs ([8, 10], but its possible influence on volume 
regulation is so far unknown. A recent study in X laevis 
oocytes revealed that WNK2, similar to WNK3, reciproca lly 

activates NKCC 1 and inactiva tes KCC2 in a kinase-dependent 

manner [4 1] Thus, it may a lso contribute to volume regulation 

in those cells where it is expressed. 
In summary, the present study in HEK293 cells wh ich 

documented the implication of WNK3 in cell vo lume con
trol as well as in the regulation of intrace llular C I- levels, 

contri bu tes to support the influence on WNKs 011 these two 

important e lements of ce ll homeostasis. 
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mcmbcr of ~ su¡,fJmily of scritlcl1hfC<Jnine ki t1~sc, lhJI modnlJ1C Ihe 
a<:liv'ly uf Ihe dl-Clron~Ol ru l caliulH;Oopkd l'hluridc cOlfansponcr" 
W!\'K3 ~Cl i v~IC~ NKCC1I2 and NCC and inh ;h il~ Ihe KCC<, rour 
,pl ice I'~ri~nl~ Jfe genef~lcd fro", Ihe IVNK3 gene. Our Ilre"io"s 
,ludie, f",'"scd 011 Ih~ WNK3- ]8a "'Iriaul. Ho"c'·cr. n ha, bi:~t1 

,ug:ge<tcd thal OIhcr "arian!> eou]d ha'c diffen:nI dfeCls on Ihe 
l'Olrml>porters, Thu,. Ihe prescnl 'Iudy was desig rled to define Ihe 
dTl ... 'IS uf all WNK3 variaul, un mtmbers 01' th,' SLC] 2 rami]y. By 
RT·PCR rrom a fetal hmi" ]ihrJTy. exons ]Sh iltld 22 "cre .,cpamtdy 
arnl']ifioo Jnd sulldonl..:! in lo Ihe original WNK3 ISa Of eatalytically 
ina(:liw WNK3- lJ29"A 10 "blain all r<.>Uf poltnlia] '"t)"'hinali'm.; wilh 
and withouI eala]}'lic aCl ivi ty (]8a. 18a + 22. ] 8h, and ] 8h+ 22), The 
basa] activi ly uf dIe cOlral1 'I)Of1~r, ,,,,<llhe eITce's of WNK3 i,;ofOfms 
"en: ass<",,,,d in XI'"o¡ms ¡"e"j_1 <J()':ylcs l·"injcelcd "ilh cad, "f I I, ~ 
\\11\'](3 varianl ,RNAs. In i'Olonóc condili"ns, Ihe I>.ls,,] aClivily of 
!\'CC ~l1 d NKCCIt2 were inere~><-,,<I by coilljCClion wilh ~ny of Ihe 
W!\'KJ. Tlle P<JSi1i\'c cl'fcct, oc~llrn:d C'"~I) in hypolOnic cundili"ns. in 
whieh Ihe has,,] activily of NKCCl i< eomplclcly pre~cnlcd. Con~i.<

lent with Ihes.: obscr\'atioob. w)",,, nprc,scd il' hypotonic ily. all 
KCCs were active, bU! in the prescTlCc 01' uny 01' Ihc WNK3 \'arilmb. 
KCC aet i\'üy " 'a_, complclcly rcdllced. Thal is. NKCC]/2 and NCC 
"cot· ; nhibit~-d. n 'en in hyp'::!lon ieiIY. while KCC, wen: nuivnl<Xl, 
C\cn in i<;olOl1i(' (:undllion,. \Ve c"ndmk Ihal Ihc cffed, ur all WNK3 
variams loward .'iLC12 prolei", are ,imi]ar. 

eOlmn,poner: ~ina'e.<: o,molari ly: pho'phorylalion; SPAK 

EUKA RYOTIC CELLS R[CULATE their \'olume in Ihe long term 
Ihrough the coord ina ted fUllcl ion of the Na+ -coupkd chloridc 
(N KCCI/2 nnd j\'CC¡ ~nd K+-coll pled chloride (KCC I- 4) 
COlranS(Xlners. whieh cneomp.1SS IWO br.mches o f the SLC] 2 
gene fami ly of solwc tmns(Xlrters (12). Under hY("XIIOnic eon
dilions, cell volume incrc~<;cs bcrau<;c wmer emcrs Ihe eell , In 
Ih is S131e. the coord inated 3Clivmion 0 1' KCCs and inhib it ion 01' 
NKCCs I!elp~ 10 re1um Ihecell "o lume 10 nomlal hy incrensing 
CI - ex it a]ong wilh water. Under hy¡x:nonic eond il ion •. eell 
volumc deereascs hecau"e waler ]eaves the ce]!. and 10 rees
lablish cell vo lume, KCCs are inh ibiled ",hile N KCCs ¡¡ re 
aclÍva lCd. ]n lhis W¡¡y. Ihc l'cll inucase_, ehloride emr)' along 
wilh w¡¡ler. Givcn Iha! Ihe ]ong·lI::rm act iv;ly of SLC I2 
L"Qlr¡¡n~poncrs ehange~ the ;nlraecllul.lr ehluride eonecnl ratiun 

• S. I.:ru, lI.a"sd and <:_ Mdo c"",,,ibul,,d c"q"ally lO lh" "''''~ 
Addrc" ()< repriOI rcque'" and Ol htr ,orrc,pOndcn,e; G. Gamba. V.~O 

de Qu",,-,S. N,-,. 1$_ Tlalpan 1-1000. ~tc,itQ Ci,y. ~ t t~K'Q (c·mail: 
S" mha (jf 11 'O" ,ro ica, _"nO nI_ mx) 

hll!,://"''''''' .ajl,:dl_'Kg 

ICI -l;. 1he coordioated funclio n 01 IheS<' COltan,porters is airo 
important for cs.cntia] ncuro]ogica] functimlS hecause the 
",ay Ih¡¡1 posuiynaplie cells re,pond 10 neuro lr;jn~miller!i Ihat 
¡¡el un ¡;h loridc dwnn~l·eou"lcd r¡;¡; Cplor~ . sud ¡¡S j'·¡¡mi
nobUlyrk lu:id (GABA). is d~r!!led by ICI 1, (JI) Finally. 
the 3Cli"ily of the SLC] 2 cOlranSpOrlcrs is ~lso imporlanl 10 
Ihe reg ll lation of transecllubr ion transport in many cpilhe· 
lial eclls. including Ihe nephron. ~ nd thus is erilical for 
b]oo(l pres.urc C0l11rol (4). 

The K+-CI - eOlr3n~p{)fter~ mm'e ehloride out!i;de Ihe eell. 
aw inhihi tcd by plJOsphmyl3lion. ano are adil'aICd by dcphos
phorylalion , In ~Ol1lr~,1. th~ N;.t'· · K · ·2CI colnUl~poncrs in· 
troduce ¡;hloridc into the (:dl. ~rc inhibitcd by d¡:phospl lorylu
l io11, and are aCliv¡¡ted by phosphorylntio ll (4 ). lt Iws becu 
proposed Ihol KCCslN KCCs must he lighlly regulmed byeell 
volllme and/or ICI-I; by a ~inasefphosphalase pair , \Ve h~\'e 
. hown Ihal wilh-no·lys ine kin~S<':; (W NK:;) pos<;c~~es ","cm] 
pro¡x:rti es Ihat ~ugge,1 it could he Ihe CI - fvol urne-<;cnsilive 
rcgu lalory kina~e lhat. in aswciatiol1 wilh prolcin phosplm
m~cs. redproca lly modifks Ihe phosphofy]ationfdepho~phory

Imiun stales of t h~ SLC 12 pruteil ' ~ a l,d lhus lhcir aeli\'ilies (fu r 
rcv icw. see Rcf. ]0). WNK3 aclÍv¡¡lCS N KCCs by increasing 
Iheir phosphorylal ion. even when cells are ineub:ued in hypo
lonie mcdium. whcrc normally the), are inaclivatcd (9. ]0. 20, 
21), In eontmsl. Ihe cQCxprc!ision 01' KCCs wilh WNK3 eom· 
plele]y inhi ll i l ~ KCC fllncl ion, e\'en wheo cell~ ¡¡re expnsed 10 
¡I hypOlOnie mcdiUlll . in whieh the KCCs ¡¡re n()rm~l1 y :Ietive 
and (kphosphorylalcd (1 . 22), ]nlcrestingly. duc lO a D294A 
substi lu ti un. lhe ea lal)'li,a lly i na~ti"e furm uf \VN K3 1101 
only loses ils 3C1i"3Iing and inh ibilOry propertics aga instlhe 
NKCCs aT1d KCCs. respective ly. but <lcqllires lhe oppos ite 
pro¡x:nies_ WNK3-D294A heeomes a (XltCnI inhibilor of Ihe 
N3+ -colljllcd ehloride COIr.mSponers, inducing depho~jlhory l a
l iol1 e"en in hypct10nic oondilions in which NKCCs are :lCliv:1tcd, 
",hik il OC-cu,r .. ;, " potenl c.elivalur of KCCs. t'\'l'n in i"-,u,,,i¡; 
e(JUd iliun~ in "hid! they <In: u~ually imll:li\'c (2. 9. 10, 21), Und~r 

isotonic condilions. activmion of Ihe KCCs by Ihe kinasc-<kad 
WNK3 can he rc\'ersed by calyculi n or cyclosporine. implying Ihe 
invol\'emenl of prolcin phosphalascs in Ihe proccss_ 

ronr \\'NKs have heen idcntilied. t\\"o of which whcn 
mUlatcd (WNK I a n(] WN K4) cau<;c a form 01' s.11l-,ensit i\"c 
hypcrtensiOIl in human~ kn"wn 3S p-',eudohy[l()aldoslcronbm 
ty¡x: ii ur f¡¡ milial h}¡x:r~alcmic hypencn~iun (30). The mech
anbm by whkh WN Ks uffen blood pn:s,Ufl· b. m lcasl in I)¡¡n. 
due 10 their abi lily 10 mooulatc the aClivil)' of thc rcm,1 
Ihinide·scnsitive Na- -Cl - eot ransponer. NCC (5. 6). As in· 
d ic:ued aoo"e. WNK3 is an activator 3nd \VNK3-D294A is 3n 
inhibitoT of NCC (2 ])_ ]n add ition 10 severa] cpitheha] li.sues, 
\VNK 3 i ~ prc<ent in Ihe hrain. in whieh it i~ cocxprc~~ed wilh 

CWI 
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C602 W1\"KJ ISOFORMS ON SLCI2 COTRANSI'ORTERS 

E~,," ISa 

Ex,," 1& 

§jI-, 
~ 1 , 

Exon 22 

Fig. 1. F"ur p<ltcnli,,1 ,'arian" of with -n"·lys ine kina<e 3 (Wl', K3) ;!re pro· 
d",,~d by allrml1,'" ,pb,ing. Ex,,", Iilb anJ 22 ~r~ ~,du.,i,'~ I)' pr~."nl in 
c"nlr~1 1"''''00' '~, ICI". 

N KCCI/KCC2 in GABAergie neurO IlS (9). posiliOlling il ,I~ <I n 
irnpon~lrn kinasc for rnod ll l~Hi11 g nCllron¡tI ilctivil)', T hc WNK3 
gene encodes fou r pUlali ve ahemali ve ly spliced v<l rianls Ihal 
<Jre generaled hy Ihe co mhination of two l11ulu311 y exclusi ve 
exons 18 (18a aud 18b). wilh (he presencc or absente of exon 
22, As shown in r ig. l. Ihe polernÍ¡11 isoforms are WN K3-18a. 
\V NK3- IRh. \VNK 3- llla+22, ami \VNK3-lllh + 22. IlIteres t
ingly. eXOll 18b appcars 10 be exclusivel)' expressed in lhe 
central ncrvous systc rn (CNS). while \VNK3-ISa is prescnl in 
epill lcli:11 ti ss ue~ (1\) . AI I fUIKlinn :t1 sllJ[li.::~ di,clIsse¡1 :t llo"c 
werc pcrformed lIsing Ihe WNK 3-18a epilheliall'ariant (2. 9. 
10.2 1). However. <J recenl sludy suggeSled thallhe effeets of 
WNK3- ISa ;lIn l WNK3- 18b tnward NCC ¡¡re oppusile: Illal is. 
activation by WN K3-ISa and il1 hibi tion by WNK3-1Sb (7). 
This observalion is probably irrelevant 10 NCe. becausc 
\VN KI 8·b is nOI prescnl in Ihe kidney ¡¡mi NCC is nOI 
cxprcsse<l in Ihe CN$. However. ir the WN K3- 18;1 <Jnd 
\VNK3-ISb i ~forrns 31~ IJroduee oppos ite effecl~ in lhe 
SLC I2 rnern bcrs prcscm i11 Ihe CNS, Ihese varinms could 
represern a key regulalory kinase syslem for Ihe exeilabil ily of 
GABAergic ncurollS. T IJUs. Ihe Ilreselll sludy was designed 10 
invcstigalt Ihe fu ntt iOIllI] diflCrtlltcs 01' Ihc fou r polenlia] 
\VNK3 variantS 011 al] mernbers of Illc SLCI 2 genc famil y. 

~ IATElUALS A1\"U i\U: ruous 

Clo"e,<. e/""j,,!:. 1/"'/ S" q",:"ci"S 

The human WNKI cDNA d une e"nlaining e~"n I¡;a wilh""1 e",n 
22 ( boform 3) usccl III litis , lucly wa, pie' iously dc,crilJ<.>tl (9. 21). ¡-\ 

frafl mcnl of WNKJ containing the 18b exon \\' 3 , amp li fictl from a 
human felal hr ... in c ONA libr:t"Y (Clonlech) using the Expand High 
r itlcl it)' Plus PCR S)'slem (Roche) JI1c1 paslcd imo Ihe original human 

II'NKJ eDNA isoform 3. To Ih is end. eUSlom primer.< ",ere dcsigned 
lx'yond Ihe uni 'lUC n:slriclion ,ih:, Stu 1 and I)m 11 1 flan king cxon 18 
of II'NK3 c DNA. The am pli fied fraglnenl " as digcsled "ith SIl! 1 and 
Ora II! and p:"led intu II'NK.? cDNA. Sevcral cDNA colonic, were 
uIJtai neo. allo dunes cumaill ing CWIl I!!a ur 18b I-\el\: idcmilicd by 
aulom:ttic DNA >cquc llc·in¡; , The" . by <loable·, lcp I'CR. Ihe cwu 22 
sequentc was in,c rted inlo both ISa and 18b ,ONA c!OIl';S. To oblai n 
CXOI1 22. doubie·,tep PCR was perfonncd u,ing !he WNK3 cDNA 
a, le lllpl3le wilh Ihe primer> rorward S··TCcrCAGATGCITC· 
Acn·CCA.) ' and revcr,c 5 ·· ATTTTCCAACTCATITAT AA. 
GGCAGCTnTCCCTGT/\GCAACTATGCCAlTGTCCACATGT· 
GTC-3 ' lo alll l,lily ti-:t¡;III,,:1l1 A-B (1.1 8l\ ;iII0 1.325 hp);JI>J 11.., pri ll "'''''; 
f0ll-\ard 5··GGGAAAAGC I"GU .T I' ,\TAAATGAG'rTGGAAAA· 
TCCACTGTGTGTGGAGAGTAATGCAGCATCATGC·), all(l Te 

"'-'I'SC 5' ·GTGTAAGTI·GGTA lT ATG·3' {O amplif), fragrnent C·D (759 
aod 793 bp). The scrond rouod 01' r'CR was done using purificd frag· 
nK'nlS A·S and e · D a, IcmplalCS. wilh e.xlcmal primcr.< forward S'· 
TCcrCAGATGCTTCAcn·CCA·3' and rncf"C 5". GTGTAAGlTG· 
<ITA lTATri·3'(1.947 :md 1.1 H! hp) lO ' ~M"in Ihe I\ · D lragrnelll CUII· 
lain i"g e~ 'HI 22. Wilh a CU I ;mo r'a,le. dli, fr;¡gIl...,,,1 I-\as ill~rtc"t.i inl0 11..., 
orig ill:tI WNKJ cDNA harboring cxon ISa or 19b. A II 11.., antpli lkd 
fr.lg nlt:llls were sequenced lO rule 0 <11 unwanlcd mulaliOIls. Fill:llly. lllo:: 
exon ISb an<l exon 22 eDNA fraglllcnls were also inscnc>tl in{O human 
\VNK3 cDNA in which aspartatc 294 had prt"ioosly bccn sullSlilulCd 10 
alaninc (0 29-LA) 1'-' rCAr:!cr WNK3 calalytieally in:l(:li,c (9. 21). 

Thc following cDNA clones uf Ihe SLC r2A fmni ly u~ejl in lhi. 
'lud1' Were pTCviou, ly reporl ed: NCC (3). NKCCI ('h NKCC2 (3). 
KCC I amI K- CC4 \11) . K-LL 2b (24). K-CCJ" and KCC JIJ tl lS). 
KCC2a (26) wa, ohlained by cull ing and pa,lil1g KCC2 cxon la 
amplifi<:d f[()m the human felal brain cONA libr:try in a proccs~ 
similar 10 lha l dcscribcd aoove , KCC2a conslruclion was vCl'ified by 
DNA sc:qucneing. 

In Vilm cRNA TrmU/(lIi"'t 

To prepare cRNA for mic roinjection. each of Ihe wild'I),JIC or 
mUlanl cDNAs was li ncari~.cd al Ihc 3"·cnd ,,¡Ih No/ l . NIr" 1. or X/m 
1 fmm Ncw Englan<l Bioiabs (Carl sh:td. CA) an<llr;t.n$cribc<l in "ilro. 
IIsing Ihe 11 RNA polym"rasc 1l1M ESSAGE mM ACHINE (Ambion, 
Auq¡n. TX) Ir:mscriplion .yslcm . cRNA pmducI i nlcgril~ lI'as con· 
linned UIl agaro,e gels. ~ RNA cunee"l ral iun was clelennincd hy lhe 
absurban<:t l\: ading al 260 11m (DU MO. IkLkllmn. FulkrtVII. CA). 
cRNAs "-ere ~h)red in JliquOb al - 80"C ull1il lIse. 

1't'''IHlrllliU/l uf X/'lWlm, "{('l"iI Ou ... .I'le' 

Adul¡ rC lllalc X"ItOI"''< Im'd.< frog' wcre pllrchn_cd from NASCO 
(Forl Alkins"n. MI ) ~nd mailll:tincd un<ler ~\mlTlllbt tighl condi lioll ' 
al a walcf lcmj)c ralUrc of 18°C. Tht U.'>C uf ffOg' as dc,nibcd was 
appro"ed b)' lhe In.'ll lul lonal Commincc for Animal Re,carch. 
O()(:ylc,; werc surgkally collected from animal,; anC $l hcti/,c<l by 
0,1 i 'l lricaine illl lnerú on, il1cubatcd for 1 h wilh vigorous ,haking in 

Table I Effecl 01 (111 lt"i/d·l.\pe· IVNK3 l'o riOIllS 0/1 memben 01 l/le SLC /2 ¡mili/y 

NKCC1 
NKU.:2 
NCC 
KCCI 
KCC2a 
KCC2h 
KeL)a 
KCC3b 
KCC,¡ 

(""n'ml 
19.~ · '¡2 

'¡.I6U :!:373 
2.379 :!: 159 
3.821 :!: 372 

15.085 .!. 9-t3 
5.1~2 :!: 3M 
1.777 :!: ~5Y 

14.229 ::: 1..199 
10.72.1 • 603 

. WNKI_IR. 

5.116 ·551 
~.721 ::: 70S 
9.3 10 ::: 473 

518 ::: 113 
1.038 .!. 179 
1.617 ::: 198 
1.39S ::: 263 

.18 ::: 27 
'.052 - 2.12 

208 - 71 
4.160 ::: 373 
2.016::: 193 
4.053 ::: 29.¡ 

10.498 -'- 656 
7.7 71 ::: 606 

1U.5.¡7::: ':172 
14,229::: 1.399 
11 .327-535 

' WNKI_I~h 

7.560 - 767 
7.622 ::: 41\1 
5.690 ::: 595 

933::: 144 
2.975 -'- 330 
1.305 ::: 95 
1.1 2\1 ::: 1 <J.l 

1M ::: J~ 
2.i52 - 193 

139 - 48 
5.3.¡2 :!: 36\1 
1.353 :!: 212 
2.635 :!: 354 

15.085 -'- 943 
4.185 ::: 619 
5.SII :!:565 

NA 
10.264 - 679 

' Wr-.K 3_IK, '22 

7.4 .10 - 907 
7.32.1:!: 7.¡0 
4.246 :!: 325 
2.752 :!: 263 
3.967 -'- 1,050 
2.455 ::: 229 
2.894 :!: 326 

NA 
3.168 - 280 

275 - li4 
5.3·12 :!: 3ffl 
2.SI3 :!: J13 
3.631 :!: 372 
8.201 -'- 567 
9.117 :!: 57ó 

1 1 . .wS :!: 1.J\l 1 
NA 

12.120-536 

, W¡'(KI_ IXh '22 

4.756 - 282 
7.00 1 :!: 51\1 
7,4'¡ó :!: 701 
1.077 :!: 237 
3.233 -'- 216 
-' .MO ::: 678 

g.¡S :!: 11)'} 
NA 

3.0 16 - 320 

\'~t"" ~r~ 1I,~all, :!: SE \liNK). ,,; Ih . "u. l y, ¡,,~ k¡,,~sc 3: SLCI2. ,..,IUlc can'i~, f~",i l) 12: NKCC. N~-.K · -<;vupl"J d,l"riJ~ "uI,~", pon('r; NCC. 
Na '~""pl",l ~ hln<i(l~ "",,,m'f'O"cr; KCC. K ' -eOl'plo,l Ch l"rid~ oom,n """,~r: NA. nO( ","'W·d. 
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r:i~ . 2. I!ffeclS of "ild-IYI'" WNK3 \:lfiams on lhe 
a"li ,'ili", "f Na~-K +-coupkJ chlori<Jc '""'''''''I",ncr 
(NKCC 1 : A) 000 Na -couplct! chloridc roIr<tn'f'Orlcr 
(NI.:C: IJ ). I'or Ihis a"d Ihe re .. t 01' Ihe li¡¡un;,. OOsa l 
acli,'ily in the ab5"nce ()f WKK3 was lahn aS 1()(l'1-, 
a"d aH dala ,,"'cre nonn"lilCd ac.;ordinllly. E~pocri· 
n",,,I., f", NKCCI ,,-cr,' performod in Ioyputunic t",,_ 
dilitm<, henee. lhe ""y low al1ivit) in ,he <""1M 
<""drl""'" NKCC t_ ()' NCC-c ,prc~"ng OQCylc, ",ere 
wi nj~"lcd ",ilh each 01' lhe WNKJ varian! cRN As. as 
in<lit",e,'- ' 1' <; O,OOt v" , conlrol (Orl). 

WNK3 varlanls WNK3 varlants 

a c"z . Ih . ..., ND')6 medi",,, (in 111 M: 96 N;ICI. 2 "el. I MgCh. ~n(1 5 
HEPESfrrb, pH 7.4. plu, 2 lIIg1rn l ~ull¡[l!cnasc A). w",hcd rour lill'~., 
in n'gubr ND%. ddollk'ulalCJ hy h~nd . alld ;lIcubalcd o\'crlllghl in 
ND96 al IÓ°C. O" Ihe nex! day. Illalllrc oocyles were inJccted w¡1h 50 
ni of "'aleT or \\';Ih wala conla;"ing 0. 1- 0.4 Ilglll1 of ,'RNA lran
>eribcd in vilrQ f!\)11l Ihe "a,iou" con,;lruCls. ()()('ylcs "'erc in<.'ub:ued 
ror 2- 3 days bcforc lron'rol'! as>ays in ND96 m lóoC 'upplclncll lcd 
.... it h 2.5 mM SllIlin lll pyn",,,lc ¡¡ ud .5 m¡;llOO mi ü f gCrl lanlic;l1; [lIis 
incuba liun IllCoJi UIll w", ~hanJ:cd ~\'c ry 24 h. On lhe da)' uf lhe 
c.\I)!.:rirnc"l. 00<:)1<:., "el\: ,>w il"hcu lo O - ·fr\:.: N[)9(, (in mM: 96 
N¡¡ + iSClhiollat". 2 K+ glucon;'IC. 6 C"z- gluconalC, 1 ~'l gH glu
CQnJte, .5 I IEPESfTris_ 2.5 ,o¡lium pyru\'Jte, Jnd 5 mg/lOO mi gen
tamicin, pH 7.4) 2 h bcFon," lhe uplake as,ay. 

"unrlior",/ AH/I)'S " ilIo C(l/ion/el C"/lwlo'I'OI'/<'H 

X" /W¡III' //I{,l"i,' l>U(;yle~ were i nj~ct~'lI ",ith cR.NA 01' NCC. 
NKCC I. NKCC2, KCCI. KCCh KCC21J. KCCJa, KCCJb. 01' 
KCC4 alonc or IOget hcr ",i l h c RNA of wil¡J -typc or ki nasc-dcad 
WNK3 isoforms. Afler 2- 3 dJys of ineubJl ioll . me loIJzollc -sensi
ti\'e ~¡Na ' (for NCC). bumclan ide-sensilivc "~Rb ' (for N' KeC I 
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;""J NKCC2). or el - dereud~1l1 '~Rh- up wke (For KCCs) was 
del~fminc<J lol hming OUf slaml:t n] pn><:edurcs ( l. 2. 17,20), In 
bricf. NCC rlIC ~'UfcmCllIS wcre p·crr"fmcd ouda i",lOni\: ~tJudi 

tiOll'. NKCCI :<lld NKCC2 uptake e ,~pcf imcnts "-cre d(Jn~ in tW l> 
d ilTcrelll o~l1\ol ~r wmJilions: hY I'OlOllici ty ( 1 bU mosMfkgH10 ) amI 
h)-jIC' lOnicily (2bO ",0,1\l/kgH10j for inhibition ~nd act ivation 01' 
lhe COlf:tusp"ncl', . t'c,pCl·ti~dy. KCC ~~ti,' ity was abo IICrfunnerJ 
in 1\\0 d irfaml eOt ld illOU': hyputoui~'ity ( 110 ttlo,Mf~!; H 10) amI 
i,olonicity (200 "'0./1.'1/"$1-1 ,0) for aClivano" and inhibilion. re_ 
SI>CCI1\'cly, Suero,,, "'JS uscd lo Illcrea,e the osmolJrity of Ihe 
so lUl ions ",h ile mainlaining iome SlfC ngl h an rJ ion eonl'cnlral;ons 
( see belo", ). 

Tlnoughout Ihe cxpcrilllcuts. ouabaiu "'as uscd to inh ibi t IOC 
Na ~ -K- -ATl'asc. ami loridc to block lhe Na ' channe ls_ butlletanidc 
10 prcW1l1 :.eti"ity of lhc N~ ' _K ' -2el ('Olransportcr. and mdoja
zonc 10 inh ibil Ihe Na r -CI ~Olfansporttr , Thc drsired cOllcenlr:ltion 
of Ihe inh ibi lor " 'a, prcsenl during oolh the incubation and uptakc 
pcriods. e~cept whcn noted, 

HUJJI<,wn¡de -,«'It,<iti" e ""NI> ul'roh' (I)·,w ys. BUlllCWnidc-s<;nsili\'e 
~~Rb uplake :l\,a)'s ,,"ere used 10 mcasurc Ihe a('tivily of Na o· K -

• • 

fi g . .l. Effc-<;l' of wi ld-t~' JlC WN K3 ""ian" on lhe :tel i,'
ílo", of J( ' -coupled <hluridc "OIran,portcr KCe t (Al 
KCC2b (B), KCO" (() . and KCC4 (O). E~p"riment' 
"'"Cr'C poc,formed in hypo!onie c<Jnd ition. , KCC cRN'A.' 
"'ere injcctcd alone or to~elher Willo each of Ihe WNK3 
vari aru cRNAs. a' rndí, alet!, 0p < 0.001 \<, COntrol. 

WNK3 varlallts WNK3 variants 
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C604 WNK 3 ISOFQRMS 0:-1 SLCI2 COTRANSPORTERS 

Tilble 2. tJJ(,("/ uf (111 <;lI/(¡lylicalh !lIaclin' forms {JI \\'NKj '-(manIS mi nlt'mbcrs uf /hl' ~LCI2 filmily 

C"",roI .. W.'I U · I80 ConLroI .. \\'KK'- 11Ib 

NKCCI 8.518 = 8~O 2.839 = 310 7.o.t~ ::: 425 3.294 ::: 218 
NKCC2 6.190 ::: 328 1.800 = '" b,I90 :!: J28 1.B6-I :: 433 
NCC 3.505 :: 461 124 = 155 1.145 :!: 176 i24 ::: 120 
KCCI 156 - 21 627 · "" 150 '" 16 542 '" 1% 
KCUa l.BSI ::: 291 1>.235 = 1.056 1.2~2 .!. 174 1.162 = IH 
KCOb 544 ... 39 1.529'" 1M 418 '" JO .174 ... 36 
KCU, 363 ::: 5~ 7 14 = 172 17M .!. 27 27S = 78 K,,4 _~46 ::: C)9 1.5.~4 ::: 2K~ 558 :': 1m 6 .. 1.~ :': 176 

Val uc> a", "'".", 1. SE. NA. "lOl ",,,,,,,",1. 

20- COl r;;n~portcrs (NKCC 1/2) c~prcssed !n X~II"/>US !(lH/.I· oocy!Cs 
in slighlly hypolonic ( 160 rn oo;M. basal NKCC In ac!i"i!y) or hY I>cr
!onic (260 !nos i\!. max imall y slimulalcd NKCC L/2 ae!ivity) cond i
!i<.>rK ü<x:vl ~S "'en: i ncub~lcd for 30 mi n in " CI -fn:c Illcdi um (in 
mM: 62 Ña gluconalc. 10 K ' glll conalc. 4 ,6 Ca' ¡ gLtlconalc. 1 
Mg~ ' gltl<'OnaIC, 5 HEPESfTris. pH 7.4. ami eilher 160 or 260 
m{)SM!kgH~O) cOI1!aining I mM ouabain and !hen lransft=d 1<.> lhe 
IIPlake Illedi ll lll (i n mM: 63 NaCI. 10 KCI. 1.8 CaCb, I MgCI;,. 5 
HEPEs rrri<, pH 74. nnd ci!ocr 1 tiO or 2fíO m05l\1/kgH,O ) conla ining 
1 mM <l11 "o:, in phI> 1 IlCi "" Rh+/ml f<lr I h. Tn d~l~rm i nc I h~ ""Ro"'" 
uptakc ¡Iuc 10 NKCCI/2. paf:ll lcl gwul'" uf {)ocylcs "'~re C ~ I")"t:d lo 
I h~ San"" IIjl¡ake mL .. li urn. hl11 in Ihe prc>Cl1cc uf 0.1 mM hUrIlc l,midc. 

Tra .. rr ,1 1I/('1,,!(I~"'w·-"'ll.Iili,·,' UNa " u/trak" . Tracer nf melula
lonc·se",i li"e "Na- uplak" W", uwd 10 ",se,s Ihe N,,- ·0 - CQlran, · 
pOl1 er (NCC) aCl ivily 111 isolouic couditi<.>lls. A 30·min 1,,<, il ll"uba1Íon 
pcriod in a CI ·fn:c mcdium (iu mM: 96 Na + isclhlonatc. 2 K"'" 
gl ucon:ue. 1.8 Ca2+ gl"conate , 1 iI.'lg2+ gluconalc. 5 HEPESrrris. pH 
7.4. and 2 10 mosi\t!kgl'I ~O) supplcmenkd wilh 1 mM ouabain. 0.1 
mM ami loridc. aud 0.1 mM bumelau;dc was followcd by a 6O-min 
uplakc pc riod in a K ' ·free med iu lll (in mM: 40 NaCl , 56 N·melhyl· 
1)-¡; l uc~mil1c-ch luridc. 1,8 C,CI ~, 1 M¡;Ch, 5 llEr ESfTris. pll 7A. 
amI 210 mosMlkgH~O) conw il1i ng 1 mM ouaba ill. 0.1 mM amiloride. 
and 0. 1 mM bumclan ide pllls 2 ¡.lei of ~~N,,-/m l. To dClermine Ihc 
" N:I+ IIpwkc dllc 10 NCC, pnra lLcl gruups uf oocylcs were e~poscd 10 

Ihe same ul'lake tlledillm. hUI in Ihc Il Te'encc (lf n. 1 mM mc(obwuc. 
K ' ·el rOlrtlll ,1/wn mUs,"",,"1II hy ",(",,,,ri"8 CI ·t!rIWIIl/PIU 

/16 //' 11+ II/Iwke. K"·CI ~ol ra n'l",n W:I' a''<Cs~ .. 1 hy rnca'lIring CI ·
dcpc lldenl '''Rll + U!'lake iu ou,;yle,; umkr t>ul ll i,olunic ami hYl",lün ic 
co"dilio ll s. A 30-mi ll irl\: " ha lio" I",-,riod ill " Na--fn:c, CI -."n . ..., 
mcdi llm (in mM: 50 N-mclhyl-o·ghl caminc glucoualc. 10 K+ glu
,onaIC. 4.6 Cah g !u.;·O Il JIC. I Mgh gluCO' lale, Jnd 5 HEI'Esrrris. 
pH 7.4) conlain ;,,); 1 mM o ll abai" was followcd by a GO-1lIin uplake 
pcriod iu a Na -free mcd iu lll (iu mM: 50 N-mClhyl·ll-glucamiuc-el. 
10 KCI. 1.8 CaCI,. 1 MgCl" aOO 5 1'¡[PEsrrri" pI! 7.4) ,upplc 
me ulcd wil h 1 mM ouaba in aud 1 !lei of ""Rb /nl l. Thc rcmo\"al of 

Fi¡;, 4, ErrecIs ,,( O"alalylically i"acliw Wi\" K3·D294A 
(DA) ,·ari" nIS on Ihe "",Ii,il;e< of NKCC I (Al an" NCC 
(8). Dl"'ri"''' ''IS rOl' " KCCI W~J\" l,.,rfoTII ,~d ill h~"I,.,r. 
Hlnic cilIldi,i,,"<. hcnee. ,he high acr i"iIY in ,he con,,,,1 
~roup. NKCCI. or NCC-exl'res>illg oO")les "-ere roi n· 
jcclcd ", i,h each "f Ihe W!\" K3 ,'o ri"nl t R;'\IAs. ", indi 
caled, ~/' < 0.001 , ... conlrol, 
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Control .. W.'IU· I80 - 22 

10.263 ::: I.N3 1.260 :: 175 
NA NA 

2.557 :: 262 1.010 :: 181 
22'" 17 786 ... 207 

2.257 :!: 476 7.289 1; 1.SS'I 
635 ... 78 2,994 ... 587 
477 ;!;: '"' 795 :!: 151 
92& ::: 100 5,686::: 1.556 

Conlrul 

7,858 ::: 681 
NA 

6.289 :: 658 
106 '" 16 

1.282 = 174 
35.,'" n 
199 = 50 
8?_~ ::: ni 

- WNKJ·ISb +12 

3A40 = 1M 
NA 

1.897 = 482 
139 - JO 

1.207 = 201 
239 - 42 

62 = 37 
1 IR6 ~ .ml 

cx lracc ll ular Na- pICvc ul cd ""Ro+ uplakc \';a Ihe endogCIlOus Na +
K · -2e l COlransponcr. ~(' Rb" uplakc due lO Ihe KCCs was deler
mi ned by expos in,g ,groups of oocyle~ 10 e l ·¡re<: uptakc medium in 
wh ich CI was SUO$litul cd with ghlc<.>nmc. 

AIl II Plakc nle<l~Ureme UI S "'ere pc rformcd al 3ZOC. Al lhe eud of 
Ihe uplakc ~riod. oocyles "'cre washed ¡hICe li mes in ice·cold uplnke 
soltn ioll ", il hou! isotop" 10 re mo"c nlracd lu lar /l uid Irarer. ü<x:ylcs 
werc di ssol\"cd in IQ<;{. SDS. ,md Imccr aCl i\';ly was dClcrllli ncd for 
cadl ooc)'le hy f3-scinl illmion eounling. AII " plnke expc ri menl< were 
pc rf"mK~1 al 1,,,,." IhrC(; !im"s ,,,,,1 iucl"ded :11 lcnsl 10 nocylcs in caeh 
c~pc ri mclHa l group: " Ul is! ic:" ,ignilicance wa' ¡lclincd as IW()-lai k .. 1 
P < 0 .05. ,,,,d rcs"l ts are rqxlTl~d as lll~a n S ::+:: SE. T lI e II plake 
oIJSl.: I'\'cd in CUnl TOI gmll]" wa, lakcll a~ I(j( rk . au,1 c.' ]lCrimenl¡,1 
gl'OUpS We re nOl'llla li/.ed an'ord ing ly. Tire signi fic·,mcc of Ihe dilTcr
cuc<'s ocI\\' cen groU]1> wa, lesled by oue-way A NOVA wi lh "'''! Iiple 
cotllpariwfI> us;nf! BonfclToni con cctions. 

KESU I.T S ,\ NI) IlIS";USSIO ,,", 

l:.1fecl.I" of IVN K3 VlIr;all/s mr Ihe Sodilllll -Collp!ed Clrloride 
COlmll.\'IJOI"/en 

\Ve have prcv io usly sho wn th,t! \V N K3- 18a is a pote n! 
¡u: li vmor 01' ¡111 Ih ree sod ium·eOllple d c hlori de cotT:mspon ers: 
NKCCI (9). N KCC 2 . ~nd NCC (21) . The acth 'at ion o f NCC 
Ir)' \VNK3- 18a has Ix:e ll C01'1'o!JoTalc¡] by o thel' groll ]l ' (7. 32). 
In the presc nl sludy. we tested the cffeclS of all polcllli¡¡1 
W N K3 varianls o n Ihe ;Kt iv ilY 0 1' lhe,e colrnnsp0l1e rs . Fo r 
NKCCI . w c pc rfor lllcd thc c¡,:pcri lllc nt s usi ng hypoton ic con
d iti o ns . in w h ieh Ihis co tm nsporter is Illax ima ll y in hibi ted (9). 
ThrL'C expcrimenls were pcrfonned for e<ldl 01 the WNK3 
iso fo rms' effec!s o n N KCC 1. The Ollllle!a n idc-sens ili vc basa l 
Il lll<lkc fOl N KCCI in conl rol nllld il ion~ ami in Ihe presclH.:e o f 
each o f the W N K 3 var ia nts are dc pic tcd in Tablc l . Whi le thc 
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WNK3·0A variants WNK3·0A variants 
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D294A "arianls on lh~ ""li"ilie, of KCCI (A ). 

e D KCC2b (Bl. KCC3a (O. and KCC~ (l)). E>.pc,i · 
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uplake Ihrough NKCC I in cOl1l rol eondilions \'aried from 139 
10275 pmol·oocyle I·h l . in the presence of :l1ly of Ihe WNKJ 
\"l l r ial1l~. Ihe uplake increased abOl" e 1.500 p11101 '00cylc- l.h - 1 
A s shuwn in Fig. 2A. Ihe pcreenl:lgc incrcasc for NKCC I in Ihe 
l)t csenec nf WNK 3- HI .. "';'s 2.3:10 :!: 255. o f WNK3- 18i> "'as 
3.383 :!: 244. of WNK3-18a + 22 was 3.320 ::!: 405. and of 
WNK3- ISb+ 22 was 2.2 17 :!: 567. Ahhullgh WNK3- ISb+ 22 
was Ihe varianl ¡h:11 induccd Ihe \\'eakeSI llc li vmion 01' NKCC I. 
it slill inc reuscd aC li vily by 1.500% whcn cOl11parcd \\'ilh 
<,;onl1"OI. 

A similar silllalion occurrcd for NCC aelivalion by Ihe 
WNKJ vari a nl ~ . Al ka~l lh H:e cXlleri l11 cll1 ;; were pe rforllled for 
NCC wilh cach of Ihe \VNK3 cunqruClS. Tablc I shuws Ihe 
I h ia7. i de-~ens i l i \"e 21N;_ ¡ u]1 take onlained in expcrilllelHs ll~ ing 
each isofonn. As shown in Fig. 28. II_e aCli vity of NCC was 
signifie¡¡nll)' incrensed by any isofoml. Thc NCC aClivi ly was 
in<.:rcased tu JJ7 :!: 2 1 %. 2(1) :!: 2 1 %, 2J4 ± 30%, amI 20::; ::!: 
1970, by WNK3 v¡¡rianlS 18<1. [8b. [8;_+ 22. and [8b+ 22. 
rc ~I)o!<,; l ivcly . NOle Ihal isoform WNK3- 18h+ 22. prCl' iousl)' 
suggesled lO inhibillhe ae livity of NCC (7). indueed a similar 
level of acti l'alion as Ihe olheT vari an l~ . Finally. \Ve lesled Ihe 
cffc'Cts uf isufonllS WNK3-18a lll1d WNK3-18b un Ihe ,¡6Rb+ 
uptake ind llced by NKCC2 in Xellopu.' I(levis oocytes IInder 
hyputunic eundit iuns. As shuwn ill Tablc [. ~i lll i ]¡lr 10 Ihe 
observations for N KCC I. WNK3-1 8a or \VNK3- 18b signifi
cnully increased Ihe ,ICl i" il )' o f NKCC2. 

T herc is no e1car exp l¡¡!l<!lion for Ihe discrcp,lIIc ies be
twccn Ollr obSe lV;!l io ns with WNK3- 18b or WNK3 18b + 22 
und NCC and those 0 1' Glovcr el al (7). \VNKs arc complex 
ki nases IhuI are sli ll ])Oorl}' underslood. bUI it seelllS IhUl 
mínimal disr ll pl iull 01' Ihc ir primary sl ruclure, ca n prevenl 
ur sw ilch Iheir mode of action low,lrd ¡¡ particular largel (13. 
23 . 29.32). Fm inS¡;lllcc. a ll hough Ihe cffee l of WNK3 ISa 
on NCC is e1carly depcndenl on ils kinase aeli vity. Yang el 
a l. (32) have shown Ihm a simi lar effecl ean be obla ined by 

the WN K3 c:l rooxyl lerminal domain in Ihe eomplele ab
se nee of Ihe ki nasc do main . For this reason. all \V N K 
variants lIsed in Ihis sludy were complele ly scqueneed 10 

avoid any unwml1ed mu lalions Ihal cuuld rcsoll in Iruncaled 
or altered proleins. In addilio n. OU1" dala on WNK3-J 8b 
aClÍl'alÍon of NCC arc fu ll y sllPported by Ihe facI Ihm IVe 
obscrved Ihe currc'ponding bcll,l vior uf lhi, vari,llll 1011',11"<.1 
NKCC I and all olher lIlembers o f lhe SLC I2A fami ly (sec 
be low). Thus. ou r dala revea l thal WNK3 is a pOle nl 
ael ;l'alOr of Ihe ~od i ul1l-eoll p l ed chlo ride cOlrans ]1o rters of 
the SLC 12A family. regardless of lil e Iype of exon 18 and/or 
of Ihe present·c ur abscnce o f cxo n 22. 

EJJix/.5 of IVNK3 V(Ir;OI/lS 011 the I>(J/(lssium-Couplcd 
Ch /or¡r/" CotnmsIJOrll'r., 

\Vc have previollsly ob,cll'ed Ihal WNK3 ISa is ,1 powerfll l 
inhibito r of all four K+ -0 - cotransporte rs. cven whe n oocytcs 
are incubalcd in hypotonic condil ions in which KCCs arc 
lllax illlally ,ICl ivaled (2. 9. 10) In Ihe pfCM:nl Sllldy. wc 
analyzed lile effecls uf Ihe four WNK3 variams on all KCCs in 
simullaneous cxpcri menls. indnding ¡he IWO known varia1l1 S uf 
KCC2 and KCC.1 . The chloride-dc rcndenl "" Rh t nplake for 
eaeh group. in Ihe absencc or prcscnce of WNK3 isoform s. is 
shown in 'rabIe l . Cunsistenl with our conclu , iun Ihal WNK3 
isuforllls ,lcl ivale all ~ud ium-couplcd chloridc cOlransporlcrs. 
,",e observcd Iha! whcn coinjeelcd in Xellopu.> ¡ile!';.\' oocylcs. 
all fonT WNK3 isofoTlllS iuduced a sigll ificl Ul1 decn:ase (JI' KCC 
activi l)' . As ShOWll in Pig. 3. the pcrcenlage of KCC inhibition 
varied bclween 60 and 90%. The \\'e:lkest effccl was observed 
for \V NK3- 18a +22 (JI1 KCCI. i" whic11 the degree of iu hibi
tion was - 50%. Thus. Ihe Iype of exon 18 or Ihe absence or 
presence of Ihe exon 22 scquence J ocs nOI affeel Ihe inhibilory 
effecl of WNK3 on lIle K ~ -C I COlnlllSpOrlerS. 
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I~JJ('{'/s (JI/III: Ca /lI{yl;eo lfy " !(Ift;n' IVN K3 VurÍtmh 0/1 1111' 

Cation-Cou"led e h/orille COIranSpO/"l<'rs 

El iminatiOIl o f Ihe C31:Jlytic aC li vity of WN K 3 by s lI bsti
tu ting ;jSp:lrt;ltc 294 10 al;¡ninc with in Ihe ki llasc dOllwin 
(\VNK3-D294) has iOlcrcsling conscquc nccs 011 Ihe cffccls 
of WNK3 0 11 SLC I2 famil y IIlc mOcrs. \Ve have ~ hown lI ~ ing 
WNK3- 18a tha! ¡he D294A slIbsliWlion not only prevenl, 
lhe positi ve or negali ve c ffccts of \V N K 3 011 N K CCs or 
KCC~. rcspcct ivcly. blll complctcl y rCIICr SC$ lhc sc ctfccts o f 
WNK3 (2, 9. 20. 21 ). In lile prcscll! study. wc asscsscd Ihe 
¡;onsequcncc , uf climinalillg lhe ¡; ,1 Ialylic aClivi ly in ¡j ll 
WN K3 isofonns 0 11 thci r effects 0 11 Ihe cotr3nspOrlers. As 
~h()lI' n in T:lblc 2 aIJo Fig_ 4A, euilljeel iun uf NKCCI anu 
ealalYlically inac live \VNK3-D294A isoforrns resul1ed in 
sign inean l inhibiliun uf N KCC 1 :u.: lil' ily. T hesc ex pe rimc nl' 
were performed in hypeno nic condilions in which NKCC I 
i, max imal ly aCl iva lcd . The bUll le lani de-_e llsili"e ~"Rb+ 
uplake induceo by NKCC 1 in cornrol eondi lÍOIlS "aried from 
7.04.'\ :!: 425 lO lO.2ó3 :!: 1.793 jlmol ·ooeyle I·h '. The 
u]llake was red lleed by WNK 3~D294A isoforms as follo ws: 
2.S39 :!: 3 10 pmol·ooeyle I·h 1 by WNK3- ISa (P < 
0.00 1); 3.294 ~ 2 18 pmol·ooeYIC- I.h - 1 by WNK3- 18b 
(1' < 0.00 1): 1.260 :!: 175 pmo l·oocyle I·h 1 by WNK3-
18a+22 (1' < 0.0(1); :lIJd 3,440 ::!: 166 pmol,oocyle- I·h- I by 
WNK3- ISb+ 22 (P < 0,001 ). Thus. cvcn ill eOlldi lions Ihal 
110rm,llI y rnaxit]1; ¡] ly increa..e Ihe aclivÍI )' of lI le NKCC I 
eOlmllsporler. any of the WNK3-D294A isofomlS was able to 
n:dllcc ils fll lU:lion. Similar ohSCI'v,lI ions II"cre madc for NCC 
(Fig. 48). The basal aClivily of NCC in isolonic condil ions was 
tleercascd hy all WNK 3-[)294A i, ufoflll ' , allhollgh Ihe weak
eSI cffeet was obser"ed with WNK3- 18b. 

Figure 5 depiels Ihe e ffcel.'> of WNK3-D294A isofonns on 
a1l iour K+-Cl - cOlmnsponers. As shown bcfore (2. 9. 10). 
climi nal ion of Ihe ealalytie aclivity in WNK.3- 18¡1 or WNK3-
19b resuhed in significanl aCli vat ion of (Jle KCCs in iSOIOllic 
condilions. When expresscd in Xel/o/JII.i /ael'i.5 oocyles ullder 
isolonie eond ilions. KCCs :Ire u ~ ua lly eomplClcl y inaclive 
[wilh Ihe exeeption of a slight bas:l l ac ti vilY of KCC2 (24) J. 
:lIJd KCC aelival iun dlle tu exposure uf cel]' lO hypulonici l)' is 
eauscd by dephosphorylalion of Ihe eotranspOrlcr (22). Our 
ubscrV;ll iun IIHlI l'Hl ill )' lieHl ly i'HlCl iw WNK:- ¡¡elil'al eS ¡he 
KCCs in isolonie eondil ions sl rongly suggeslS Iha! Ihe prescnce 
nf Ihe illael ive kil1 <1sc dellh (1 ~llhnry l,ll es lllc KCC,. lhus aeli
vat ing Ihem. Evidence suggesls Ihal Ihis ill \"olves prOlein 
phosllhalascs 1 andJor 2B (2), Inle rcslingly. Ihis is Ihe on ly 
effen of WNK3 "ariam;; in whieh we found a di ffcrc.nee 
oclween isnforms 1"!CC<luse. as shown in Fig. 5, the presenee nf 
exon 22 prec1uded Ihe ac tiva! ion of Ihe KCCs by Ihe ealalyl
iea]]y inaeli"e WNK3-D294A variants. 

Althuugh all WNK3 \'(lrÜll1ts inne<lscd Ihe :.Il' li l' ity uf 
NKCC I or NCC. il is wOrlh nOliee thal lhe degrce of the effccI 
is diffe n.·ll l amOllg isofurms and CUIr,lTlsponcrs, Figure ó illus
trates lhis issue. In tlle absence of e xon 22. il is el' idenl Iha! 
..... i ld lypc and c<l l<l lyl ie<l lly inaelive isofufm s l !la ami I!l b 
exhibils opposile patlern when NKCCI and NCC are eom
Ilan:d . For NKCCI . Ihe aCl iv: ll ing <:ffeel of WNK3- ISh nr 
Ihe inhibilOry effeel of its calalYlicall y inaelivc version was 
sig nineamly higher Ihan enrrcspo nd ing ISa varianls (Pig. 
6A ), In COlll raSt, in Ihe case of NCC. lhe 18a \',Lri an lS \Ve re 
higllc r Ihan Ihe ISh isoforms (Fig. 68). In leresling ly. Ihese 

A .. " ""'.0'1 

"" .-.. 
e. "" 
u 
u .. " < z 

" 
- 100 

B ... f"",.ol 

"" ~ • e. , .. 
u 
u z .. " 

" 
-, .. 

0294A • • • • 
No exon 22 With exon 22 

I'is. (>. LlIITCf<'nce in Ihe l)altern nf d Tt'Cl <;f WN K3 "a""",, be'we"n r.. KCC I 
~nd NCC. Shown i, <leha of cfft'Cl on NKCCl (A) or NCC (8) by \VN K.'- 18a 
(sra)' barsJ or WN K3- IS b (bl",~ ban) ""h or wilhoul calal)',ic a<:li,'ily. a' 
"aled, and by \VNK3 18a+ 22 (diagonal dashed b,,,s) or WN K3 ISb"' 12 
\hori>.onlal da,hctI hars). with or wilhout ~"I"I}'li,: :>tL ivily. as " ated, 

diffcrences are eh :11lged or e liminaled by the presenee of 
exon 22. In Ihe case of NKCCL lhe presence of cxon 22 
make~ more pmm inent Ihe ellcct uf li le ,"mi ant I Xa Ihan I::: b 
(with or wilho ul catalyti,· ae l ivi t)" ). while lhe diffcrc necs 
"h~c fl'cd fu I' NCC, in lhe absenec uf e xclIl 22. dis:lpllcared in 
ils presence , These observmions suggesl Ihal sequences 
wilhil1 WNK3 ean enhance or deCl'ease Ihe inleraclioll wilh 
lhe l'otransporter$. wh ich ("ollld ("nd up in Illodll lati ng 111(' 
degree of Illc fin:tI eHee!. T he re lcvanee o f Ihis bchavior wi ll 
de pcnd un Ihe exprcssiun uf cadl isufu rm in the eeJl uf 
inte res!. For in stance. Ihe diffefe nccs obserl"ed for NKCCI 
ellll ltl he uf relevance .~ i nec Ihis cOlnll l, por!e r is prc,cnl in 
CNS whcre both WNK3-1Sa and \VN K3- 18b. as we ll as lhe 
exon 22 vil ria nL~. ;lre expressed (8) . 

Takcl1lOgelhcr, the daHl I'rom Tables I and 2 und Figs. 2 
Ihro llgh 5 clearly show Ihat ull WNK3 isoforms are pOlent 
regll lalurs o f a ll mc mbcrs 01' lile SLCI2A family. ami as 
sueh. WNK3 bypasscs Ihe lonieily rcqui rcmenls for lhe COlmns
l"lItcr·s aeti l"a1i')lvinh ihilion \Vhcn NKCC I m KCC., slxllIld he 
maximally active (hypcrto nicil )' and hypolonic ity. rcspcctil"ely) 
Ihe presence of Ihe inaeli vc WNK3s fo\" NKCCI and the 
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wild-Iype WNK3s for KCCs resulls in almosl complete inhi
biliun uf lhe l'Olwllsportcrs. In l'OIlI r; I ~L undcr conllitions in 
which NKCCI or KCCs ¡H'C ma.ximally inhibilcd (hypotonici ty 
~Hl(l isolOlIk ily. rcspcc til'c ly). Ihe prescnce of wild-Iype 
\VNK3s for NKCCl ami inaclivc \VN K3s ror KCCs rcsulls in 
act;,"ation 01' lhe cOlransportcrs. For ¡hese reasons. we h¡¡vc 
propo_cd lha! WNK3 could he a tell volulllc-n:gul.Jtcd kina;;c 
thm. by modu lating Ihe ll(:( ivitics 01" Ihe cut ion-coup1cd chloridc 
CO(nlIlSportCrs. permils Ihe appropriatc response !O a changc in 
lhe (,su lo]"r cllvirumm: 11 1. 

\VNKs have bcc n proposcd 10 11:\1'(' rnany functions be
sides Ihe lllodu l¡llioll of c lcctronCllt ral ca ti on-couplcd chlo
ride COIr;¡ n sp(Jrh.: r~. illclud ing rcgul il ling b, l~ic ¡,;cllu!¡,r pro
ccsscs such as milosis (25). apoptosis (27) and ncoplast ic 
transformat ion (1 9). rcgulat ing synaplagmin 2 (J5). and imer
act ing Wil h lllany ol hcr k ina~es . Jikc TGF-13 ( J4), MAP kina';Cs 
(31). ¡¡nd Ih e STE20-relatcd alan inc/prolinc-rich kinascs SPAK 
:lnd OSR l (28) (for an cxcellcnl review. sce Ref, 16), Thus. 
Ihcrc "re several possibili líes for fllnoíon,,1 differences among 
WNK3 isoforms besides Ihei r erfeets on Ihe $LCI2 transporl
ers lhal shollld be explorcd 
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Thrombin increases hyposmotic taurine efflux 
and accelerates ICI;well and RVD in 3T3 fibroblasts 
by a src-dependent EGFR transactivation 
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Abstraet The presenl study in Swiss3T3 fibrob lasts exam
ines lhe etTecl of lhrombin on hyposmolarity-induced 
osmolyte flux es and RVD, and the contribution of the src/ 
EGFR pathway. Thrombin (5 Ulml) added to a 30% 
hyposmot ic medium markedly increased hyposmotic 3H_ 
laurine effiux (285%), accelerated the vo lume-sensitive CI
current ( ICI ~'cll) and increased RVD rateo These etTects 
were reduced (50- 65%) by preventing the th rombin
induced intracellu lar Ca2+ [Ca2+]¡ ri se with EGTA-AM, or 
with the phospholipase C (PLC) blocker U73 122. Ca' 
+calmodulin (CaM) and calmodulin kinase 11 (CaMKII ) 
al so participate in this Ca2+ -dependent pathway. Thrombin 
plus hyposmolari ty increased src and EGFR phosphoryla
tion, whose blockade by PP2 and AG 1478, decreased by 
30- 50%, respectively, the thrombin efTects on hyposmotic 
taurine effiux, IC I ~\'ell and RVD. Ca2+_ and src/EG FR
mediated pathways operate independently as shown by ( 1) 
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the perSiSlence of src and EGFR activa tion when [Ca2+]¡ 
ri se is prevented and (2) the addi tive effect on taurine efflux , 
ICI~vell or RVD by simuItaneous inhibition of the two 
pathways, which essentia ll y suppressed Ihese events. PLC
Ca2+_ and src/EGFR-signaling pathways operate in Ihe 
hyposl11otic condition and because thrombin per se fa iled 
to increase taurine effiux and ICI';well under isosmotic 
condi tion it seems that it is merely amplifying these 
previously aClivated mechanisms. The study shows thal 
thrombin potentiales hyposmolarity-induced osmolyte fluxes 
and RVD by increas ing srclEGFR-dependent signaling, In 

addition lo the Ca2+-dependent pathway. 

Keywords Thrombin· Volume regulation . Volume . 
Taurine· Swelling-activated chloride channel . Swelling 

Introduetion 

The regulatory volume decrease (RV D) is a complex 
adaptive phenomenon by which cells recover their vo lume 
after swelling elicited by extracellular osmolarity reduc
tions. RVD is accompl ished by the extrus ion of intrace ll ular 
osmolytes fo llowed by osmotica lly obligated water. K+, CI
and organic small molecules, notably amino acids, poly
aleoho ls and ami nes, are the solutes comprom ised in RVD 
achievement. The corrective osmolyte effiux requi res at leasl 
three main steps: ( 1) sensing volume changes, (2) vo lume 
transduction signaling and (3) activation of Ihe osmolyte 
effl ux pathways [16, 19, 35]. In recent years, elements of 
the osmosens ing and signaling chains have been identified 
and their fu nctional integration and interplay slart to be 
delineated. Integrins, Ca2+ and a number oftyrosine kinases 
are part of this signaling network connecting volume 
change and adaptive osmolyte fl uxes [13, 17, 19]. AII 

~ Springer 



- 130 - 
 

 

860 

these are s ites for potcntíal modulatian of elements frorn 
other signaling chains. 

In many cell types) an ¡ncrease in [Ca2+]¡ is consistently 
associated with hyposmotic swelling [28], but its contribu
tíon lO RVD seems lo be ce ll specific. Evcn in cell s which 
do not require a [Ca'+]; response to perfonm RVD, an 
increase in [Ca'+]; has a modulalory role [28]. Still , in these 
cells, higher [Ca'+]; elevations have a modulatory role 
enhancing RVD effic iency due lo a Ca2+-dependent 
potentiation of osmolyte fluxes. This has becn shown for 
CI- and taurine when [Ca2+]¡ is enhanced by treatment with 
ionomycin [3, 11 ]. The question raised is of whether 
increas ing [Ca2+]¡ by physiological mechanisms such as lhe 
activation of O protein-coupled receptors (OPCR), is able to 
evoke the same response as lhe ionophores. Le., increasing 
osmolyte fluxes. The early study by Bender et al. [2] in 
astrocytes showed that a number of OPCR ligands have a 
potent effecl increasing RVD effi ciency. More recent studies 
have shown effects of GPCR activation enhancing osmolyte 
flu xes in hyposmotically swollen cells via a PLC-Ca'+-CaM
CaM Kll-dependent pathway. Activation of purinergic [10], 
muscarinic [15], noradrenergic [31] and PAR receptors [5] 
increases hyposmotic taurine effiux in 3T3 fibroblasts, 
SH-SY5Y neuroblastoma, cells fish erythrocytes and astro
cytoma cells. Glutamate (o-aspartate) effiux is similarly 
potentiated by activation of purinergic, muscarinic and PAR 
receptors in cultured astrocytes and in SH-SY5Y neurons 
[15, 25, 30]. Thrombin has also an effect on the volume
activated CI- current (lCI';;'d') and on hyposmotic CI- fluxes 
[4, 23, 32]. Noteworthy, the OPCR-elicited Ca2+-dependent 
signaling contributes only in part to the taurine or glutamate 
efflux potentiation, and this dependence shows marked 
variations according to the ce ll type and the receptor 
activated. Therefore, other Ca2+-independent mechanisms 
have to participate in the modulatory actions of O PCR. 
Tyrosine kinases may be elements of this Ca2+-independent 
mechanisms. 

Since the early study by Tilly et al. [33], it is known that 
a variety of tyrosine kinases are activated in cells swollen 
by hyposmolari ty. Phosphorylation of cytosolic tyrosine 
kinases as well as those located i.n membrane receptors such 
as EGFR, occurs in response lO hyposmotic swelling, and 
intluence osmolyte tluxes [9, 27]. Concurrently, evidence in 
the last decade has shown a link between GPCR and some 
of these tyrosine kinases, an interaction currently named 
transactivation [7, 22]. This mechanism may account for 
the Ca' +-independent fraction of the OPCR-evoked en
hancement of RVD events. This possibility was tested in 
the present study in fibroblasts in which the effect of 
Ihrombin was examined on taurine effiux, ICI;well and 
RVD. Contributions to this effect of the Ca2+-dependent 
pathway and of a src- linked transactivation of EGFR were 
investigated. 
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Materials and mothods 

Reagents 

Tyrphostin AO 1478, PP2 (4-amino-5-(4-chlorophenil)-7-
(t-butyl)pyrazol [3,4-d] pyrimidine), U73 122 and 066976 
were from Calbiochem, EM D Biosciences, La Jolla, CA, 
USA. 3H-Iaurine was from American Radiolabeled Chem
icals (S!. Louis, MO, USA). AII salts for preparation of 
medium solutions were from J.T. Baker, México. The 
antibodies used, anti-phospho EOFR (pTyr 11 73) and anti
phospho c-src (pTyr 416) were from Santa Cruz Biotechnol
ogy (Santa Cruz, CA, USA), and secondary antibody goat 
anti-rabbit IgG tagged with fluorescein isothiocyanate 
(FITC) or horseradish peroxidase (HRP) conjugaled were 
from Zymed (San Francisco, CA, USA). Fluorescent 
mounting medium was from Dako North America (Carpin
teria CA, USA). Complete proteinase inhibitor cocktail 
tablets were obtained from Roche Diagnostics (Mannheim, 
Oenmany). Chemiluminescent HRP substrate (lmmobilon 
Westem) was from Millipore (Billerica, MA, USA). PPACK 
(D-phenylalanyl-L-pro lyl-L-arginine chloromethyl ketone), 
synthetic peptide SFFLRN, fonnaldhehyde, Ponceau S, 
NPPB (5-nitro-2-(3-phenylpropyl-amino)-benzoic acid) and 
other reagents were from Sigma Chemical (SI. Louis, MO, 
USA). Thrombin was from Vital Products (Boynton Beach, 
FL, USA). 

Cell cultures 

Stock cultu res of Swiss 3T3 fibroblasts (American Type 
Culture Collection, Manassas, VA) were maintained in Eagle 
Basal Medium (lnvitrogen) supplemented with 10% fetal 
bovine sennn, 2 mM glutamine, 50 U/mI penicillin and 
50 ¡..tglml streptomycin, in a humidified atmosphere containing 
5% CO, and 95% air at 37°C. For experimental purposes, 
Swiss 3T3 cells were plated in lOO-mm dishes at 7 x 10' cell s! 
dish density for westem blot immunoassays, 35-mm dishes at 
1.5 x 10' cell s!dish for radiolabeled taurine fluxes and in round
ed coverglasses aL I x l 04 ceUsldish for immunofluorescence 
preparations, and used after 2- 3 days when the cells were 
contluent or subconfluent (immunofluorescence). 

Solutions and drugs 

Isosmotic medium contained (in millimolar): 135 NaCl, 5 
KCI, 1.1 7 MgS04, 1 CaCl" 5 glucose and 10 HEPES, 
pH 7.4, with an osmolarity of 300 mOsm. Hyposmotic 
solutions (30% reduction, H30%: 210 mOsm) were 
prepared by reducing the concentration of NaC I. Medium 
osmolarities were detennined with a freezing point osmom
eter (Osmette A, Precision Systems, Natick, MA, USA). 
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For dmg treatment, preincubation time was 30 min and 
agents weTe present throughout the experiment. Control 
cells were always treated in parallel with the vehicle used to 
solubilize the tested drugs. 

Immunofluorescence and confoca l microscopy 

Cells \Vere grown on glass coverlips in complete medium, 
and aftcr 24 h serum starved \VeTe rinsed in isoslllotic 

medium, then submitted to the experimental conditions and 
fixed with 3.7% fonna ldehyde at room temperature for 
20 mino Cells weTe penneabilized by 3 mio treatment with 
0.5% tri ton X-lOO and then blocked with 0.5% bovine 
serum albumin in PBS (PBS/BSA) for 30 mino Cells were 
incubaled ovemighl wilh Ihe tirsl antibody diluled 1:25 in 
PBS/BSA. Afier incubation, cells were rinsed with PBS and 
the secondary antibody goal anli-rabbit IgG lagged with 
FITC was added for I h at room temperature ( I :SO dilution 
with PBSIBSA). Afier rinsing with PBS, the coverslips 
weTe mounled 011 glass slides containing 50 11-1 fluorescenl 
mounting medium for observatian in a con foca l laser 
microscope (BIO RAD, CA, USA). The nuorescence 
intensity was analyzed using the program (mage-pro plus 
5.0. Five fie lds conlaining 10- 15 cells per each indepen
dent experimenl were analyzed. 

Westem blot analys is 

Cells were grown on Petri dishes and after 24 h semm 
starved were submitted lo Ihe experimental conditions; 
then, Ihey were Iysed wilh ice cold cell Iysis buffer 
containing 270 mM sucrose, I mM EDTA, I mM EGTA, 
I mM orlho-vanadale, I mM ~ -gl ycerol phosphate, 5 mM 
sodium fluoride, 5 mM sodium pyrophosphatc, 1 % Non

idet-P40, 1% i3 -mercaptoethanol, 20 mM Tris and protease 
inhibitors, and ce lls were gcntly dctached with a rubber 
policeman. The whole Iysate was sonicated (three 30-s 
cycles) and centrifuged at 10,000 rpm 10 min al 4°C. 
Protein concentratian in lhe supcmatant was detcrmined by 
the procedure of Bradford. Total Iysate was fractionated by 
8% SDS-polyacrylam ide gel electrophoresis and blolted lO 
nitrocellulose membranes. Protein loading was routinely 

checked by staining membranes wilh Ponceau S. Blols 
were blocked with 5% skim milk in TBS-T and then probed 
with the indicated antibodies (1: 1,000 dilution) ovemight 
al 4°C. Blots were washed fOUT times (5 min each) with 
TBS and incubated for I h in a 1:4,000 dilution of 
peroxidase-conj ugaled anli-l gG, washed with TBS and 
developed with Chemiluminescent HRP substrate. Quan
tification of Ihe immunoblot reactive bands was done by 
scanning the blols Ouorographies from al leaSI fi ve indepen
dent experiments of the same type. Integration of the areas 

86 1 

under the curves was perfonned by the gel analysis software 
(lmageJ 1.36b NIH , USA). 

3H-Taurine release experiments 

Swiss 3T3 fibroblasts were preloaded with 3H-taurine 
(0.5 ~Cilml) for I h in isosmotic medium. After incubalion, 
ce lls were washed fo r 8 min wilh isosmotic medium and 
superfused al I ml/min for 5 min, after which a stable efflux 
basel ine was attained. rhe isosmotic medium was replaced 
by the experimental medium and samples were co llected 
(1 ml/min) for 8 mino Al Ihe end of the experiments, cells 
were scraped and the radioactivity remaining in ceJl s and in 
the co llected samples detennined in a liquid scinti llation 
counter. Results are expressed as radioactivity released per 
minute expressed as percentage of the total incorporated 
during loading. 

Measurement of changes in ceJl volume 

Cell vo lume changes in the experimental conditions were 
estimated as the ce ll vo lume increase relative to volume in 
isosmotic conditions. Assays were carried out using a large
angle light scattering syslem according to McManus el al. 
[24). 3T3 cells were cultured on rectangular coverglasses 
(10 x 50 mm) at 90% confluence at the time of experi
ments. Coverglasses were placed at a 50° angle relative lo 
the incident light on a superfusion chamber inside of a 
euvette filled with isosmotie medium (300 mOsm) in an 
Fluoromax-3 Horiba luminescence spectrometer. Sud den 
ehanges in osmolarity were made by addition of H20 to 
isosmotic medium. Cells were illuminated with an Argon
are lamp and ¡ight scattering was deteeted at the same 
wavelength. Data are expressed as lhe inverse of the light 
scattering signal, as light intensity inversely correlates with 
ee ll volume. Cell volume ehanges were calculated aeeord
ing to the equation: lollt where lo: isosmotic ¡ight scattering 
signal average in 100 s; 1,: light scattering signal at time l. 
Measurements were perfomled at room lemperature which 
was 25 ±2°C. The medium was warmed lO 37°C before 
filling the cuvette. Beeause this technique requires that the 
cell population attached lO Ihe coverslip is largely homog
enous, measurements were made in cells cu ltured during the 
same time and with a similar confluency for the different 
experiments. 

Eleclrophysiological recordings and data analysis 

Electrophysiological recording was carried out on ce lls 
seeded on 35-mm dishes. Currents were measured with an 
Axopatch 200 palch-c\amp amplitier (Axon [nstruments, 
Molecular Devices, Ontario, Canada) using the whole-cell 
patch clamp configuration. AlI recordings were perfonned 
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al room temperahlre (25°C). To rninimize junetían potential 
errors because of changes in so lu tions composition, an agar 
bridge filled wilh 3 M KCI was used lO connecl lhe ground 

electrode to the bath so lution . Patch electrodes were 
prepared from 1.5-mm 00, I.O-mm ID borosilicate glass 
(World Precision Instruments, FL, USA), and had resistan

ces between 3 and 5 MO when filled wilh the pipette 
solution. The recorded signal was fillered at 10kHz with a 
low-pass Bessel filler and transferred lo a computer with 
the Oigidala 1200 interface (Axon Instruments). No series 
resistance compensatian was used. AIJ recordings werc 
acquired and analyzed with pCLAMP6 software (Axon 
Instruments). Whole-cell currents were eliciled by 280 ms 
duration voltage sleps ranging from - 100 lo + 100 mV in 

20-m V increments, from a holding poten ti al of O m V. The 

standard pipette solution contained (in mM): 73 CsCI, 20 
TEA-CJ, I MgCI2 , 10 HEPES , I EGTA, 0.7 CaCJ2 

(approximately 200 nM buffered calcium) and 5 Mg ATP, 

90 mannilol , 2 GTP lithium, pH 7.4 adjusled wilh NaOH 
(300 ± 3 mOsm). The bath solution had the following 
composition (in millimolar): 90 NaCI, 5 KCI , 1.17 MgS04 , 

I CaCJ" 5 Glucose, 10 HEPES, 90 mannilol , pH 7.4 and 
300 mOsm. The hypotonic bath solution (2 10 mOsm) was 

prepared by omitting mannilol from lhe standard bath 
solution. This procedure did nOl alter the C¡- reversal 
potential. The voltage protocol was carried out every 2- 3 min 
and lhe current al 100 mV monitorcd to ¡nsure steady-state 
recordings. Solution changes where carried out using a 
peristaltic pump-based perfusion system. The concentration 
ofthrombin used is the same for all experiments (5 U/ml). To 
express currents as current densities, we measured the 
capacitance of lhe cell at the beginning of whole-cell 

recording by integrating the capacitive current transient. 
Charge vs voltage curves where linear and their slope was 
used as a measure of capacitance. Contribution of stray 
capacitance to this measurement was mínimal because >95% 
ofpipette capacilance could be compensated. 

Thrombin stimulation 

For all experiments, including taurine eftlux, lC l~\le ll 

rccording, RVO or Weslem blolS, lhrombin was added 
simultaneously to the hyposmotic solution without any 
preincubation or pre-stimulation periodo Thrombin pre
treated with the protease blocker PPAC K was also added 

simultaneously to the hyposmotic stimu lus. 

Statistical analysis 

AII data are given as means±SEM. Statistical significance 
was delennined using ana lys is of variance (ANOVA) fol
lowed by Tukey's test. For Figs. I and 3a Student's t test 
was used. 
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Results 

Thrombin enhanced hyposmotic taurine eftlux 

Exposure of 3T3 fibroblasts to 30% hyposmotic solulion 
(H30%) elicited a rapid increase of 3H-taurine efllux, from 

0.2% in isosmotic conditions to 2.7% at lhe peak release 
after the hyposmotic stimulus (% of total accumulated 

radioactivity). The release peak is reached 2- 3 min after the 
stimulus and thereafter, lhe eftlux decreases towards basal 
levels. The five largest fractions of the release account for 
10.9% of lhe total radioacti vity accumulaled. Addition of 
thrombin (5 U/ml) to the hyposmotic medium increased the 

rate and magnitude of taurine effiux. I.n the presence of 
Ihrombin, a release peak of 10.4% was reached 2 min after 
lhe stimllllls and the sum of lhe five main release fractions 
was 27.7% of lhe 10lal accumulated radioactivity (Fig. l a). 
Taurine release in response to different osmolari ty reduc
tions showed a significant increase only at H20% bUl in the 
presence of Ihrombin an increase is observed already al 
HIO% (Fig. l b). Thrombin-elicited increase ofhyposmotic 

laurine eftlux al progressive osmolarity reducl"ions fits a 
Gaussian curve (Fig. I c). This analysis shows a significant 
increase of 166% al H I 0%, a maximal effect (305% 
increase) at H20%, 152% increase at H30% and no 
sign ificant effecl al H50%. Thrombin did not modify taurine 
effiux in isosmotic conditions (isosmotic 1.04%±0.13; 
thrombin added at fra ction 5: 1.11 ± 0.16). Even when 

thrombin potentiation expressed as percentage increase was 
maximal al H20%, all experiments in Ihis study were carried 
out at H30% at which differences in terms oflhe experimen
tal values between the control and the thrombin condition are 
more evident. 

To test whether lhe effect of thrombin increasing hypo
smotic tamine eftlux involves its protease activity, thrombin 
was pretreated with the protease inhibitor PPACK ( 1 ~M , 

30 min). Figure 2a shows lhal this treatment essentially 
abolished the thrombin potentiation of hyposmotic tamine 
effiux. Taurine efllux in these cells is nol different from the 
hyposmotic release in the absence ofthrombin (Fig. 2a). The 

protease action of thrombin seemS to occur largely through 
lile prolease-activated receptor PAR-1 because as shown in 
Fig. 2b, the PAR-I-activating synthetic peptide SFFLRN 

reproduced lhe effect of thrombin up to 89%. Four members 
of PARs have been identified (pAR 1-4) and PAR-I subtype 

is the most lIbiquitOllS fonn. This subtype is also that 
primarily ¡nvolved in lhe effect of thrombin increasing 
glutamate and laurine efllux in astroglial ce lis [5, 30]. 

Effect ofthrombin on the vo lume-sensitive CI- currenl (ICI~ell) 

We examined the effcct of thrombin on swelling-induced 
currents in 3T3 cells. Membrane currents were measured 
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Fig. I EfTect of thrombin increasing the hyposmotic effiux of 3H_ 
laurine from 3T3 fíbroblasls. a Time course of 3H-laurine rc lease and 
its potcntiation by thromb in. Cel ls preloaded with 3H-taurine were 
superfused (1 mVmin) with isosmotic medium during 5 min , <lnd then 
(arrolV) 8 min with isosmotic (¡l/verted filled triuIIgle) or 30% 
hyposmotic medium (H30%) (jiJIed circfe). Thrombin (5 U/mi) was 
addcd lo Ihe isosmotic (il/verTed emply !riangle) or hyposmolic (cmpty 
eire/e) solutions. Poillls represent Ihe mdioacti vity re leased al each 
fraction, expressed as percentage of total radioacti vity accumulated 
during loading. b EfTect of lhrombin ¡ncreasing lautine effi ux in 

using the whole-eell eonfiguration of the paleh-clamp 
technique as described in "Materials and methods" section. 
To foclIs on the Cl~ clIrrents, in these experiments we lIsed 
73 mM CsCI- and 20 mM TEA-CI in lhe patch pipette lo 
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Fig. 2 EfTect or Ihrombin lreatment wi th the prolease inhibitor 
PPACK, and of Ihe PAR- I-activaling synthetic pept ide SFFLRN on 
hyposmoti c JH-taurinc effiux . a Thrombin was preincubalcd (30 min) 
with Ihe protease inhibitor PPACK ( 1 ¡..tM) and Ihe assay proceeded as 
in Fig. l . b Comparison or the efTecI of Ihrombin and or SFFLRN 
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laurine release, i. e., release in fi ve fmc tions after Ihe slimulus minus 
fi ve fractions of the rclease in isosmotic conditions. Dashed bars 
Thrombin 5 Ulml (HT), black bars no Ihrombin added (1-1). e Gaussian 
curve fitting the effect of Ih rombin increasing Ihe net hyposmotic 
taurine effiux. Poillts represenl Ihe percenlage increase over release in 
isosmotic or hyposmotic Illcdium. Results are means±SE of three 10 

eighl experiments. Significanl ly difTerenl rrom conlrols in Ihe absence 
of thrombin , aSferisk P< O.OI ; signifi canll y differenl from Ihe 
isosmoti c condillon, zera P< 0.05 

minimize the contribution of K+ currents. After obtaining 
the whole-cell configuration, cells were maintained during 
10 min in isosmotic solution and the steady-state current 
was recorded. Under these conditions, membrane currents 
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ex pression of results as in Fig. l . Results are means±SE of Ihree 10 six 
ex peri ments. Sign ificantl y different from Ihe control 1-130%, single 
aSferisk P< O.O 1 
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were small and very nearly ohmic and reversed at - 40 In V, 
presumably reflecting a small but finite permeability to es + 

ions (Fig. 3a). When cell were exposed to 30% hyposmolar 
solution, a large current developed. This current is carried 
by C¡- ions because the only penneablc anion present in 
these experiments is e l- and the current could be blocked 
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by the Cl- channel blocker NPPB (Data not shown). 
Figure 3a shows that this C¡- current exhibits previously 

reported features characteri stic of IC¡;-wCll" It is an outward ly 
rectify ing current, with inacti vation kinetics al large 
positive voltages and a reversal potcntial of - 4 mV, c10se 
to the e l- equilibrium potential of - 0.0 mV predicted by 
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Fig. 3 EfTect of thrombin and hyposmolarity on the osmosensiti ve 
CI- current. a Shows representative whole-ce ll curren t traces at the 
indicated experimental conditions. The figure shows currents obtained 
after a 10-min eq uilibration in the indicated sol ution . b Current 
densi ly vs vo ltage curves from cells in isosmotic medium (filled 
square), isosmotic medium + thrombin (empty square), 30% hypo
smoti c medium (filled eire/e) and Ihrombin + 30% hyposmotic (empty 
eire/e). e Time course of ICI';wcll activation by 3001u hyposmolic solution 
and 30% hyposmolic + thrombin. Shown is Ihe currenl density at 100 mV 
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in Ihe indicated experimental conditions. Resul ts are means±SE of six to 
ten experiments. Double asterisks indicate a condition significanlly 
difTerent at P <0.05 and sil1gle asterisk at P <O.O l. d Time lO half 
activat ion in 3001u hyposmotic medium (e/ear bar) and 30% hyposmotic 
medium + thrombin (dark bar). e Reversi bi]ity of activation by 30% 
hyposmotic medium + thrombin. The extremes ofthe bars indicate Ihe 
value of current al 100 and - [ 00 mV. The zera current leve] is indicated 
by thc dashed filie 
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our solutions and as expected for a C¡- pemlcable channel. 
Figure 3a also shows lhat exposure of 3T3 ee lls lo thrombin 
alone did not induce by itself large currcnts. 

When cells weTe exposed for the same time period lo the 
30% hyposmolar solution in lhe presence of thrombin, 
larger currents could be evoked with simi lar characteristics 

lo t.he hYPosl11olarity-activated currenl. Figure 3b shows lhe 
current density vs voltage curves for these recordings. The 
membrane currenl was nonna lized lo lhe cel! membrane 

capacitance lo correet fo r different cell s izes. To fu lly 
examine the effect ofthrombin, \Ve followed lhe entire time 

course of activatian of lhe swell ing-induced current 
(Fig. 3c). It is apparent that thrombin aeeelerates the 

activation of I CI~cll by hyposmotic solutions and that both 
conditions activate the same level of current density, as 
would be expeeted if thrombin did not affeet lhe nllmber of 

channels in the membrane and the s ingle channel conduc
lance. A s imple quantitative measure of the speed of 
act ivation is the time to half aclivation. The time lo ha lf 

act ivation of I CI~cll is approximately twice as fast in the 
presenee of thrombin as in its absence (Fig. 3d). Finally, 

activation by lhe 30% hyposmotic solulion in the presence 
of thrombin is fu lly revers ible, as illustrated by the data in 

Fig. 3e. 
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Thrombin increased the rale and efficiency of RVD 

The aboye described effects of thrombin increasing the 

operation of two maio pathways for RVD, i.e. , the volume
sensitive CI- channel and lhe organic osmolyte pathway, 

predict an effect of thrombin on the rate and efficiency of 
the volume regulalory process. Changes in cell vo lume 
were estimated by the large-angle light seattering system. 1t 
should be noticed that abso lute cell vo lume va lues are not 

obtained by Ihis procedure, and the magnilude of a cell 
vo lume ehange indueed by hyposmolarity is relative to eell 

vo lume in the isosmotic condition [24]. Fibroblasts exposed 
to H30% exh ibited the typical response of swelling 

followed by RVD (Fig. 4). RVD showed two distinel 
phases, a more rapid phase which initiales immediately 
after maximal swelling, and a s low sustained phase. The 

rate constants for these two phases are shown in Fig. 4. 
Thrombin had no effect on eell swell ing but notably 

enhanced cell vo lume decrease th.rough an effect exerted 
essentia ll y in the first phase of vo lume decrease, 
when the rate eonstant is almost twofold that in the 

absence of thrombin. The rate constanl values al the 
slow phase were s imi lar in the presence or absence of 

thrombin. After 10 min, cells in hyposmotic medium 

H30% 

HT 

Fig. 4 Swclling and rcgu latory 
vol ume decrease (RVD) in 
fibrablasts aftcr a 30% hypo· 
smotic still1ulus in the presence or 
abscnce of thrambin. Changes in 
cell vol ume were measured using 
a largc·angle light·scattering sys· 
tem as described in "Materials 
and mcthods" scction. a Rcpre· 
sentati ve traces of changes in cell 
volumc in 300!o hyposmolic 
(H3IY'Io) or hyposmotic plus 
thrombin medium (HT) (5 U/mi). 
b Bars express the cell vol ume 
recovery al lhe end of Ihe exper· 
imenl as percentage of maximal 
swelling. e Rate constants for 
Ihe two visible RVD phases 
( 11 0-200 and 200- 600 s) were 
ca1culated fram the slope of a 
linear function. Results are 
means±SE of fivc lo n¡nc 
experiments. Significantly difTer
cnl from 1-130%, asterisk P<O.O 1 
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have recovered 36% of the ir ¡nitial volume, whereas in 
the presence of thrombin cell volume recovery was 
almost 70%. 

The Ca2+ -dependent component of thrombin effects 

Changes in the [Ca' ]; elicited by hyposmolarity and 
thrombin are shown in Fig. 5 . The basa l [Ca2+] ¡, 
measured as described in the work of Franco et al. [10], 
was found to be 100 nM . Significant increases in [Ca2+]¡ 
were induced by hyposmolari ty o r by thrombin in 
isosmoti c medium. The largest ¡ncrease was observed 
when cells were exposed to hyposmolarity and thrombin 
simultaneously (Fig. 5a). [Ca' +]; e levalÍon elicited by 
hyposmolarity plus thrombin was abolished by treatment 
wi th EGTA-AM (25 ~M, 30 min) in Ca2+-free med ium 
(Ca'+ omission p lus 0. 1 mM EGTA) and markedl y 
inhibited by the PLC blocker U73 122 (Fig. 5b). To 
suppress the [C.'+]; e levat ion by hyposmolarity plus 
th rombin, but maintain ing [Ca2J¡ in basal levels (unsti
mulated, 100 nM), cells were incubated during 30 min in a 
medium with 100 nM Ca2

+ and 1 IlM ionomycin. This 
condition clamps [Ca'+]; in 100 nM. Figure 5a shows the 
reduclion of [Ca2J¡ in th is condition and the prevenlion of 
[Ca'+]; increase by hyposmolari ty plus thrombin . 

The contribution of [Ca2+]¡ ¡ncrease lo thrombin effects 
was then examined on hyposmotic taurine eftlux, lC I~vcll 

and RVD . For this purpose, ce lls were treated with U73 122 
(2.5 ~M) or wi th EGTAlEGTA-AM. Results are shown in 
Fig. 6a-d. U73 122 or EGTA-AM decreased taurine emux 
43 and 55%, respectively (Fig. 6a). These results stress the 
importance of PLC in lhe mechanism responsible for the 
Ca2+-dependent effect of thrombin increas ing taurine 
eftlux. The influence of the Ca2+-acti vated enzymes CaM 
or CaM KJI was estimated by the inhibitory effect of W7 
(25 ~lM) or KN93 ( 1 O ~M) , which reduced the thrombin
stimu lated taurin e effl ux 54 and 43%, respecli ve ly 
(Fig. 6a). In the absence of thrombin, the hyposmotic 
laurine effiux was 25--47% reduced by blockers of the Ca2+ 

-mediated signal ing pathway (Fig. 6b). Protein kinase C 
(PKC) blockers G66976 (1 ~M) or chelerythrine (2.5 ~M) 
attenuated the thrombin enhanced taurine efflux by 30-
3 1 %, without affecting hyposmotic taurine (results not 
shown). The acceleration of ICI:-well by thrombin was 
dec reased by 65% in nominally Ca2

+ -free conditi ons 
(1 mM EGTA in the pipette and 0.5 mM EGTA in the 
bath solution), and 49% by the PLC blocker U73 122 
(Fig. 6c). For these experiments, the effect of U73 122 or of 
a nominally Ca2

+ -free condition was examined al the time 

of halfactivation of IC I~vcll ' Le., 8- 9 min after lhe stimulus. 
Consistent with these results, RVD observed in lhe presence 
ofthrombin decreased 42-48% in cells tTeated with EGTA
AM or U73 122 (Fig. 6d). 
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fig. 5 Changes in [Ca2J¡ evoked by hyposmolari ty and thrombin . 
Intracel1ular Ca2+ was detennined us ing fluorescence changes of the 
preloaded CaH indicalor Fura-2/AM, as described in "Material s and 
methods" section. Fluorescence was measu red under isosmotic 
conditions until baseline was slable and al the time indicated by the 
arroll', Ihe following slimuli were applied: a isosmotic medium plus 
Ihrombin (l sos T), 30% hyposmolic med ium (H30%), 30% hypo
smoli c medium plus Ihrombin (HT) and 30% hyposmotic medium 
plus thrombin in a condition of 100 nM [Ca2J¡ and [Ca2Je obtained 
by Ireatmenl with I 11M ionomycin during 30 mino b Thirty percent 
hyposmotic medium plus thromb in in cells treated with U73 122 
(2 .5 ¡..tM) or wilh EGTA-AM (25 11M, 30 min) in ex ternal Ca2+-free 
medium. Resulls are expressed as ral io of fluorescence inlensity (340/ 
360 nm). Bars represen! Ihe quanti fication of Ihe peak Ca2+ response 
in Ihe ind icated conditions, ex pressed as Ihe peak value minus the 
basal value fo r eaeh condilion. Means±SE of fou r 10 eighl experi 
mcnts. Sign ificantly diffcrcnt from the 30% hyposmotic control 
condition , zeta P<O.O l . Significantly differen l from Ihe HT condition , 
sillgle asterisk P<O.O I 

Thrombin transactivation of src and EGFR 
and its contribution to thrombin influence on hyposmotic 

laurine efflux, ICI;wetl and RVD 

Previous studies have sbown a marked influence of lyrosine 
kinases on osmolyte fluxes activated during RVD [6, 27]. 
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Fig. 6 Effects of Ca2
+ signaling palhway blockers on hyposmotic or 

hyposmolarity plus thrombin·clicitcd 3H· taurine cfllux, ICI~'ell and 
RVD. a Taurine efll ux in cells slimulaled wilh hyposmolarity plus 
thrombin (HT) and treated w ilh EGTA·AM (25 IJ-M , 30 min) in 
external Ci+·free medium or wilh U73 122 (2.5 IJ-M), W7 (25 IJ-M) or 
KN93 (10 11M). b Hyposmotic (H30%) taurine cfflux in Ihe absence 
of thrombin in cell s treated \Vilh Ihe same drugs. 8ars represen! 
lamine ncl release as in Fig. 1. e Effccl of nominally Ca2+·frec 
conditions (O Ca2

+ plus 1 mM EGTA in Ihe pipette and O Ca2
+ plus 

0.5 mM EGTA in Ihe balh So lulion), or U73122 on ICI~'ell in eells 
stimulated with hyposmolarity plus thrombin. 8ars represent ICI;;-we ll 

In particular, hyposmolarity enhances tyrosine kinase 
phosphorylation of EGFR as well as of various members 
of eytosolie kinases of the Sre family [6, 9]. Sinee thrombin 
is known to transactivate EGFR and to increase src phos
phOlylation [7, 23] these elfeets may eontribute to thrombin 
actions on RVD events. Figure 7a-d shows the ¡ncrease in 
EGFR phosphorylation evoked by hyposmolarity and its 
marked potentiation by thrombin. EGFR phosphOlylation 
was deereased by the speeifie EGFR bloeker AG 1478 
(10 11M) and abolished by the sre bloeker PP2 (10 11M) 
(Fig. 7a,b). The elfeet of hyposmolarity plus thrombin 
enhaneing EGFR phosphorylation persists when [Ca' +¡; 
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dens ity at min 8-9 afler Ihe stimulus. d EfTect of EGTA-AM in 
external Ca2+-free lllediulll or U73122 on RVD in eells exposed by 
hyposmolari ty plus thrombin. Represenlative traces of changes al cell 
volume in the indicated condilions and bars corresponding lo volume 
recovery (percen lage of maximal vol ume at Ihe end of Ihe experiment) 
in each condilion. Cells were preincubaled with Ihe inhibilors during 
20 min and Ih e drugs were present in the media throughoul Ihe 
experiment. Means±SE of three lo eight experimenls. Significan lly 
difTerent from Ihe control conditi on, sil/gle asrerisk P<O.OI ; doubJe 
asrerisks P<O.05 

inerease is prevented by elamping [Ca'+¡; by treatment with 
ionomyein in 100 nM [Ca'+¡, (Fig. 7a,b). Figure 8 illustrates 
the ¡ncrease in src phosphorylation by hyposmolarity, its 
potentiation by thrombin and the inhibitory elfect of PP2 
(Fig. 8a,b). Similar to EGFR, sre phosphorylation by 
hyposmolarity plus thrombin is Ca2+-independent (Fig. 8a,b). 
The inOuenee of the thrombin-aetivated sre/EGFR pathway 
was next examined on laurine effiux , IC I ~ve l1 and RVD. 
Taurine emux evoked by hyposmolarity plus thrombin was 
37% redueed by the EGFR bloeker AG 1478 and 56% by 
the sre blocker PP2 (Fig. 9a). Hyposmotie taurine emux in 
the absenee of thrombin, was also deereased (58%) by 
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Fig.7 EGFR phosphory lation 00 1-1 30% and I-IT. a Cells wcrc serum
starved for 24 h and then incubated in lhe indicated conditions: 
isosmolic, 1-1 30%, HT, HT plus AG1478 (AG) 10 11M, HT plus PP2 
10 ~lM , isosmotic and HT in [Ca2+1 I mM or 100 nM. This later was 
obtained by trealment wilh I 11M ionomycin during 30 min in a 
medium with 100 nM Ca2+, This condit ion clamps [Ca2+]¡ and 
maintains [Ca2+]e in 100 nM. Upper pallel EGFR phosphorylalion 
analyzcd by WeSlem blotting with anti-pllospho EGFR antibody (pTyr 
1173). b In bars, lhe densitometric scanning quantitation o r blots, wi lh 
rcsu lts cx presscd as pcrccntagc incrcase ovcr EGFR activity in Ihe 

EGFR or sre bloekade (Fig. 9b). AG 1478 and PP2 inhibited 
the effect of thrombin accelerating IC I ~vet! by 57 and 47%, 
respectively (Fig. 9c). As expeeted, lhe rate of cell volume 
decrease enhanced by thrombin was also markedly reduced 
by these agents, 37 and 49% in cell s treated wilh AG 1478 
or PP2, respeetively (Fig. 9d). 

To examine poss ible cross- talk or interdependence 
between the two signaling routes activated by hyposmo
larity plus thrombin, i.e. , PLC-Ca' + and srefEGFR path
ways, the additive or non-additive effects of simultaneously 
bloeking the two pathways was investigated. Figure lOa 
shows the inhibition of 46- 56% of taurine efflux in the 
presenee of EGTA-AM or PP2, and the additive effeet of 
the simllltaneous app lica tiol1 of these blockers, which 
reduced taurine emux over 90% (Fig. lOa). Similarly, 
Fig. 10b shows an add iti vc effect 011 lCI;well ' which was 
90% redllced by the simultaneous exposure to a Ca2

+ -free 
condition and PP2. Ln accordance with these reslllts, RVD 
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Ihe con focal microscopy images and Ihe fluorescence inlensily 
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pro-plus 5.0). Data correspond to fluareseence arbitrary units and 
represen l Ihe inerease in fluorescence in H30% and HT over Ihe 
isosmotic condition. Results are means±SE of four 10 six experiments. 
Sign ificantl y difTerent fram H30%, zeta P<O.O 1; significantly difTer
ent from HT, astcrisk P <O.OI 

which was redueed 50% in ee lls treated with EGTA-AM 
and 60% inhibited with PP2, was suppressed by the 
simu ltaneous treatment with these agents (Fig. lOe). 

Discussion 

The present work identified the signal ing elements involved 
in the effect of thrombin increasing tallrine effiux , ICI;wetl 
and the rale and effieieney of RVD in 3T3 fibroblasts 
swollen by hyposmolarity. The eombined operat ion of the 
elassieal PLC-Ca' +-CaMKI I signaling pathway and a 
thrombin-indllced src/EGFR transactivation account for 
essentially all the effeets of thrombin on RVD events. 

Thrombin markedly increased the rate and magnitude of 
hyposmotic taurine effillx and signifi cantly accelerated 
ICI~vet! activation in the first minutes after the hyposmotic 
stimlllus. These two effects ofthrombin explain its inflllence 
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Fig. 8 Phosphorylation of src by H30% and HT. a src activity was 
assayed by immunoblotting. Upper pallel src phosphol)'lalion \Vas 
analyzed by Wcstem blott ing w ilh anti-phospho src antibody (pTyr 
416), and Ihe assay proceeded as in Fig. 7. b In bars, Ihe densi tometric 
scanning quantitation of blots, wilh results expresscd as percentage ¡n
crease over src activity in lhe isosmotic conditlon. Resull<; are meanS± 
SE ofthree lo four expcriments. Significantly diffcrent from H30%, zera 
P<O.O 1; s ignificantly differenl from HT, asled~k P<O.O 1 

on cell volume recovery pattem. Thrombin markedly accel
erated RVD in the first minutes after swelling, increasing by 
twofold the rate constant ofvolume decrease. After this time, 
when taurine efflux is decreasing toward the original efflux 
values and IC I~vell shows similar amplitude in the presence 
or absence ofthrombin, no significant difference was found 
in the rate constant of volume decrease. Because of this 
initial effect accelerating cell volume decrease, cells exposed 
to thrombin recovered about 70% of their original volume in 
contrast to 32% in its absence. 

The eontriblltion of the PLC-Ca'+-CaMKIl-mediated 
pathway to thrombin-elicited increase of taurine eftlux in 
fibroblasts was about 50- 60%. This contribution varies 
for other OPCR ligands in different eell types. It represents 
34-38% in SHSY-5Y neurons aetivated by Iysophospholi
pids [ 14], 55- 60% in fibroblasts treated with ATP [ 10], 
24% in thrombin-stimulated neuroblastoma and 52% in 
astroey1oma eells [4, 5]. The PLC-Ca' +-CaMKll route eontrib
utes more importantly to glutamate eftlux stimulated by 
thrombin or ATP in cultured astrocytes, accounting for about 

869 

70-80% [25, 30]. It is so far unclear whether this differenee is 
speeifie of the eell type or of the glutamate efllux pathway. 

Thrombin infllleneed ICI;w," in fibroblasts by markedly 
reducing the time lo half activation of ICI;-well which is 
approximately tw ice as fast in the presence of lhrombin as 
in its absence. Thrombin effect is exerted apparently on the 
same level of current density, as would be expected if it is 
not affecting the number of channels in the membrane. 
Thrombin inereased ICI;;',,, amplitude evoked by hypo
smolarity (13%) in CPAE eells [23] and the hyposmotie 
efllux of 12S í in SH-SY5Yand Intestine 407 eells [ 14, 32]. 
This effeet persists when [Ca2+]; is redueed to 50 nM or by 
depletion of thapsigargin-sensitive Ca2+ stores, in contrast 
lo the reduclion in ICI;-well observed in fibrobl asts in 
conditions ofnominally free Ca2

+ by treatment with EGTA. 
In Intestine 407 cells, thrombin, and other Ca2+-mobilizing 
honnones markedly increased lhe effiux of 125 r and this 
effeet is abo lished by BAPTA-AM . Therefore, a variation is 
observed on the Ca2+-dependence of lhe CI- hyposmotic 
efllux potentiated by OPCR, related possibly to the eell 
type or/and the extent of swelling. 

According to the contTibulion of the Ca2
+ -dependent 

signaling pathway to osmolyte fluxes, its blockade attenu
ates RVD in different proportion. A 50% reduction was 
observed in 3T3 fibroblasts whereas in cultured astrocytes, 
consistent with the contribution of lhe Ca2+ -dependent 
pathway above diseussed [25, 30], bloekade of this 
signaling ehain had a strong effeet redueing RVD [2]. 

The present study showed that EOFR transaetivation by 
thrombin participates importantly in its action on osmolyte 
fluxes and RVD in fibroblasts. A eontribution of 40-50% 
is estimated considering the effect of preventing EGFR 
phosphorylation on RVD proeesses. The influenee of EOFR 
was also observed on the hyposmotic tamine efflux in the 
absence of thrombin, with a contribution of more than 60%. 
The thrombin-induced EGFR transactivation has src as a 
main intermediate. rhe strong effect of src blockade 
deereasing EOFR phosphorylation indieates that sre Iies 
upstream EOFR and that it is seemingly an early target for 
swelling and thrombin signaling. GPCR- src interactions are 
well doeumented [21 ] altbough its role in RVD events has 
nol been previously described. 

Sre bloekade had a more potent effeet than EOFR 
inhibition on lamine effiu x, suggesting effects of src 
additional to its connection with EGFR. The influence of 
src on osmolyte pathways activated by hyposmotic swelling 
is well doeumented [6]. In hepaloma eells, sre bloekade 
suppresses the activation/operation of volume-sensitive K+ 
and CI- ehannels and abolished RVD [1]. The hyposmotie 
taurine eftlux pathway is sensitive to src blockade in HeLa 
eells [26] and the sre-like prote in p56(1ek) has a eritieal 
influence on hyposmotic tamine release in skate red cells 
[29]. In human Iymphoeytes, inhibition or genetie knoekout 
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Fig. 9 EfTects of EGFR and src phosphorylation blockade on JH_ 
taurine efllux by hyposmotic or hyposmotic plus thrombin, IC I;:'cl1 
and RVD. a 1-130% laurine efllllx in cell s stimu laled with HT and 
treated with AG1478 (10 J.lM ) or with PP2 ( 10 11M). b H30% taurine 
efllux in ce lls treated wi th Ihe same dmgs. Ban; represen! laurine nel 
releasc as in Fig. l . e Effect of Ihe same blockers 0 11 ICI;-wcll in cells 
stimulated by HT. Ban; represen! I CI ~'cl l densily al min 8~9 afier Ihe 

of p56lck interferes with JC I~\lel1 activation, an effecl being 
reversed by p561ck retransfection [20]. Allogether, these 

results stress the key ro le of src as a s ignaJing molecule in 
hyposmolic swelling as we ll as in lhe effects of thrombin 
modulating RVD events. The upstream signaling for src 
activation in swollen cells is not well delineated. An 

inlegrinlsrc system is found in hepatocytes and may be an 
important osmosensing pathway [34]. The identification 

and influence on thrombin effect of the numerous down
stream alld upstream signaling molecules crossing with src 

and EGF R remain to be investigated. 
The PLC-Ca2+-CaMKII and the sre/EGFR-mediated 

signaling ehains activated by hyposmolarity plus thrombin 
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Represcntative traces of changes in cell volume in I-IT and bars 
corresponding lO vo lume recove!)' (percenlage of maximal vo lume al 
Ihe end of the expcrimcnt) in each condition. Means± SE of th ree lo 

e ighl experimenls. Signi ficantly differenl from Ihe control condilion, 
single aSlerisk P<O.O 1; e/ollble asterisks P<O.05 

in fibroblasts appear to operate independently. This was 
shown in lhe presenl sludy by two selS of reslllts: firsl , Ihe 

persistence of src and EGFR activation by hyposmolarity 
plus thrombin when [Ca2+]¡ is clamped to 100 nM and no 

[Ca2J¡ increase is elic ited in this condition, and second, by 

Ihe additive effect on lautine efflux, IC I;wel1 or RVD, of the 
simultaneous inhibition of the two pathways, which 

essentially suppressed these processes. 
Thromb in d id nol affect cell volume in isosmoti c 

conditions. Neither s ignificant swelling nor shrinkage were 

detected in fibroblasts exposed to thrombin, suggesting that 
the [Ca2"']¡ raised by thrombin in these eells is not activating 
Ca2+-dependent K+ or C¡- channels of a sllfficient mag-
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Fig. 10 Addi rive inhibitory cffects of simuhaneous blockade of the 
PLC-Ca2+.CaMKJI and src-EGFR pathways on 3H-taurine efflux , 
ICI;\\'cll and RVD evoked by HT. a Hyposmolic laurine efflux in cells 
stimulated wilh HT (jilled eire/e) and trcated wilh EGTA-AM (25 ~M) 
in ex terna! Ca2+·free medium (il/vened slwded !rial/g/e), PP2 (10 11M) 
(empry circJe), or ¡he two cond itions sim ultaneo usly (inverred 
l/'iollgle). Bars represent taurine net release as in Fig. l . b EfTec! of 
a nominall y Ca2+· frec condition (O Ca2+ plus 1 mM EGTA in ¡he 

nitude to s ignificantly alter the water content in the cells. 

Neither in creases in ICI;-well amplitude nor in 1251- e ftlux 
by thrombin are found in isosmotic cond itions in CPAE 

or Intestine 407 eells [23, 32] although I CI~w,l1 aetivates 
in isosmotic conditions in celIs treated with very high 
concentrations of ionomycin [ 18]. Ca2

+ -sensitive large
eonduetanee K+ ehannels (BK) might be aetivated by 

thrombin and partieipate in its effeets on RVD [ 12]_ This 

was nol examined in the present study but the importan ce 
of K+ fluxes on RVD rate warrants a deta iled investigatíon 
on Ihis subjee!. 
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pipette and O Ca2
+ plus 0.5 mM EGTA in lhe bath solulion) or PP2 on 

ICI;-",cll stimulated by HT. Bars represent lCI';-wclJ density at min 8- 9 
afler the stimulus. e EfTect of EGTA-AM and PP2 on RVD in eells 
cx posed to HT. Representalive traces of changes in ce11 volume in Ihe 
indicated conditions. Bal's corrcspond to cell volume recovery (%) in 
each condilion. Means± SE oflhree lo eighl experimenls. Significantly 
diffcrenl from HT, sillgle aSferisk P<O.O 1; dOllble aSferisks P< 0.05 

Results of the present study showed thal PLC_Ca2+_ 

CaMKlI- and srelEGFR signaling ehains mediate RVD
related events under hyposmotic cond itions, and that 

thrombin is merely amplifying these mechanisms. Note
worthy, thrombín per se, is not s ignificantly increasing 

taurine efflux or ICI~ell in isosmotic conditions. It is on ly 
after the set in motion of the volume-sensitive osmolyte 
efflux pathways by hyposmotic swell ing thal thrombin 
potentiation occurs. The mechanisms ¡nvolved in this initial 

activation phase are still unidentified. Activation of inte
grin-small GTP-binding proteins [8, 34] or PLA2-arach-
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idonic acid-mediated mechanisms [19] are considered as 
candidate mechanisms. 
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Potentiation by Thrombin 01' Hyposmotic Glutamate and Taurine 
Efflux from Cultured Astroeytes: Signalling Chains 
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Ahstrae! AClival ion of prolein-aClivaled '\.'Ceplor (PAR- I) 
by lhrombin IXl1enliales lhe hyposmolic efflllx nf J H _D

aspartale alld 3r·I-laurille fmm cultured cerebellar aSl locytcS. 
Thi s cffcel is medÚLled by a thrombin-c1icilcd inerease in 
eyto~ol ic Ca~· 1c,'c1s ICa~+ I ¡ :lIld lhe anivat ion of phos

phoinositidc-3-kinase (PI3K). Thesc signalling p;lthways 
opcr;l te indepcndemly showing addilive cffeos if prcventcd 
sinlllltancously. Thc contTibution uf the Ca2+_mcdialed 

palhw;ly tu Ihrombin-incrcascd lJ-aspan ate OT laurine efflux. 
eval uated by the inhibilOry effen uf prevent iug ICa2· 1, rise. 
was higher lor D-aspnrtale (64% e f11u .~ decrcnse) Ihan for 
lami ne (40% d('Crease). Thc P13 K blocker dC<.:rcased 48% 
amI 36% lJ-aSp;JrlaIC and taurinc enru .~. rcspc¡;lively. Hyp
nSlllolarily irKTC,ISCS phosphorylalion nI EGFR a",l ¡;-sr¡; . bul 
lhnmlbirr did 11 01 cnhar,¡;e this cfre¡;l , Blo(;bde uf EG FRfsr¡; 

pho'vhorylalion marginally redueed ( 11 - 14%) Ihe hypos
molari l)' plus lhrombill efflux of IHrSpar'lJtc; IJurine effl u.\ 
was more scnsit ive 10 Ihese bloc l;cr<; (18- 26%). S ince 
Ihrombin has noeffect inercasing EGFRlsrc phosphorylalion 
in aSlrocyles. Ihe cOlllribmion oflhis lransaclivat ion p;.Lthwily 
rnay represenl the inhibi lion oflhe hyposrnotic cfflux solely. 

K('~'words Throrn bin Iransaclil'alion 
Epiderrnal grol>.'lh factor receplor . Volllrne reglllation 
$welling 
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Introduction 

Animal eells have a ehalJcleristic volulne dcfined for e;LCh 
eeH lineage. Prcscrl'ing Ih is \'olurnc is necessary 10 main
lairl Ihe c)'loarchi tcelu re and lhe propcr conecll1ralion of 
signalling rno1ccules in Ihe ey1()sol. Allhough in physio
logic;rl conditions lhe exlrdcellular fl uids have a highly 
conlrollrd osmolarit)'. lhe waler ("unlent in inlracellular 
cOlllpnrtments can be transknlly and continuously alwred 
duriug lhe normal funcl ion of Ihe cel l. NUlriern uptakt. 
eeH motil ily. secrclion, synaplie ion gr¡¡dients. synthesis 
,md dcgradation ul rnaerolllolctu les are. ;mrong olhcrs. 

situalions ereat ing local oSnlol ic gradi cnlS. !\d;rpt ive 
Illcch,misms lo ¡;oll r,lcr.,¡;1 tI,csc ch,mges are nL"Ccss;rry lo 
Illai nlair t Ihc ¡;yloarchi¡¡,:c1 urc lIe¡;cssary for the ¡;OTfcd 
spalia l as,e mhly of Imnsduelion nel\\'orks. C.::t l volullle is 

also distUlbcd in p;Lthologieal eondi lions. Cell volullle gain 
OCtur~ when lhe osmolarity of Ihe fluids is pcrturbcd by 
f;rilurc in Ihe mech,misl1ls of osmot ic cont rol. Palhologies 

leading lO hyponalrcmia gener:rte hyposrnotic swelling 111. 
This OCCllrs in aCUle or ehronie renal failuTC. hcpJtic cir
rhosis. congeslil'e heart fai lu re. or nephrot ie syndrome. 
psichogenie ¡x¡lydipsia or du ring cndurance athlelie e\'el11s. 
Hy¡x¡natrcmia oceurs also in Ihe clderly nnd during preg
naney 11] . Cell swclling oceurs also wilholll n ehnnge in 
external osmolarity. This Iypc of swclling known as eylo
lOxic swell ing is dile lO ion rcdistribution or aecu l1l ulation 
(lf r)~nHlli<.;;llly at:live ~1I1ll!es. follow ~'([ by oblignted W'ller. 
It is CUnltllUILly aS'Oci¡¡ICd wilh hypoxic or ist:hcmk elli

~()dc ,111\1 wilh hellal;t e llt:cph,llo1l<llhy [2. 3. 4 1. Ch"nge~ in 
eell voftulle ,1re potelllially harlll ful in al! eells bUI il is 

p..1rtieu larly detril1lenta l in braill . due to lhe rcslrk lions 10 

expallsion imposcd by Ihe rigid el'a lliulll. As expansion 
oceUI'S. the conslraining of sl1lall vessels generales episudes 
of ischel1lia. infarel. excilolOxicil)' and neuronal death. In 
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eXlreme eOlldit ions. caudal herniation of the brain Imren
ehyma Ihrough the foramen rnagnurn a ffect~ brain slern 
nucló rcsulting in dealh by rcspiralory ami cardiac arresl 

ASlrocytes are thc brain cells prcferentially swclling in 
both. hypo~mot ic nr isoslllotic condiliOllS. In hyposlliolar
ity, Ihe highcr s\\'elling obscrvcd in aSlrocytcs with respcet 
10 neurons may be due either to the prcferential expl'ession 
uf aquaporin~ or lO a more cflicie nl oper¡¡tion of volumc 
regulalion in neurons as cornp:u ed lO astfoc)'les. This laler 
notion i~ suppoTled by a study showing Ihal upon a 
hyrmlllo¡ic comlition in vivo. ¡he Pllrkinje cclls in Ihe 
eercbcllurn re leasc an abundam pool of taurine which is 
Iransfcrrcd to neighbour aSlrocyles 15] , As eonscquence of 
Ihis taur ine tr:mslocalion. ncurons afe preserved while 
astrocylcs swell. In isosmot ic eondit ions generating l1igh 
IcvcJs of e¡;; lraee ll ular K+. Ihe IUIe of a~lroc)' l e~ proteet ing 
ncurons by siphoning K+ resuhs in aSlroeyle swel1 ing 
[6,7[. 

The cell response 10 hyposmOlie swelling ha, bcen 
eXlensivcl y exarn incd in brain cells in cuhure. neurons as 
\\'cll as aSlrocytcs. Upon exposure lO rcdueed exlernal 
osrnolarilY, ccll s fi rsl s\\'cl l and thcn act ivmc a mcchanism 
of volume rcgulatory decreasc (KV O) consistent in Ihe 
e .x l ru ~ion of oSlllotieally ael il'!: solu tes follo\\'ed by wate r. 
This is an aetive meehanism oceurring in spilc of Ihe 
fJCP;iste nce of Ihe hyposmotic condit ion IR. 91. The 
o~molyIC~ involvecl in RVO are Ihe nmin intraeelllllnr ions 
K+ and CI - ¡lnd a In rge numhcr of hetcrogeneous small 
organic molecults. grouped on Ihe tcrm of organic osmo
I)'tes 1101. Amino acids :tri: p:tn of Ihis pool of organic 
oSlllolyles. "]":turine. GA IJA and glutalllate are rdeased 
fronl lleUrOIl~ ¡lIld aslrocytes in respol1sc to hyposlllolie 
swc ll ing [11]. This mighl arfeet neuronal excit:tbility. 
GABA and glutamalc hcing major neurolran'mitters. 

Re,ides Ihe aClivmion of osmolylC c f11l1x pmhwllys. 
olher etTcclors are also linked to swclling amI RVD. 
\kmbrane remodell ing. ri:organizat ion 01" the cylOskelcton. 
aClivalion of strcss-dcteeling molcculcs and rcaclions to 
:tlcnlhe cell 01' situatioJls threalellillg survival. Alllhese are 
reaetious neeessary for lile cdl to adapt lO lhe eomp1cx aud 
varit!u changes itllpo~cd by Iht! change in et! 1I voltalle. 
dun ng swelling fir.;t amI during Ihe subs.equent volurnc 
recovery. lt i, nOl "urprising Ihen, lhm ehanges in eell 
\'olulIlc aClivaTe a vancty of signalling chains, which are 
now bcing explored in detail f'urt hcrmore, trom the
number of signalli ng Illolecules aeti valcd it is neeessary to 
:tssign eaeh of lhelll 10 the variety of responses evoked by 
swd ling. A lurther eompliealion Illay lesult illhc signal
li ng ehains ¡¡re IWI the S<lIlle in all eells. An example uf 
Ihis possib1c varialion is the influencc of Cal + on R VD. An 
increase in ICa2+], is II moS! eon~islenl response of ecl ls lO 
swcll ing, Howc\'er, RVD is Ca2+_dependent in sorne cclls 
:lI1d C/+-i ndependclll in olher eells 11 2 1. In Ihe fl rsl casc. 

[Ca2+,¡ inereasc infl ltenee Ca2+-aelivaled K+ ehanne ls. 
mainly of Ihe largc-eonductance Ca2+_depen(lenl K+ 
channcls. and cliei t K+ emllx . whicl1 is !In early event in 
RV D. In contrasto in another large numbcr of eells. Ihesc 
channcls are nOI inl'olved in RVO but the corre.::tivc K+ 
efflux OC(urs Ihrough other IYI>es of K' ehannels sueh as 
\'oll¡¡ge-depcndent or swdling activalcd K+ ehannels 11 3. 
14], whieh ar..: not r":'poudi ng 10 C}+ illcrea~e. In theS\: 
eells. eonsequent ly. RVO is C I2+-independenl. Olller 
o~lllol yte palhways sueh a, Ihe 1'0lulIle-sensil ive channel 
ant'l Ihe lallr inc (orgllnie o~mo lyle) eHl ux pmhwlly are lar
gely Ca2- -indcpcndent 112, 131. 

An intcresling observation is Ihal cven in Ihose cells 
showing Ca2' -indcpcndcnt RVO, inercasing ICa2 'li over 
Ihe leve ls elieitcd by the hyposmotie Slilllll lus mal'kedly 
potent iat e~ sume 01' Ihe o~molyte efllu.\ pathways, notably 
Ihe organie oSlllolylc effl ux palhway. This effeel of [Ca2+]; 
increasing organic osrnolyte flll xes has heen ohserved when 
[Ca2+" rise is cvoked by a 012+ ionophore (ionomyci n) 115] 
or by inercas ing ICa2+]; by aetivation of G-prolcin eoupled 
rcccptors (GPCRs) 01' the subfa mily ac1ivat ing a PLC_Ca2+ 
pmhway 1 Rcv. in 16]. At present o a vadety of thesc reccp
lors have beell shown 10 stilllulate Ihe hyposlIlolic taurine 
erthlx in vafiou~ <.:dl lypes. Pur incIgie. PAR- l. M3 mus
eariníe. H I histarnine and Iysophospholipid receplOrs 
increasc the hypo,lIlolie laurine efflux in a large varíely of 
ccll IyllC·~ IRev. in 161· Thi~ effecI of GPCR~ is nl ~o cxertct'l 
on olher oslllolylCS. Glulam.1te ([).aspanale) eftlux is 
pot("nt iated by agonists of purincrgic and PAR-I rcccplOrs 
in culturcd aSlrocylCs 117. 181 and by Ihe lIlusearinie 
choli llergie receptor agonisl Oxo-M in SH-S Y5 y ed ls [191 . 
Ihis rC<.:cptur al~o inercases the ~wcll ing scnsit ivc emu~ of 
myo-inos ilOl from SH-SY5Y cells [20[. 

Thes.e effect s of GPCRs agonists inaeasing organic 
o~lll o 1 ylC !luxes npllCar 10 he es~cntially mediaIC¡1 hy lhe 
PLC~Ca2 " p.1thway, bcin;; .111 of Ihem Ca2+_dependelll lO 
!iOIllC exlen1. The degree 0 1" dcpcndenec, though. varics 
aecording to the agonists examined. the oSlIlolyte traced 
:lIld lhe magnitude 01' oS!llolarily reduction 116 ]. 

Be~iues Ihe C}+-depcndent signalling ehain. ¡¡ variely 
of GPCR ael ivale olher signalli ng easeades via lhei r 
interaclion wilh growlh f3ctor rcceplors. rhese fo rm an 
imporlam fam ily 01" Irnnsmemhmne molceules wilh 
inl rinsic Iyrosine kinase .1etil·ity. which ael iwltc a plethora 
01' inlraecllular signalling elcmcnls. Ilyposmot ie swelling 
aelivalcs some of thesc reeeptors. EGFR aetivates by 
hYPoslllolari ly in !ibroblasls aud kcr:lt inocytes 12 1. 22J and 
phosphoryl.lI ion 01' EI'bB4 is incrca~ed by swcll ing in cer
ehellar granule ncurons [23 [. Thcrc i~ evidenee now 
availablc aboul an act ive cross-Ialk bclween GPCRs and 
Iyrosi ne kiua<;cs. hy n rneehan i, m known a~ lranS¡Ie li vmion . 
EGFR .1nd memhcrs of Ihe src falllily arc the 1Il0lceulcs 
mOfC direelly involvcd in th is inlerpl¡¡y 124, 25, 261. 

i;) Springer 
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GPCKilyro:;ine Idna.'ie c l\l~ ' I;¡ lk is unl y .'il;lrl ing 10 be 
examined ill rc ference In cell volume regulalion. A recenr 

slUdy from our group in 3T3 fibroblasts 127) sho\\ls rha l 
aC lival ion of PAR- I by Ihrombin pOlenl iales Ihe hypos
mOlic phosphory lalion of EGI"'R and sr( and Ihm Ihese IWO 
moleeules have an importalll (onlribUlion 10 Ih( hypos
rnolie efflux of taurine ~!el i vatcd by Ihrombin. In eOlllrasl. 
Ihe inercasc of Ihe hyposmOlic glulamale efflux by ~Ieti

vmion of l\\"O GPCRs. Ih( purinergic P2Y receptor and the 
PAR- I receptor. appear to be large ly dependenl on the 
PLC-Ül~+ pmhway 117, 18) . This is II marked diffcrcnce 
wi!h (he respollse ill fihrnhla,ts ill which inhihi!inll nf the 
PLC-Ca~+ palhway hy ¡::GTA-MI/l nI" lJ73 122 rcduecd the 

Cffl ll~ uf l;wri llC by 40-50% [27 ). This m:!y ho.:: duc lO:! ccll 
difference or 10 an osmolyle differencc. Thi s was invcsti 
galed in Ihe present study ill which we examined (i) Ihe 
effeet of thrombin 011 EGFR 01" sre phosphorylalion 
increased by hyposmolarily. (ii ) Ihc effee r of src aud EGFR 
blockel"S on Ihe ¡hrombill increascd glulamale eft1u~ alld 
(i ii ) rhe cffeet uf rhe same Ire¡Umenl 0 11 the polentiarion by 
Ihrombin of Ihe hyposrnOlic laurine efflu~. 

K~slll ts :md Hisl:ussion 

Thromhill Markcdly Enhanccd ICa2+); ill Asrrneyrcs 

Which CunlribUlcs 10 rhc POlcnt ialion of Glutamale 
and Tau rille Effl ux 

CullUred astrocytes in isos llIoric condirions hal/e a [ÜI2+]; 

of ahoul 60 nM. Re<l llcrion ill e~lernal osrnolarily (30%) 
indllce<l a small and suslained inn ease in [el' ); which in 
average i'i 64.3% higher than in isosmolic condirion'i. 
rcaching 100 nM (Fig. 1). Addi lion of Ih rombin mnrkedly 
cnllnnces [Ca2.),. Al rhe peak. [Ca2+), is more than S-Io ld 
rhm fou nd iJl isosnlolic condition .. and 4.5-fuld tha r clici leu 

by hYP()'lIIolarity (Fig. 1). This is a wdl kllowlI d i Ce( or 
Ihwlllbi n. dOCll IIICIIlt:d ill a I;¡ rgc variet)" of ce lb. Irl a 

pr(wious sludy in culrured eerehcl la r asrwcyrcs )17] we 
im'csligale<l the sourcc of Ihis IluOlllbin-cliciled [Ca2+]; 

ri sco by trea ting cells with Ca2+ -free Illedium (plus 0.1 mM 
IZGT A) to evaluate Ihe conlriblll ion of eXlracellular Ca2 • . 

or wilh ionomyein to <le plele all inlernal slores. Ir ""as 
found thal Ihe contribu tion of eXlernal and inlcrnal SOllrees 
is similar. o f about 50'10 cacho We no\\" examined the 
influence of prcventing IÜI2+]¡ ri se onlhc cfflux of lauri ne 

potenr iate<l by Ihrombin. ami compared 10 Ihal previotl sly 
obscfved ror gluWllliltc. 

EXj)o:;urc lo ] 0% hy["IllSlllor ic Solulion incrca,ed 3H_tl-

asparlól lc cfOux fmm cu ltured a'll·O(;yl e~. The efll ux nf 
3H-D--aspm'lale in isosmolic eonJ it iolls which was in al/er

agc 0.6% (perccnlagc of tOlal accumulated radioacli\'itYl. 
increascd to ahoul 3% al the peak releasc rcaehcd 2-3 min 
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Ftg. t Hyp""mobrily :md hyp<,.;mobnly plu" Ihromhin_induced 
¡uucase in I(;,"J; in cultured ccrd!Clla, ~,lrocytn. Cell, p)¡llcd (JI , 

rectangular gl:", eo'u'slips (1 0 x 50 mml in plastic di,hes "'ere 
10.1ded hy ineu!>.1linn "irh fura -2·AM (2.5 " M) for 60 min. Di gi ral 
image, of the cells "'ere otttaincd in a Fluoromax·3 Honba 
lumi,,,,,ce,,,-,,, 'I"-... ·tromelc r al an cm¡',iou " 'awkl1glh 01 5 10 11m 
u' ing pair.:d e~po<U1~.< to 340 and .,80 nm exCiraliQn wa" elenglh 
<ampled e,·cry 3 S. Thc change in IC"l'l, wa< monitorcd hy 
fluore""'Ke undcr isosm<¡tic cOlldi lions u01il 1he baselinc was sr"bk 
aod (hen medi"", was "" .de hyposmol,,, 00%) by add,t ;o" 01" the 
appropri;'lc "olume of disri lkd ,,'attr. (a) Rtpocscntati,'c 'raceS of lhe 
incoca", in ICahJ, delermined from rhe mti omerric change ' in 
l1"o"c",m~c. (t.) l'e:o k tm",icnt Inels i" lCa2'1; rc"chcd at lhe 
indicared condilions: H30%. medi"m \\"nh 30% reduced o,molar;l}"; 
HT: hY[X)S I11otic plu.< (hrombi n mc<liu",. D.1l" are mean< ± SE 
(" = .. ) analY7ed u<; ing analy"is üf "ari~nce . """OVA) f"l k",,,d hy 
Tukey le,1. Signiii c""r l> diffcrcnl fu)m lhe h»x,,"",)l ic ,·,mdil;'''' 
~/' < O.OJ. ",gni tkantly differ.:nt from the HT condil ,on u l' < O.Ot 

afler the stimulus. Thereafter Ihe efflux slowly inactivated 
towards basal Icvcls. The nel relcase in Ihe fOUf largesl 
fl1lCl ions i.e .. ¡he hyposmotic re lease minus lhe re1Cllse in 
isos11l0lic cOlldil ions reached 7% (Fig. 2a). Ad<li tion of 
Ihrombin (5 U/mi) markcdly potemialed lhe hypos11lolie 
glu tama1C relcase. In Ihc prc~cnce of Ihrombi n. Ihc net 
re1case of the fou r ImlÍn frae tions was 38%. corre,pondillg 
to 5.4-fold increasc over the hyposmot ic relCllSC (Fig. 2a). 
Thes<: rcsu lls agree wi¡h (hose prcl/ iously reported in cer
chcllar asl rocyles mea,uring IH_g lu tamate cfflux [ 17[ . -rhe 

crrect uf rhrOlllh in incrc"sing 3H-I)-:lsp,lTtntc cfllu x W~lS 
largely dependent on ¡he thro mhin-induced illcrease ill 
[Ca:' ];. This is a well kllown signall illg pa¡hway e\"oked by 
Ihc ¡hrornbin- indueed PAR-l a(liva¡ioll. In lhe prcsem 
sludy. prevcnriug [C/+) ¡ ri .;;e by EGTA-AM trig. 2b) 
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FiJ,(_ 2 Efk..,l uf lhrumbi" i'l\;re",iflg lhe h}ll<>,,,,ulic cfnux uf 3H_D

a>partalc frum cull urtd ~'C""bdlar a,trocyte~. (a) Ti me cuu"e uf ' H_ 
D-,clpartale relca>e by hYf'<-">mmit 30% tondilion (H3Q%l (e ) and ils 
polenl imion by lhrombin (5 U/ml: HT) (O), Crll s prclondcd wilh "H
o-aspartJIC were superfused (1 ml/min) wilh iSOSIllOl ic 111ooiu lll . ¡¡¡¡d 
Ihen (fr~c1ion No. 5) wilh ]{Y", hypo"m01i c medi um. L'iO'Imolic 
Illcd","u. 300 mO-m: U5 mM NaC1: H3O'.f rn:Klc hy eq"itl-,olOlar 
re,hlClinn of NaCl . 'Inmmhin was ad,led to lhe hypnsmOI,c ""I Lll ions, 
Points rep'"""'''' Ihe radioaeli,' ''y release-d al each Ira"ion . eX I""'!iCd 
'" I",rú'''lage Of101,,1 mdiooelivily :,ec" ",ul:"" d dminíl loa<l in),\. B:"s 
rcpre"""1 lhe rclea,e "f ' H-u-,,,part"le relcasc<l iot Ihe fuur "",in 
frJction, of lbe f't'"k afie' Ihe sti ",,, lu, min"s rou' fr~Cli" n, of Ihe 
,dease in iSO.~mQtic ,""ndi.i "ns (nel re lca>e) . [)",hed b"rs: thrQ mbin 
5 U/m] (HT). cmply bars: no Ihrombin addcd (H30<;t,). l b ) Effcels of 
Pl3K blockadc by wortnlJnnin und of pre"cm;o!! of Cal. risc by 
1r~a!mem wi.h EGTA-AM on hYP',smolarily plu~ .hrombin-elicilcd 
j H.o-a<p¡¡rtale cm,,~, Ccll< slim"lalcd wilh hyrosnH>l unly pl us 
!hrnmh,n (O ). rrclremcd wilh wnr!mnu ni n 250 nM (6 ) or wilh 
EGTA_AM 25 pl>. l in externa l Cul< .tree mediu m (" )0' wil h Ihe IWI) 
("oudilion.' ,imuhau<'Ollsl)' (. ). llafl' rcl"l'>e'" net re lease as abo,,~ 
oJc ... ribcd , Re",ll> "re m.""" ± SE uf 3-8 eX¡>erimcnls ",,<1 "'l"l}'¿cd 
u, in g. """ly, i, .,f vari,,,,.,c (At\OVA) f.,l1owc.1 by T~lq lt,l 
Sig. ni titamly differen! from Ihe r o mrol con<Ji li un HT. +1' < 0.05 

rcdlleed f)-a~pnnate em ux by 64%. Slrc~sing Ihe impor
lance of the Ca2"_dcpcndcnt signalli ng pathway on Ihe 
cffcet of thrombin. 

T llrombin aelion on tlle Ilyposmotie taurine efflux was 
nC.' 1 e.'<ll11incd. Figurc 3a ~ hows Ihc time eourse 01' J H_ 
llluri ne efllux cvukeu by hypu~lllu l ;1 ril y. This responsc ]ws 
bcen deseribcd in a la rge variety of eells includi ng eultllred 
a~trocyTCs . (n mo<;( cell ty[lCs. the hyposmolic taurine efflu .x 
is o nly mnrginn lly Cn':"-dcpcndcll1 [12]. However. 
incrcasing ICa2"I , by ionomyci n markedly potcntiate~ th is 
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Fig. 3 Efieel of Ihrombin inc reasing lhe hyposmotic cmux of ' H
{uunne from cuhurcd ce rChcJl a, a",ocytcs. (a) Timc cour>c of ' H_ 
.uunne rclea~e by exp<.>Surc '0 osm"laril)' rcduced n",dium (H30%) 
(e ) and il, polenlinlion by ndJilion of Ihromhin (5 Ufml: HT) (O ), 
EX[lCri mcntal proct<lurc <l ctni ls a< in Fig.2. (b ) Effcct~ of P13K 
blockadc hy "ort,mlnnin "n<l uf pre"cntion o f Ca~ ' ri", by !rcmmenl 
wilh EGTA-AM On hw""rnolarily plu, Ihrom bin-dici tcd ' H·laurioo 
eftl u.~ froon eultu red eerebell ~r aSl rOC~ICS. Celb .Iti on ul"ted wilh 
hYl"'smolarily plu, thrombin (O ). Ilre treated wilh wOl1 manni" 
250 n~1 (6). ",illo EGT A-AM 25 pM in cx t~rn"l Ca" -fr~c ",~<Iiu", 
( .. ) ur ", illt 11", 1"'" cun<l ilions ,imullancuusly (_ l. Puillts reprc,cllt 
{he rndioocli" ilY rc1c~scd nI CJC h fraC1iM. c~p""ssed as pcrccnlage of 
,,,'al radioacli"ity ncc umublNl during loading. B:u s repre>em 001 

rclcnsc of -' H-Iaurinc a, dcscribed in Fil'. 2. Re., ,, lts are mean< ± SE 
of 3-8 e~rctimcnt . alld analyzcd u,ing unaly';'< of "ariunce 
(ANOVA) f"lIo,,"c<l hy -rukcy te,;1. Significantly differenl fro", liT 
*1' < 0.05 

efflux 11 5J. As shown in Fig. 3a. a 3.6-fold incI'case of 
hypo~l11ot i c laurinc cmu~ was obscl'v<.."d in the ¡¡rescncc of 
Ihrombin. Throlllbin putcntiatcs l;ttlrinc effl ux abu in 
a<;trocylOma and neumhlastoma cells [2R. 29J and in JTJ 
fi hrohlll<;ts 127] . The hypos01m ic effltlx of tatlrine e nhanceíl 
by thrombin was 40% ílccrc:tscd by eell treal O1enl wilh 
EGT A-AM (f'i g. 3b). This inhibi tion is lowcr th;m that 
fOllnd for glll l:l1l1atc efflux . and more dose lo the 45% 
fOlllld in a previous stlldy in ti brobJas ls 127 1. 

Thc COnlribmion 01' PI3K 

An additinnal cle01ent in lhe sign;t lling [lmhwny hy which 
thrombin potentiates the hypoomotie D-:1Spal1atc and tau
rine cfflux is PI3K. !nhibition of PI3K by wOl101;1O"in 
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inhihilCU Ihe thmrnhin-illl' reascd hyp",rnoti¡; 1)-¡I~pa1'\ate 

effl llx by 4Xq,. lhe simUlrnneous Ire;ltmcnt with EGTA
AM. to prevenl the Ihrombi n-el ic ilt.1:.I [C;¡2'1; rise and of 
\\'oI1mannin 10 inhibit PI3K. esseIll i;¡ lly abolished D
asp;¡rta le efflux (almost 90% inhibit ion). showing Ihat the 
two signa ll ing pathways opcrmc indepcndenl ly and almost 
fully aeeounl for Ihe hyposmOlic effl ux of D-aSp;IT1;¡IC in Ihe 
presenee of Ihrombin (Fig . 2b). J310ckade of PI3K also 
redueed Ihe hyposmotie plus Ihrombin effl ux of lauri ne by 
36% (Fig. 3b). a less poleIll cficel Ih¡m Ihat oOserl'ed for 
D-aS[lllrtale When eclls :U'C lrealed with EGTA-A M and 
\\'ol1 nmnni n wgel her. lile hyposmOlic plus Ihmmhin tauri ne 
efflu ,x deCleaserl 63% (Fig_ 3h)< al sn signifiemuly less Ihan 
lhe inhihit ion of 1)-aspJI1ate in lhe same ¡;omlilion . This 
may suggest lhe inl"olvemcnt of anolhel signall ing e!cmelll 
for lllurine efflux. 

Thrombin is not Increasi ng Ihe l-Iyposmolarily-El"oked 
EGFR or src Phosphorylal ion in Aslrocylcs 

Transactil"alion of growlh faclor rcceplOrs by GPCRs is 
well docunlcIlIed [24-261 _ A link bclwccn PAR-I aCliva
lion by Ihrombin and EGFR has bccn dc~ribed in various 
¡;cll Iypc~ , ult hough Ihe nalure ami Im~valcncc 01' Ih is 
lransad ivm ilm in eonnediun wilh RV D i'r osmnlylc Iluxcs 
has Imt heen cx plored in detai l. A sludy in 3'1'3 lihrohla,ls 
showcd lhe polentialion by lhrombin of Ihe hyposmotic 
incrcasc in EG FR phosphorylalion 127 1. This was not 
obscrvcd in cullured a~trocytes, as shown in I' ig. 4. l he 
hyposnlotic tondition increased EGFR phosphorylat ion by 
about 40% over phosphorylal ion in isosmolic mcdiulll. bul 
al \'ariance 10 lhal fou nd in fibroblasls. lhe presente of 
Ihrombin did nOI furthcr cnhmlce Ihis cffccl (Fig. 4), l he 
EGPR phosphorylnl ion blockcr AG 1478 markcdly rcd llccd 
lite inereasc elieiled by Ihe hyposmolie eondil ion. 

Thc phosphoryla(ion 01' C-STe was <lI so enhaneed by 
hYI'0srnolarily in 3T31 ihwb¡ ;¡~I S 127J, hui simi lal lo EU FI{ . 
lhmrnhi ll did nol inerea~c huI rulher redueed e-,rc phos
phoryl;¡lion (Fig. 5). The ~ rc hlo(;kcr PP2 has <1 potenl 
inhibilory effcet and essentinlly <lboli shed Ihe hyposmo
larity-el ie iled phosphorylalion in the presence or abscnee of 
thrombin. These resll lts show Ih:l1. in eonlraSllO Ihe effeel 
of Ih rornbin in fibroblnsls inercasing c-sre phosphoryla lion. 
this inleraelion is nOI obscrved in euhured aSlrocytes. These 
rcslllts show Ihal in Ihesc cclls Ihe EGF1Usrc pathway is nOI 
a prorninenl signalling chain in Ihe proccss of Ihrombin 
polenl ialion of Ihe hyposmolic glulamale efflux, 

Contrihulion 01' the EGPl{/sf'l: P;ll hway lo the 
ThwlI lhin-Elie ited Effl .. x o f Glularn;¡lc ami T;¡urine 

We nexl examined Ihe effeel of blockade of Ihe EGFRlsrc 
pnlhway 011 Ihe Ihrombin polcntinlcd efflu x of D-aspartate 
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Fig. 4 Hf~oc ls of hYllOslllol:orily al1d of hypo,;molamy pll1s Ihrombm 
01\ EGI'R phosphory1a1ion. Se.l1m star.'~d cullurNl cerelx."lIar astro· 
c)·te.< werc cxposed to Ihe indicntcd c¡;nditioo< for ~ mio amI Iy~ntc.< 

w~,"" as>ayed fo' EGFR ph"'pho'yblioo by W~sl~rn bl,)u ing wilh 
anti-phosl,ho I,GFR (Tyr 1173) 311l ibody. (a) Keprcse"lati"e blot 
showiog 1he pho~pho.ylal ioo of EGFR induccd by hypo¡,molarily 
(113(y'¡') 30(1 hypn,molari ty 1'1,,< Ihf(>l11l>in (.~ U/mI. HT) io n~('ocy1e, 
Im:- In::a1cd or n01 ",ilh 11", EGFR inhibitor AGI47\! ( 10 11"-'1) lor 20-
30 mio; lowc. blot: alHi ·acllo aotlbod)" used as ao 101cmal Slaoda,d 10 
no,mahze prolcio conccntrat ioo in cach lao c_ (b) Bands were 
quamiflcd by dcnsitometer aod EGFR ilhosphory lat ion i< exprcsscd 
in b"", as p",~..,nlag" of Ihe ¡~I'-"' phofyblion in",,,,,.,,, o',,, Ih" a"liv ilY 
io lhe isosmotic cood;tiorl. l):,la M<: mea ns ± SE (ti = 3-5·. and 
analYlcd ",i ng analysi s of vari:lOcc (ANOVA¡ follo":cd by T"kry 
I"s .. Significamly di ff"rem from IH i:oodili"" . p < 0.01 

and laurine from eultured aSl rocyles. The Ihrombin
j)Olcnl iated hyposmOlie IHlspllrlatc relcllsc was redueed 
11- 14% up"u hlu(;kade ,,1' EGFR llI" ¡;·s¡; r Ilhosphorylali,m 
by AGI 47R or PP2 (Fig. 6.1). The rclc;¡sc 01' I;¡urine was 
mOI'c scnsi li\'c 10 these blockcrs. bcing inhibilcd IS-26'!i> 
(Fig. 6b). Th is suggcsIs a higher (Ol11 ribu lioll of Ihis 
p~lh wll)' to I~ urine eftl ux ~s eomparcd lO ()--~spartlll c. 

Howevcr. Ihe (Ontribulion of EGrRlsrc in llstroc)'les is 
lower Ih~n Ihm found in ~ prc\'ious slUdy in fibroblasls. Al 
l'~rj¡1I1ee 10 Ihm fou nd in astrocyles. in Ihesc cel ls we fOl.lnd 
an effcct 01' thrombin inereasi ng EGFR and sre phosphor
ylat ion induccd by hypoSlllolarily and a reduction of over 
40% of hypoSlllolarity plus thrOlllbin-indueed Iilurine efflux 
[271 _ Sinec in aSlroeylcs. Ihrombin had no clTcel inercasing 
Ihc hypllSllmlarily-evnket! RG FI{ Uf c-,re phosphorylat inn. 
lhe ret!uelion in P' ;¡ 'I)n1'\¡¡h; :lnd l;1uri ne ef1l llx hy ils 
blocbt!e tll ;1y eorrespond to Ihe inhibilion of the h)'pos
motie 1e!case in lhe ab~encc of lhrombi n. Thc conlribu¡ion 
of ¡he llHee sign~ling elemcnls. i.e. IC~2,]; rise. PI3K ;1nd 
EGFR on lauri ne cfllux is demonSlraled by results in Fig, 7 
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Fig. 5 bffec l< of hYf'O"nlOl ~n ly ~nd of hypo~mol ;,ri ty l)h,~ Ihrombin 
0" c·.re phosphory lation. Celt Iysates obt~ i ned as in Fil: . -1 we", 
a,saycd ro,- e->re pho>phor) latioll by Weslc>rn bloninl! wilh afl li· 
pho, pho c-,n: (Ty, -1 18) :Ul libo.x1y . (a) RcprcSClltali ve blol , howing 
Ihe l,hosphory lali ')I' of c-, re induced by hyposmolari ly (1-130%) and 
hyposmQlaril)' pl us lhl\)mbi n (5 Ufml. HT) in asU"t)(:yles pre-lre:llcd 
or nOI wilh Ihe , re fa mil )' inhibi lo, PP2 ( 10 ~.\1) fo,20 30 min: l ow~ , 

hl<>l: anli_nClin 'lIlI ihody ll~cd ns ¡m intemal .'1:Ind¡<rt! 10 IlOrm ~li7.c 

pr()1cin concentrali"n in each lan~ . (h) Hamls wcre 'luan1i fied hy 
(\(-nsilomclcr. and c-sre phosphorylallon i, exprcss.cd as in Fig. 4. 

Signi ricanlly ,li fferent fonn the l IT cond ition */' < O.U 1 

showing Ihc ~dditi \'c cffcel of blockadc of c~ch one of 
Ihe-.<;c palhways. which cs<;c nlially ;¡bo l i ~hCd laur ine efflux 
elicited by hyposrnolarilY plus Ihrombin. 

Kesults of Ihe plesenl sIudy showed Ih:ll itl cullll red 
ilslrocytcs, IJ-ilsp:m alc c fll ux e\'ukcd by hyposmulari l)' plus 
Ihrombin is imponantl y rnedialed by a Ca2+-dcpcl1(lcnt 
palhway. plus a conlrihulion of PBK. ;\nrl lhal hlockadc of 
Ihc$/; IWO rathwny~ reduces il~ re lcnsc ovcr 90%. Thc srcl 
EG FR s i gn~lIing palhway m~y aCCOllnl for the rcmain ing 
10%. and may re- fl ecl Ihe marginal conlribllt ion o f ¡his 
palhway of Ihc hyposmolic cfflu x in thc ~bscnce of 
IhrOll lbin. In Ihe casc 01' t¡¡urinc . 11](: !>ame signall illg ele

lllell1S e Ull l ribul~ 10 Ihe hypo~ lllulie plus Ihrombill d f1 l1 .~ . 

bUI Ihe Cal +-_ and PB K-dependclll palhways nre Icss 
in ll l1cll lial am] Ihe ECoFRlsrc palhwa)' is more inll11enlial 
Ihun for n-H~p;111nle Cffl ll X. Thesc rCSlllts ind ientc a diffe r
cnce bclwecn laurinc and D-~sparlate effl llx rcgarding Ihe 
impo rlann' of Ca2+-/PI3 K. as wdl ¡¡S a diffcre nce bclwe-en 
cultured aSlrocylcs and fib roblasls regarding lite impor
I¡¡ncc 0 1' Ihe th rombin Iransacl ivaliOll of Ihe EUFK/src 
p~lI hw"y. which in il ~lrocylc~ is clCildy lowc r Ilwn in 
fibrobla sl~. The rcasoll for Ihi s differcnce is so far unclcar 
hut ma)' he dlle cilhcr 10 cell diffcrences or lO,} lower 
cxprcss ion of EUFR in H\lrocylCS ni 15 day~ in vilro. lIS 
llscd in lit is sllIdy, sinec il is known Iltal EGFR expression 
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H g. (, "ffecIs 01" EG FI< and C-~rc plJOsphoryblion blocbde 0 11 (a) 
JH _o-a~ lxmme and (h) J H_1aur ine eftl ux dic il ed by hYllOslllolaril)' 
plu, Ihromb ill (HT). ill lT lb prdrc~ l l..J wilh AG1478 (lO IlM, 
JO tIli n) ur wilh PP2 (10 ~M. 30 IIli n). Bars rcprcscntllcl n:ka~c ", in 
Fig. 2. MCJns ± SE of 3 8 cxperimCnlS. Significa nll y diffcrelll frOlll 
Ihe comrol (HT) condilion. +p < 0.05 
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11 ----.- HTEGT/I,. AM 

........ IffWORl 
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rij!. 7 ¡\ddili \'c inhibilOry cffccIs of simullJneou, blockade of rh e 
Ca~· -dcpendcn l. PJ3 K and EGFR l"llhways 0 1\ ' H-Iull rine Cffl ll X. OH_ 
IJu ri nc cffl ll x in ce ll s Slimub lcd wi lh liT (O), tremed wi lh EGT,\ 
A"'I (25 " M) in ex!crna l Ca"-frce med ium (.6.), won m:mnin 
(2~ ,, ~1 . I h) (t.) ""d AG1 4711 ( ID )IM, JO min) (_ J. or Ihe !hree 
condili",,, .itnlll laneously (O). lhrs repre>enl nel °H_tamine releJ>e 
as in Fig. 2. Means ± SE uf 3---1l expt'r illwllIs. Sig ll ilit antly d i ffe'~nl 

r"'lll HT. *P < 0.05 

is redllcc¡J in diffcrc lll imed aSlrocyles [30 1. SllIdics on olhcr 
ccll typcs as \\'cll as a sludy in aSlroc)' l e~ al carlier slagcs of 
in virm IhffcTCnl im ion ml1y contri hlllc 10 cll1rify ¡hese 
points. 

i;) Springcr 
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A si gnificanl conlribulion of PI3 K in Ihe Ihrombin 

increased hyposmolic efllux of o-aSpaTl ale and laurine 

effl ux was found in Ihe prcscnt sllldy. T he p:mic ipalion of 

PI3K mig lll resul l from Ihnnnhin/EGFR Iran"ICli v,ll ion, ill 

lum influe llcing PI3K. T his i .~ nOI s upported Ihough. hy Ihe 

re lalive ly minor influence of Ihe EGFR/src pathway 011 

o-a SpaTlale and lallline tl uxes. lo\\"cr Ihan Ihal of P13 K. as 

\\"cll a~ by Ihe add ilivc conlriblllion of Ihe PI3 K and Ihe 

EGFRlsrc palhways here de molls lraled. Anolher possihle 

llIech,lIl islll of PI3K aCliva liOIl is Ihrough Ihe Ih su buni ls of 

Ihe G-prOlein eoupled 10 Ihe PAR rcCCplOr. T his possihilily 

rcmaim 10 be invesl igaled. 

II is worlhy [O nOlice Iha! Ihe inCTease in taurine ,ll1d 

g lll la malc e ftl ux e lic iled hy Ihrombi n as well as by (flher 

G PCR agon i,ts occurs e~~enlially IhrOllgh Ihe VO lllIllC

scnsilivc o rganic osmolyle cfflux pathway. being CSSCII 

liall), al>olishcd by blockcN of Ihis palhway. 
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BRAIN VOLUME REGULATION: OSMOLYTES ANO AQUAPORIN 
PERSPECTIVES 

H. PASANTES-MORALES' ANO S. CRUZ-RANGEL 

División de Neurociencias, Instituto de Fisiología Celular, Universidad 
Nacional Autónoma de México, Mé xico City 04510. México 

Abstract-Cerebral water control is critical to maintain neu
ronal excitability. and to prevent injuries derived from brain 
swelling or shrinkage. The ¡"fluence of aquaporins (AQPs) in 
the balance of water distribution between intracranial com
partments is getting rnuch experimental support. The impor
tance of AQPs in fluid clearance during vasogenic brain 
edema seems well established but their role in cytotoxic 
swelling and in brain cell shrinkage is not known in detail. 
The main AQPs function as water channels anticipates their 
influence on cell volume changes as well as on the mecha
nisms of volume recovery, which include notably the os· 
molyte translocation across the cell membrane. Osmolyte 
fluxes permit the reestablishment of an osmotic balance and 
volume recovery in anisosmotic-elicited cell volume 
changes, but are also causal factors per se of brain cell 
swelling or shrinkage in pathological situations. This review 
aims to inform on the so far described functional interactions 
between AQPs and osmolyte fluxes and their volume-sensi
tive pathways. It also points to the coinciden ce of AQPs and 
activation of osmolyte fluxes in physiological and patholog
ical conditions and to the importance of finding possible 
functionallinks between these two events, thus enlarging the 
possibilities via AQP manipulations, to prevent the adverse 
consequences of cell volume changes in brain. © 2010 ISRO. 
Published by Elsevier Ud. AII rights reserved. 
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The maintenance 01 a constant volume is critical lor cell 
homeostasis. Even small changes in cell water content 
may affeet the coneentratian af malecules invalved in signal
ing cascades and modify the intracellular and cell-to-cell com
munication. The complex architecture 01 intracellular com
partments is also disturbed by uncontrolled changes in water 
cantent, with adverse consequences tar funetianal maleeule 
interactions. The hydration state 01 the cytoplasmic gel is 
another important lactor to be considered. It is then antici
pated that basic mechanisms lor volume regulation have 
been preserved in essentially all animal cells. 

Changes in cell volume occur in both physiological and 
pathological conditions. In terrestrial species , the osmolar
ity 01 extracellular fiuids is highly controlled by renal sys
tems, but pathological states compromise the systemic 
osmolarity or the distribution 01 osmotically active solutes. 
In physiological conditions, the intracellular volume is con
tinuously affected by local and transient osmotic microgra
dients generated by nutrient uptake, synaptic lunction, 
secretion, cytoskeletal remodeling , among others (Lang et 
al. , 1998; Wehner et al. , 2003; Hoffmann et al. , 2009). 

Cell volume perturbation is a challenge lor cells in all 
animal organs, but has particularty dramatic consequences in 
brain. Brain volume increase is restricted by the rigid skull 
and as tissue expansian aecurs, the eanstraining and 
eventual rupture af vaseulature generates isehemie and 
hemorrhagic stroke. Excitotoxicity and neuronal death in 
the perilocal area spreads the injury. In extreme condi 
tians, caudal herniatian at the brain parenehyma interferes 
with brain stem nuciei, with high risk 01 mortality by respi
ratory and cardiac arrest (Kimelberg , 1995; Simard et al. , 
2007). Swelling also affects brain excitability, generating 
seizure states or increasing seizure susceptibility (Andrew 
et al. , 1989; Andrew, 1991 ). 

Brain edema has been classified as vasogenic, when 
is caused by the blood barrier disruption, or cytotoxic when 
results Irom a pathological condition without rupture 01 the 
blood-brain barrier (Klatzo, 1994). In most pathologies, 
one type 01 edema gradually results in the development 01 
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the other type. In this review about osmolytes and AOPs 
will locus on cytotoxic swelling 01 the type developed in 
hyponatremia, epilepsy, ischemia, and in head and spinal 
cord trauma. These are multilactorial pathologies with a 
number 01 common events , many 01 them being swell ing 
effectors. Energy lailure, depolarization, high extracellular 
K+ levels, extracellular glutamate rise, lactacidosis, oxida
tive stress, membrane damage and ion overload , all con
cur in these pathologies to end up in cell swelling. 

Since the early work 01 Manley et al. (2000) the role 
played by AOPs in pathological brain swelling has received 
much attention (rev. in Amiry-Moghaddam and Ottersen, 
2003; Papadopoulos and Verkman, 2007; Tait et al. , 2008; 
Verkman, 2009; Zador et al. , 2009). AOP subtypes lound 
in brain and spinal cord are AOP4, AOP1 and AOP9. 
AOP4 is the principal AOP in brain and is lound predom
inantly in astrocytes, at the endleet processes at the 
perivascular space, glia limitans and subependimal astro
cytes (Venero et al. , 2001 ; Badault et al. , 2002). It is 
expressed also in astrocytes 01 other brain regions, notably 
at those related with osmotic control such as the hypotha
lamic magnocellular nuclei and the sublornical organ 
(Nielsen et al. , 1997). AOP9 is expressed in brain colocal
ized with AOP4 at the astrocyte endleet and in Bergmann 
glia (Venero et al. , 2001 ; Badault et al. , 2002). AOP1 is 
expressed in the apical membrane 01 the choroid plexus 
epithelium, and in ganglionar sensory neurons. AOP-3, -5 
and -8 are lound in the pirilorm cortex, hypothalamus, 
globus pall idus and choroid plexus (Yang et al. , 2009). 
AOP6 and AOP7 are expressed in mouse cortical neurons. 
The express ion 01 AOPs in spinal cord wi ll be addressed in 
detail in other contributions 01 this issue. Astrocytes are the 
cells prelerentially committed in water balance within the 
brain compartments, a lunction linked to their role protect
ing neurons and neuronal contacts Irom external adverse 
effects (Walz, 1989; Nase et al. , 2008). Astrocytes are 
therelore, the anticipated targets lor AOP influence, par
ticularly AOP4, in physiological and pathological condi
tions. Due to the lack 01 AOP4 inhibitors, our knowledge 
about the role 01 this molecule in brain edema and astro
cyte swell ing relies on the pattern and consequences 01 
brain cell swelling in AOP4-delective animals generated by 
genetic deletions. AOP4-null mice as well as mice with 
disrupted dystrophin-a-syntrophin complex leading to dys
lunctional AOP4 (Manley et al. , 2000; Vajda et al. , 2002; 
Amiry-Moghaddam and Ottersen, 2003) have been potent 
tools to investigate the role 01 this AOP in brain swelling . 
Though, results obtained Irom these genetically intervened 
animals should be taken with caution until the specificity 01 
the genetic disruption is well established. 

OSMOL YTES IN BRAIN CELLS 

Brain water is distributed between blood, cerebrospinal 
fluid , interstitial and intracellular compartments and moves 
across these compartments lollowing differences in os
motic and hydrostatic pressures. Water fluxes across the 
cell membrane occur lollowing the water potential , which 
depends on the solute concentration at the two compart-

Table 1. Brain organic osmolyte content (mM) 

Osmolyte Rat brain 

Glutamale 10-15.4 
Glutamine 3.4-5.1 
Taurine 4.2-7.1 
Glycine 0.9-2.0 
Aspartate 1.2-3.5 
GASA 1.1 - 3.0 
Alanine 1.0-3.0 
N-Acetylaspartate 7.5-10 
Myo-inositol 3.3--5.8 
Creatine/PCr 6.6-9.7 
GPC 1.0-1.2 
Betaine 0.5-0.8 
Sorbitol 0.01 
Urea 1.2- 3.7 
PEA 1.6-2.1 

Human brain 

7.5-9.5 
5.0-5.9 
1.5-2.1 

0.66-2.4 
0.76-2.4 
0.76-.96 

1.1-1 .8 
8.6-8.9 
6.5-9.0 
7.4-8.4 

Results are from Perry el al. , 1971 ; Mellon el al. , 1987; Lien el al. , 
1991 ; Verbalis and Gullans. 1991 ; Sterns el al. , 1993; Videen el al. , 
1995; Seidl el al ., 2001; Soupart el al. 2002; Massieu el al. , 2004; 
Restuccia el aL , 2004. 

ments separated by the membrane. With no significant 
changes in hydrostatic pressure gradients, water move
ment depends largely on the osmotic gradients, which are 
created by the osmolyte concentration at the extracellular 
and intracellular compartments. In principie, all cytosolic 
Iree solutes participate, but to make a substantial contri
bution to volume changes in the whole cell , they should be 
present in high concentrations. When volume changes 
occur in intracellular compartments 01 small size, this re
quirement may not be so strict. Osmolytes in animal cel ls 
including brain cells, are the electrolytes present in high 
levels at the cytosol and extracellu lar fluids, i.e. Na+, K+ 
and el - , and small organic molecules 01 heterogeneous 
structure: amino acids and derivatives (taurine, glutamate, 
glycine, GABA and N-acetylaspartate), polyalcohols (myo
inositol and sorbitol) and amines (glycerophosphoryl 
choline, betaine , creatine/P-creatine and phosphoethano
lamine) (Lang et al. , 1998). In most species, organic os
molytes showing the largest concentration in brain are 
glutamate, myo-inositol , creatine, taurine and N-acetylas
partate, accounting by about 80% 01 the total pool 01 
osmolytes (Perry et al. , 1971 ; Lien et al. , 1991 ; Verbalis 
and Gullans, 1991 ; Sterns et al. , 1993; Soupart et al. , 
2002). Glutamate is consistently lound at the highest levels 
(Table 1). Taurine is present in high concentration in ro
dents but its levels are low in species with poor abi lity lor 
synthesis, like cat and human (Perry et al. , 1971 ; Videen et 
al. , 1995; Seidl et al. , 2001 ; Restuccia et al. , 2004). 

Large changes in electrolyte content generate adverse 
effects either inside the cell by disturbing the structure 01 
macromolecules or at the extracellular space, particularly 
in brain cells, due to their critical role in neuronal excitabil
ity. Organic osmolytes, in contrast, are compatible mole
cules, affecting neither metabolic nor lunctional cell condi
tions. Thus, in the long term , organic osmolytes tend to 
replace electrolytes. In the central nervous system, how
ever, amino acids su eh as glutamate, GABA and glycine 
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have a dual role as osmolytes and neurotransmitters and 
their translocation may disturb brain excitability and syn
aptic transmission. One 01 the most compatible osmolyte is 
taurine, since it is metabolically inert, and exhibi ts only 
weak synaptic interactions (Pasantes-Morales and Sc
housboe, 1997; Albrecht and Schousboe, 2005). 

OSMOL YTES, AQPs ANO CYTOTOXIC SWELLlNG 

Hyposmot ic swelling 

Reductions in plasma osmolarity drive water fluxes into 
brain tissue lollowing the osmotic gradients. Srain cells 
initially behave as perfect osmometers and swell, but im
mediately after, the 1055 01 solutes Irom the intracellular 
and extracellular fluid spaces, provides the driving lorce lor 
water fluxes and volume restoration . Volume recovery has 
been studied in the brain in vivo (Melton et al., 1987), in 
cultured astrocytes and neurons as well as in glial and 
neuronal cell lines (rev in Pasantes-Morales, 1996). The 
early brain response to an acute hyposmotic condition is 
the last mobilization 01 the most abundant electrolytes, 
Na+, K+ and CI - (Melton et al. , 1987). Net ionic loss is 
maximal after 3 h 01 water inlusion, and thereafter the rate 
01 decrease is slowed (Fig . 1). At this time , extrusion 01 
organic osmolytes, mainly glutamate, glutamine, taurine , 
creatine and myo-inositol accomplish the long-term adap
tation 01 brain cells (Melton et al. , 1987). The organic 
osmolyte brain content is reduced by 50% in average. Only 
taurine levels continue decreasing until nearly depletion 01 
the brain pool (Verbalis and Gullans, 1991) (Fig. 1). In the 
human brain, myo-inositol is the main contributor to vol
ume control in hyponatremia (Videen et al., 1995). Sterns 
et al. (1993) estimated in 11 % the increase in brain water 
without the contribution 01 organic osmolytes. This is a 
condition generating neurological damage, seizures and 
risk 01 mortality. The contribution 01 organic osmolytes 
limits water increase to less than 5%, thus preventing 
neurological deterioration. As result 01 this long-term ad
aptation to chronic hypotonicity, brain intracellular osmo
larity decreases, tending to reach an equilibrium with the 
external hyposmotic environment. When plasma osmolar
ity is returned to normal, this condition is sen sed as hyper
osmotic by brain cells, which dehydrate and shrink, until 
new volume recovery mechanisms activate. Fast osmolar
ity corrections induce severe cell shrinkage, leading to 
neurological deterioration and serious clinical injury (Lien, 
1995; Sterns and Silver, 2006). 

The osmolyte content reduction in hyponatremia is 
mirrored by an increase in osmolyte effiux, observed 
in vivo in dial isa tes or superfusates, in brain slices and in 
cultured cells (Estevez et al., 1999). Manyfold increases in 
osmolyte effiux are consisten ti Y lound, with taurine show
ing the largest efflux (9-22-lold) and the lowest osmolarity 
threshold (Wade et al., 1988; Solis et al., 1998). This could 
reflect a higher efficiency 01 the taurine efflux pathway or 
more availability 01 taurine pools lor release than those 01 
amino acids involved in other functions, such as neuro
transmitters or metabolic elements. 
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Fig. 1. Time course of rat brain content of osmolytes in experimental 
hyponatremia. (A) Changes in K+ and CI - levels and (B) major organic 
osmolytes. Data obtained or recalculated from Melton et al. (19B7); 
Lien et al. (1991); Verbalis and Gullans (1991); Soupart et al. (2002); 
Massieu et al. (2004). Electrolyte concentrations in rat brain (mmollkg 
water): Na+ 56-62; K+ 121-1 36; e l 42-62 (Uen et al ., 1991 ; Sterns 
et al. , 1993) mmollkg dry brain weight: Na+ 215-293; K+ 470-472; 
CI- 149- 153 (Melton et al. , 19B7; Verbalis and Gullans, 1991 ). Or
ganic osmolyte concentration in rat brain as in Table 1. 

The osmosensitive efflux 01 electrolytes and organic 
osmolytes during acute or chronic hyponatremia is accom
plished largely by solute extrusion rather than by molecular 
synthesis or degradation. Osmolyte efflux pathways have 
been characterized in cultured astrocytes and neurons, 
neuroblastoma and glioma cell lines and in snail neurons. 
K+ and CI - permeate through specific channels or to a 
lesser extent, are carried by electroneutral cotransporters. 
Organic osmolytes move through energy-independent lea k 
pathways. The swelling-activated CI- channel (CI - , wel1) 

shows remarkably similar properties in a variety 01 cell 
types, including brain cells (Jackson and Strange, 1995; 
Okada, 1997; Crépel et al. , 1998; Patel et al., 1998; Olson 
et al., 2004; Inoue et al., 2005). CI - , we l1 are typically out
ward rectifiers with intermediate unitary conductance. 
CI - , we l1 is highly selective to anions, and its large pore 
diameter 01 about 1.1 nM, permits the passage 01 large 
anions such as gluconate, benzoate and glutamate. Acti
vation 01 CI - ,wel1 requires ATP, but not its hydrolysis (Jack-
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son et al., 1996). The general CI - channel blockers DIDS, 
9-AC, NPPB, DDF, and nifiumic acid inhibit CI - swell . Phlor
etin and DCPIB are described as specific CI- sw ell blockers. 
A variety 01 CI - channels have been cloned and some are 
activated by swelling, but non e 01 them exhibit the leatures 
characteristic 01 CI - swell ' and therelore, the molecular 
identity af Cl - $we ll remains so far unknown. In contras! to 
the similar leatures 01 CI- swell in different types 01 cells, a 
variety 01 K+ channels participate in cell volume regulation 
(Wehner, 2006). These channels may have other lunctions 
in the cell , but activate in response to signals concurrent 
with swelling , such as depolarization and [Ca2 +]; rise. The 
large-conductance-Ca2+ activated K+ channels respond 
to small osmolarity changes in glioma C6 cells (Ordaz et 
al. , 2004). K+ channels directly gated by swelling have 
been described in Ehrlich ascites cells, but have not been 
yet described in brain cells (Niemeyer et al. , 2002). The 
electroneutral cotransporters KCC-1 and KCC-3, present 
in glial cells, participate in volume regulation though their 
quantitative contribution is unclear (Ernest et al. , 2005; 
Gagnon et al. , 2007; Ringel and Plesnila , 2008; Taouil and 
Hannaert, 1999). 

The hyposmotic eftux 01 taurine, glutamate and myo
inositol lrom brain cells occurs via a bidirectional lea k 
pathway with net solute movement driven by the concen
tration gradient (Junankar and Kirk, 2000; Shennan, 2008). 
Remarkably, organic osmolyte fiuxes are greatly reduced 
by CI - swell blockers. This raised the possibility 01 a com
mon pathway lor CI - and organic osmolytes, a suggestion 
supported by electrophysiological studies in astrocytes 
and C6 glioma cells showing permeation through CI - swe ll 

01 glutamate and taurine in anion lorm (Roy, 1994). AI
though this is indicative 01 a size pore sufficiently large to 
permeate the amino acids, taurine has no net charge in 
physiological conditions, and only a small amount il any, 
could permeate via CI - swell" There Is evidence contradict
ing the hypothesis 01 the shared pathway (Stutzin et al. , 
1999). Other candidates lor permeation 01 osmolyte amino 
acids, particularly taurine are the anion exchanger (band 3) 
in fish erythrocytes and the phospholemman (Shennan, 
2008) an homomeric channel with binding sites lor cations 
and anions within the pore, allowing the passage 01 zwit
terionic molecules, such as amino acids. It is still undefined 
whether organic osmolytes all move through a common 
pathway or via different pathways sharing properties such 
as the sensitivity to CI - channel blockers. Marked differ
ences are lound between glutamate and taurine osmosen
sitive fiuxes Irom rat brain cortex (Haskew-Layton et al. , 
2008) suggesting either two different origins (neurons or 
astrocytes) or two different pathways lor the two amino 
acids. 

The involvement 01 AOPs in hypotonic brain edema 
seems well established. A pronounced and rapid increase 
in AQP4 immunoreactivity is observed in brain af mice with 
systemic hyponatremia (Vajda et al. , 2000). There is no 
increase in AOP4 mRNA suggesting that secondary con
lormational modifications 01 the AOP4 protein enhance 
antibody binding. Direct evidence on the role 01 AOP4 in 
hypotonicity-induced brain edema ca me Irom in vivo stud-

ies in AOP4-null mice. Afler acute water intoxication, 
AOP - I - mice showed reduced brain water content, and a 
marked decrease 01 swelling 01 pericapillar astrocytic loot 
process (Manley et al., 2000) in addition . AOP4-delective 
mice respond to this toxic hyposmolarity by better neuro
logical outcome and less mortality compared to the wild
type mice (Manley et al. , 2000). Similar to findings in the 
AOP4 - 1- mice, in dystrophin- or a-syntrophin-null mice, the 
onset 01 brain edema and mortality induced by acute hypo
natremia are significantly delayed (Amiry-Moghaddam et al. , 
2004; Vajda et al. , 2002). Consistent with these observations, 
transgenic mice with AOP4 overexpression showed an ac
celerated progression 01 cytotoxic brain swelling, and a 
marked increase in intracranial pressure up to fatal levels 
(Yang et al. , 2008). 

Astrocytes in culture retain the lunctional expression 01 
AOP4, which even when loosing the polarization observed 
in vivo, redistributes throughout the astrocyte cell mem
brane, and preserves its physiological ability lor water 
transport (Nicchia et al. , 2000). AOP4-delective cultured 
astrocytes can be obtained either lrom the brain 01 AOP4-
null mice or by AOP4 gene silencing via siRNA. Hyposmo
larity-exposed cultured astrocytes lrom AOP - I - mice, 
show a dramatic reduction af over seven-fold in osmotic 
water permeability compared with astrocytes lrom the wild
type mice (Solenov et al. , 2004). Also rat cultured astro
cytes with AOP4 suppressed by siRNA show decreased 
water permeability (Nicchia et al. , 2003). These cells show, 
in addition , marked changes in cell shape, not observed in 
AOP4-null mice astrocytes. Reduced os moti e water per
meability is also lound in membrane vesicles and brain 
slices obtained lrom AOP4-delective mice (Verkman, 
2006). There is notably lack 01 inlormation in general and 
particularly on brain cells 01 how AOPs participate in vol
ume regulation afler hyposmotic swelling. Studies in aci
nary cells reported the concerted action 01 TRPV4 and 
AOP5 on volume regulation (Liu et al. , 2006) and in cortical 
collecting duct cell lines, AOP2 increases volume regula
tion (Ford et al. , 2005), but to our knowledge , this has not 
been yet examined in astrocytes, where a role lor AOP4 in 
the regulatory volume decrease would be anticipated. A 
recent report shows no differences between AOP4-delec
ti ve and the wild-type mice, regarding brain and ventricle 
sizes , cerebral cortical density 01 neurons, astrocytes or 
oligodendrocytes. The microvasculature around astrocyte 
loot processes showed no sign 01 edema in the AOP4-
delective brain (Saadoun et al. , 2009) Also, similar mor
phology is lound in astrocytes obtained lrom AOP4-delec
ti ve and wild-type mice (Manley et al. , 2004). This may 
suggest that AOPs are delense mechanisms lacing large 
volume changes as occurring in pathological conditions 
Cultured astrocytes and neurons have a volume regulatory 
mechanism called isovolumetric regulation (Tuz et al. , 
2001; Ordaz et al., 2004). In most studies on volume 
regulation , cells are exposed to abrupt and large de
creases in external osmolarity that, although uselul lor 
understanding some basic lea tu res 01 volume regulation, 
only rarely occur, even in pathological situations. When 
changes in osmolarity are small and gradual (Iess than 2 
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mOsm/ml) , cells do no! show volume changes. This is no! 
equivalen! !o absence 01 swelling, bu! represent an active 
mechanism 01 volume adjustment accomplished by os
molytes and pathways similar to those 01 the typical vol
ume regulatory decrease. It would be interesting to explore 
the role 01 AQPs in this more physiological approach 01 
volume regulation. 

Increased water permeability and cell water content 
induce activation 01 osmolyte fiuxes as an adaptive mech
anism to swelling. This anticipates a reciprocal infiuence 
between AQPs and the channels or transporters in charge 
01 osmolyte translocation since water fiuxes lollow water 
potential, which in turn depends on osmotic gradients. The 
link between AQP and osmolyte efflux pathway could be 
established by the cell volume sensors and the osmotrans
duction signaling chains, or directly by a lunctional cou
pling 01 AQPs and channels/transporters. There are so me 
examples 01 this lunctional coupling. (1) In rat cortical 
astrocytes, downregulation 01 AQP4 by siRNA decreases 
the volume-sensitive CI- current elicited by hyposmolarity. 
This effect, interestingly, is restored by increasing cytosolic 
ATP (Benlenati et al. , 2007). These AQP-delective astro
cytes showed downregulation 01 CIC-2 , but this is not 
involved in the volume-sensitive CI - current (Benlenati et 
al. , 2007). Whether these coincident findings are relevant 
to volume regulation remains to be established. (2) Colo
calization 01 AQP4, CIC-2 and the electroneutral cotrans
porter KCC1 is lound in a glioma cell line (D54-MG cell 
line) stably translected with AQP4 (McCoy et al. , 2009). (3) 
A rat glioma cellline expressing AQP1 showed water infiux 
restriction regulated by the external CI- concentration and 
infiuenced by AQP1. Treatment with HgCI2 , which blocks 
AQP1 , markedly increases cel! volume in isosmotic condi
tions, and prevents the hyposmotic swelling (Rouzaire
Dubois et al. , 2009). How general is this lunctional link 
between CI - and AQPs and whether it is expressed in vivo 
is sti ll unexplored. A study on taurine distribution in differ
en! sections 01 the renal tubule showed a high correspon
dence between taurine presence and the water fiuxing 
capacity 01 cells. Moreover, immunoreactive studies using 
double-Iabeling with antisera lor taurine and AQP1 , 
showed a correspondence between AQP1 expression and 
high taurine levels (Amiry-Moghaddam et al., 1996). A 
similar study in brain regions searching lor taurine/gluta
mate and AQP4 colocalization would be 01 interes!. 

Swelling, AQPs and brain excitability 

The infiuence 01 swelling on brain excitability has been 
known since the early observations about seizure occur
rence in acute hyponatremia, and increased susceptibility 
to seizures in chronic hyponatremia or psychotic polydipsia 
(Andrew, 1991 ). At cellu lar level , hyposmotic swelling 
evokes epileptilorm activity in hippocampal CA3 and in 
neocortical pyramidal neurons (Saly and Andrew, 1993). 
Hyposmotic swelling also affects synaptic transmission , 
increasing the amplitude 01 excitatory postsynaptic poten
tials (Chebabo et al. , 1995) either by rising synaptic gluta
mate efflux (Tuz et al., 2004) or/and by restricting neuro
transmitter diffusion. Alternatively or in addition , swelling 

may affect neuronal excitabili!y via non-synaptic mecha
nisms enhancing ephaptic interactions when swelling re
duces the extracellular space size (Schwartzkroin et al. , 
1998). This interpretation is in line with the effect dissoci
ating synchronization 01 epileptilorm activity by reducing 
CI- infiux and astrocyte swelling (Hochman et al. , 1995). 
There is a controversy on whether swelling or hyposmo
larity is the causal lactar 01 hyperexcitability. Likely, both 
lactors contribute by different mechanisms to the genera
tion 01 the hyperexcitable condition (Caspi et al. , 2009; 
Broberg et al. , 2008). 

Swelling and brain excitability is modulated by AQP4 in 
vivo. AQP4 - / - mice treated with convulsant agents 
shows reduced seizure susceptibility but prolonged sei
zure duration, in comparison to the wild-type mice (Binder 
et al. , 2006; Hsu et al., 2007). Similarly, a-synthrofin-defi
cient mice show more severe seizures than wild type an
imals (Amiry-Moghaddam et al., 2003). This difference has 
been linked to a deficit in K+ homeostasis, particularly to 
K+ clearance in animals with mislocalized or null AQP4 
activity. The increased neuronal firing during seizures in
creases markedly the extracellular K+ levels, which are 
then regulated by clearance and spatial buffering in astro
cytes. II this process is impaired or exceeded, recovery 01 
normal brain excitability is disturbed. The possibility 01 
delective K+ clearance in the AQP4-null animals is based 
on the delay observed in both rise and decay 01 extracel
lular K+ in electrically-stimulated brain cortex 01 AQP4 - / 
campa red to the AQP + /+ mice (Binder et al. , 2006; Hsu et 
al. , 2007). K+ buffering deficit is also lound in hippocampal 
si ices Irom a-syntrophin-deficient mice (Amiry-Moghaddam 
et al. , 2003). The mechanisms lor this deficit in K+ clear
ance are still unclear but may involve the glial inwardly
rectifying K+ channels or/and an altered extracellular 
space size. The inwardly-rectifying Kir4.1 K+ channel is 
considered a main pathway lor K+ uptake by astrocytes 
(Koluji and Newman, 2004) and there is evidence suggest
ing its association with AQP4 in glial cells. However, a 
recent study showed that neither the express ion nor the 
physiological properties 01 the channel are altered in brain 
glial cells lrom AQP - / - mice (Zhang and Verkman , 2008). 
The electroneutral cotransporter NKCC is also prominently 
involved in K+ clearance. AQP4 may be colocalized and 
possibly lunctionally coupled to this transporter as it is to 
KCC1 (McCoy et al. , 2009). The expanded extracellular 
space in the brain 01 AQP-delective mice (Binder et al. , 
2004b) may also account lar these changes in K+ dynam
ics affecting excitability. An expanded extracellular space 
dilutes K+ in a larger aqueous vOlume, slowing changes in 
K+ concentration and delaying uptake and clearance. 
These effects may provide an explanation to the higher 
threshold and prolonged duration 01 seizures observed in 
the AQP4-delective animals (Binder et al. , 2004a; 2006; 
Hsu et al. , 2007). 

High extracellular K+ consistently elicits the efflux 01 
amino acids and other osmolytes in vivo and in vitro (Pas
antes-Morales and Schousboe, 1989; Rutledge and Kimel
berg, 1996; Saransaari and Oja, 1999). Aspartate, gluta
mate, GABA, and taurine are those showing the largest 
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increases, ranging 4- 12-lold over the basal efflux (Molch
anova et al. , 2004). In line with the role 01 AOPs on brain 
water homeostasis, modulation by AOPs 01 the swelling
dependent Iraction 01 K+ -elicited amino acid efflux is an
ticipated. Inlormation on this subject is so lar incipien!. A 
recent report in vivo confirms the K+ -induced efflux of 
glutamate, aspartate, GASA and taurine Irom mice stria
tum , and describes a marked increase in K+ -stimulated 
release 01 all amino acids in the AOP- / - mice (Ding et al. , 
2007). This increased efflux is consistent with the AOP4-
related deficit in K+ clearance, aboye discussed, which by 
maintaining high K+ concentration at the extracellular 
space sustains the increase in amino acid efflux observed 
in the AOP-delective mice. Glutamate efflux in turn , con
tributes to lurther depolarization and high external K+ lev
els, thus triggering an autopropagated cascade 01 de po
larization and swelling. 

AQPs, osmolytes and ischemia 

Srain ischemic stroke is a condition consistently leading to 
cytotoxic swell ing 01 astrocytes. Interruption 01 glucose and 
oxygen supply by vascular occlusion and the resulting 
energy lailure dissipate the ionic transmembrane gradients 
and modifies their distribution at the intracellular/extracel
lular compartments. The net intracellular Na+ accumula
tion lollowed by CI - and osmotically driven water influx are 
the first elements 01 ischemic cytotoxic swelling. The high 
Na+ cell content in turn, depolarizes neurons and glia, 
increasing glutamate efflux and extracellular K+, to levels 
often up to 80 mM. At this point, K+ clearance and gluta
mate-driven water influx beco me additional causal lactors 
01 astrocyte swelling (Walz, 2000; Leis et al. , 2005; Kimel
berg, 2005). This ionic imbalance creates new osmotic 
gradients between the extracellular space and blood ves
seis, generating a transcapil lary flux 01 Na+, CI - , water 
and other molecules. Then, brain edema becomes evident 
(Simard et al. , 2007). As con sequen ce 01 all these events, 
extracel lu lar osmolyte levels increase manylold over 
basal, in all models 01 experimental ischemia, in vivo and in 
vitro, in brain si ices and in cultured astrocytes. Aspartate, 
glutamate, GASA, taurine, myo-inositol and phosphoeth
anolamine are those prelerentially released, as docu
mented in a multitude 01 reports (rev. in Phillis and 
O'Regan, 2003). A corresponding decrease in osmolyte 
brain levels reflects the magnitude 01 the efflux (Nonaka et 
al., 1998). Efflux 01 taurine, phosphoethanolamine and 
myo-inositol is predominantly caused by swelling (Phillis 
and O'Regan, 2003), whereas swell ing is not the only 
stimulus lar osmolytes su eh as GASA and glutamate which 
also serve as neurotransmitters. Depolarization and the 
transmembrane ion gradient dissipation elicit GASA and 
glutamate efflux, mediated by the carrier reverse operation 
or/and by synaptic vesicular release. Glutamate efflux has 
been examined in more detail sinee brain damage in isch
emia is strongly linked to neuronal death by excitotoxicity 
(Hazell, 2007; Mongin, 2007) and cell survival around the 
ischemic area , also depends on the control 01 extracellular 
glutamate levels and exci totoxicity prevention (Feustel et 
al. , 2004; Kimelberg , 2005; Kucheryavykh et al. , 2007; 

Mongin, 2007; Malarkey and Parpura, 2008). Whi le the 
swelling-induced release 01 glutamate may be detrimental 
lor brain cells , the efflux 01 other organic osmolytes, par
ticularly taurine , myo-inositol and creatine contribute to 
restrict the magnitude 01 swelling. Taurine in addition , may 
have protective elfects on cell membranes reducing Ca2 + 
influx and preventing ionic overload through deteriarated 
membranes (Pasantes-Morales et al. , 1985). 

AOPs, particularly AOP4, is a main pathway lor water 
accumulation in the ischemic brain. This was lirst pre
sumed by the increased expression 01 AOP4 in astrocytes 
endleet, coincident in time with early brain swelling in 
ischemia models in mice and rats (Taniguchi et al. , 2000; 
Meng et al. , 2004). Increased AOP4 expression was also 
lound in ischemic human brain (Aoki et al. , 2003). The 
conclusive evidence about the importance 01 AOP4 in 
ischemic edema came Irom studies in the AOP4-null mice. 
The early report by Manley et al. (2000) in a model 01 local 
ischemia, showed significantly lower brain hemisphere 
swelling, inlarct size and lesion volume in AOP4-delective 
mice as compared to the wild-type mice. AOP4-null ani
mals also exh ibited increased survival and better neuro
logical performance than the AOP4 + /+ mice (Manley et 
al. , 2000). Attenuated and delayed development 01 isch
emia-induced brain edema , were also found in a-syntro
phin-null or dystrophin-null mice with mislocalized AOP4. It 
is 01 interest to examine the ischemic-induced osmolyte 
efflux in these models 01 AOP4-delective animals but to 
our knowledge , such type 01 studies ha ve not yet been 
performed. Expression 01 AOP-3 -5 and -8 is lound in rat 
brain during permanent local ischemia, with a time course 
suggesting their involvement in edema generation (Yang 
et al. , 2009). 

As aboye mentioned, AOP4 is expressed in cultured 
astrocytes and AOP4-delective cells show a reduction in 
water permeability under hypotonicity, but the con se
quences 01 AOP deletion on water fluxes in models 01 
chemical ischemia have not been so lar examined. AOP4 
express ion in cultured astrocytes is enhanced in lactaci
dosis , a condition present in ischemia when , lacing im
paired oxidative phosphorylation , astrocytes activate the 
anaerobic glycol itic pathway to synthesize ATP while sti ll 
some glucose is available. Lactic acid is lormed during this 
process, resulting in astrocyte swelling by Na+, CI - and 
water accumulation via the coupled operation 01 Na+/H+ 
and CI- /HC03 - antiporters, and the H+ -monocarboxylate 
symporter. The increased AOP4 expression in lactacidosis 
is observed at the membrane surface, without changes in 
mRNA, suggesting redistribution or translational modifica
tians as mechanisms of AQP overexpression (Morishima 
et al. , 2008). Reduced lactacidosis-evoked swelling in 
AOP-delective animals is anticipated but remains to be 
demonstrated. 

Osmolytes in brain and spinal cord trauma 

Traumatic brain injury is a mast trequent situation resulting 
in cytotoxic brain edema, which is 01 decisive importance in 
the evolution 01 the pathology. Swelling occurs as conse
quence of interconnected mechanical and biochemical re-
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actions. Directly related to swelling is the post-traumatic 
widespread depolarization , which increases intracellular 
Na+ and CI - levels, elevates extracellular K+ and drives 
cell water influx. Transient sheer lorces derived lrom 
trauma mechanically delorm membranes and alters ion 
permeability also leading to intracellular water increase. II 
hemorrhagic episodes concur with trauma, as is often the 
case, the cascade 01 reactions characteristic 01 stroke is 
then triggered. An additional indirect mechanism 01 swell
ing after brain trauma is the hyponatremia evolving as 
consequence 01 a disturbed secretion 01 the antidiuretic 
hormone. AII these conditions are eventually increasing 
osmolyte fluxes, mainly lrom astrocytes as discussed be
lore. Large increases in glutamate and taurine levels are 
lound in the cerebrospinal fluid 01 rats and patients with 
traumatic brain edema, reflecting an enhanced efflux from 
the brain cells (Stover et al. , 1999; Yamamoto et al. , 1999; 
Stover and Unterberg, 2000; Qureshi et al. , 2003). Extra
cellular glutamate increases immediately after head 
trauma (Matsushita et al. , 2000). When this occurs, exci
totoxicity adds to other injuring lactors related to the phys
ical trauma, particularly since immediately after the lesion , 
there is a hyperactivation 01 N-methyl D-aspartate (NMDA) 
receptors. Although this is lollowed by receptor downregu
lation (Biegon et al. , 2004; Yaka et al., 2007), the chain 01 
adverse eflects, including swelling, has been set in motion. 

Traumatic injury has been extensively investigated in 
the spinal cord. As lor head trauma, spinal cord traumatic 
injury triggers a plethora 01 interrelated phenomena, in
cluding prominently edema. Occurrence 01 edema may 
aggravate the primary injury by increasing the extracellular 
levels 01 excitotoxic molecules su eh as glutamate. Trau
matic spinal cord injury elicits a marked increase in os
molyte amino acid release . Glutamate, GABA, glycine and 
taurine are those showing the most conspicuous increase 
in the extracellular space (Farooque et al. , 1996; McAdoo 
et al. , 1999), and correspondingly, amino acid tissue con
tent decreases (Demediuk et al. , 1989; Diaz-Ruiz et al. , 
2007). Interestingly, GABA, glycine and taurine tissue con
tent decrease is transient, but glutamate low levels persist 
during long time (Demediuk et al. , 1989). Thus, glutamate 
may contribute to aggravate the impact injury in spinal cord 
generating cytotoxic swelling and cell death by excitotox
icity (Liu et al., 1999). Taurine, in contrast, may have some 
protective actions 01 the injured tissue (Gupta et al. , 2006). 
An eflect 01 taurine reducing inflammatory responses has 
been recently reported (Nakajima et al., 2009). Recent 
studies in spinal cord astrocytes document a mechanism 
lor glutamate release by activation 01 the purinergic 
metabotropic receptor P2Y1 , via IP3-dependent Ca2+; rise 
and PKC. Glutamate release occurs through the volume
sensitive anion channel and is reduced by lurosemide, a 
blocker 01 the electro neutral cotransporter NKCC (Zeng et 
al. , 2008). This mechanism lor glutamate release is likely 
not operating in spinal cord trauma il ischemia concurs to 
the traumatic episode, due to the ATP restriction charac
teristic 01 the ischemic condition. As discussed in the next 
section , glutamate efllux is potentiated by ATP lrom swol
len cells in cortical astrocytes, via the P2Y2 receptor, but 

the mechanism is not active in isosmotic conditions (Mon
gin and Kimelberg , 2005). 

The AQPs subject around brain trauma and spinal cord 
injury is addressed in detail in other contributions 01 this 
issue. 

G protein coupled receptors, osmolyte fluxes and 
AQPs 

The sequence analysis 01 the AQP4 molecule revealed 
poten ti al phosphorylation sites lor PKA (Ser 111), PKC 
(Ser 180), CaMKII (Ser 111) and CKII (Ser 276, Ser 285) 
(Gunnarson et al. , 2004). Phosphorylation at Ser 180 and 
Ser 111 has opposite eflects on water permeability through 
AQP4, as phosphorylation 01 Ser 180 decreases and Ser 
111 increases water permeability (Yukutake and Yasui, 
2010). There is evidence 01 an influence 01 PKC on AQP4 
in glial cells. In glioma cells lrom the D54-MG line stably 
translected with AQP4, increasing PKC phosphorylates 
AQP4 , reducing water permeability and cell migration, 
while the opposite occurs upon PKC inhibition by eh el
erythrine. These eflects are mediated by phosphorylation 
01 the AQP4 Ser180 and are abolished by point mutation 01 
this residue (McCoy et al. , 2009). A study in vivo 01 local 
ischemia in rats also showed a decrease 01 AQP4 water 
permeability upon PKC activation by phorbol esters 
(Fazzina et al. , 2009). Phosphorylation can also mediate 
long term AQP4 regulation by PKC. In rat cultured astro
cytes, phorbol esters activation 01 PKC causes time and 
dose-dependent decreases in AQP4 mRNA (Nakahama et 
al. , 1999; Yamamoto et al. , 2001 ). In the same cells, 
thrombin inhibits AQP4 expression, an eflect mediated by 
PKC (Tang et al. , 2007). The influence 01 CaMKl1 in water 
permeability in cultured astrocytes is also documented in a 
model 01 lead-induced swelling which occurs by increased 
water permeability through AQP4, activated by CaMKII 
phosphorylation 01 Ser 111 (Gunnarson et al., 2005). 

The short-term control 01 water permeability via AQP4 
phosphorylation, pOints to a finely tuned adjustment 01 
water fluxes during swelling and volume regulation. It may 
also beco me a playing element in the well documented 
cross-talk between G-protein coupled receptors (GPCR), 
osmolyte fluxes and volume regulation lound in brain cells. 
Volume regulation in astrocytes and neurons elicited 
by hyposmotic swelling is essentially Ca2 + -independent 
(Pasantes-Morales and Morales Mulia, 2000), but it can be 
strongly influenced by activation 01 GPCR, which trigger 
most 01 the Ca2+ -related kinases having AQP4 as target. 
Large increases in the volume-sensitive f1uxes of organic 
osmolytes lrom brain cells are elicited by agonists 01 a 
variety 01 GPCR. Metabotropic purinergic, muscarinic, and 
protease receptors, all have this eflect enhancing osmo
sensitive osmolyte fluxes (rev. in Vázquez-Juárez et al. , 
2008; Fisher et al., 2008). Then, the set 01 kinases acti
vated by GPCR agonists may also contribute via AQP4, to 
modulate water fluxes in the direction required to restrict 
swelling and accomplish volume regulation. In hyposmotic 
conditions, water permeability could be regulated by the 
metabotropic purinergic receptors P2Y, via an autocrine 
A TP eflect. ATP is relea sed Irom astrocytes during hypos-
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Hyposmotic swelling and RVD 
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Fig. 2. Suggested reactions connecting AQP4, osmolytes and G pro
tein coupled receptors (GPCR) in astrocytes during hyposmotic swell
ing. Cel! volume increase induce the autocrine effiux of ATP which 
interacts with P2Y metabotropic purinergic receptors , and activates 
the set of signals leading to Ca2 + release from internal stores. The 
aclivated Ca2 

+ -dependent kinases PKC or CaMKII in turno interact 
with AQP4 vía serine residue phosphorylation, decreasing water per
meability if the PKC phoshorylates Ser180 or increasing water perme
ability when CaMKII phosphorylal es Ser1 11 . According lo Ihe predom
inance of Ihese palhways, and presumably al differenl temporal pat
lerns, AQP4 will provide a channel either to sustain swelling or lo 
permil water efflux and cell volume recovery. The two signaling path
ways involving PKC and CaMKII also potentiate organic osmolyte 
efflux and CI - exit via Cls_ u (see text). 

motic swelling and interacts with the purinergic metabo
tropic receptors, activating several Ca2 + -dependen! pro
tein kinase cascades including PKC and CaMKII (Mongin 
and Kimelberg , 2005). By these two signaling routes, ATP 
might modulate water permeability in astrocytes through 
AQP4 and act as a regulator 01 swelling and/or cell volume 
decrease (Fig . 2). Purinergic metabotropic receptors have 
an influence on osmolyte efflux pathways activated by 
hyposmotic swelling in astrocytes. The volume-activated 
CI - current is reduced by P2Y1 blockers (Darby et al. , 
2003) and the volume-sensitive glutamate and taurine el
flux is reduced by P2Y blockers (Mongin and Kimelberg, 
2005). Noteworthy, the purinergic receptor influence on 
CI - swell and glutamate and taurine efflux pathway is ob
served only when these pathways have already been ac
tivated by swelling. A more complex interplay between 
AQP-mediated water permeability and GPCR may occu r in 
pathologies such as ischemia or trauma, when glutamate 
levels ri se at the extracellular space. A recent study shows 
how glutamate or the 1 mGluR agonist DHPG increase 
water permeability in hippocampal slices and in astrocytes 
Irom neuron/astrocyte co-cultures in glial cells expressing 
AQP4 but not in AQP4-delective ce lis (Gunnarson et al. , 
2008). The 1 mGluR-activated signaling chain includes 
Ca2

+ release from intracellular stores, activation of Ca2
+ _ 

calmodulin kinase 11 , nitric oxide synthase, and protein 
kinase G. AQP4 is considered the molecular target 01 this 
signaling cascade , via a PKG-mediated phosphorylation at 
AQP4 serine 111. The ellect 01 1 mGluR on AQP4 seems 
to occur by increasing the channel permeability through a 

short term regulation via phosphorylation , without modify
ing the expression or traffi cking 01 the AQP (Gunnarson et 
al. , 2008). This and other interactions 01 AQPs with 
GPCRs involve a potential harm . The ellect 01 1 mGluR 
increasing AQP4 permeability contributes to the deleteri
ous effects of glutamate, as in ischemia or trauma, in this 
case exacerbating the edematous condition (Fig. 3) . The 
situation may be lurther complicated when other GPCR 
agonists such as thrombin, increase markedly in brain 
during hemorrhagic episodes resulting lrom head trauma 
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Fig. 3. Suggested interplay between osmolytes, AQP4 and GPCR in 
ischemic swelling in aslrocytes. (A) The high extracellular K-+ levels 
characteristic of ischemia activate the astrocytic K-+ clearance mech
anisms involving inwardly reclifying Kir channels (Kir4.1) and the elec
Ironeutral cotransporter NKCC. As consequence of this process, as
Irocytes accumulate waler, presumably via AQP4. Cell swelling as well 
as the ion transmembrane gradient dissipation enhance extracellular 
glutamale which may then interact with the metabotropic glutamate 
receptor 1 mGluR and activate a chain of evenls having intracellular 
Ca2+ rise as a key element in the activation of Ca2 + -dependent 
kinases PKC and CaMKII , which in turn , influence AQP4, with an 
apparent predominance of CaMKII. AQP4 5er111 phosphorylation, 
and increased water permeabil ity , contribute to ischemic edema. 
(B) The situation is aggravated when hemorrhagic episodes concur 
with ischemla, increaslng markedly braln thrombin levels. By the 
mechanlsm of lntracellular Ca2+ increase, thrombin potentlates gluta
mate efflux, thus provlding further activalion lo 1 mGluR, AQP4-medi
ated water lnflux and further swelling. An autopropagated chaln of 
edema effectors is then set in mollon. 
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or during ischemia-induced vessel ru pture . At short term , 
thrombin potentiates glutamate efflux Irom astrocytes in 
ischemic-like conditions (Vázquez-Juárez et al., 2009). 
This increased glutamate efflux might then activate the 
1 mGluR-AQP4 and aggravate brain edema (Fig. 3). Inter
estingly, activation 01 the ionotropic purinergic receptor 
P2X7 decreases AQP4 expression in cultured astrocytes , 
and in the whole brain in vivo in anoxic conditions (Lee et 
al., 2008). This downregulation is presumably occurring in 
ischemia and trauma, when ATP leaks lrom damaged 
cells, and may contribute to attenuate the cytotoxic swell
ing associated with these pathologies. The mechanism 01 
this interplay is as yet unelarified. AII these results showing 
AQP modulation by metabotropic receptors or other stimuli 
01 intracellular signaling chains, extends the number 01 
possible targets lor therapeutic strategies devised to atten
uate ischemic and traumatic damage to neurons and as
trocytes derived lrom uncontrolled edema. 

Osmolytes, volume changes and AQPs in apoptosis 
and necrosis 

Changes in cell volume are key morphological traits to 
distinguish between necrotic and apoptotic death. Swelling 
is characteristic 01 necrotic death and contributes directly 
to propagate the chain 01 deleterious events ultimately 
leading to cell death. Neuronal apoptotic death is part 01 
the physiological process to configurate the successlul 
routes and connections during brain developmen!. In the 
mature brain, apoptotic death is related to the course 01 
chronic and acute neuropathologies, ineluding notably 
brain and spinal cord trauma. Cell shrinkage is a hallmark 
01 apoptotic death, and is considered as part 01 the apo
ptotic signaling chain. Therelore, apoptosis and necrosis 
are cell events in which AQP are playing a critical role. 

Necrotic death in brain cells occurs as consequence 01 
accidental situations, associated with pathologies. Head 
trauma and spinal card injury are among the most common 
situations leading to necrotic cell death, together with isch
emic episodes derived Irom various pathologies. The chain 
01 deleterious events leading to cell swelling in necrosis 
has been aboye described in the cytotoxic swelling sec
tion . Summarized , the compression, obstruction or rupture 
01 blood vessels derives in insu!ficient glucose and oxygen 
supply leading to energy lailure, reduction in ATP synthe
sis, impairment in Na+/K+ and Ca2+ ATPases, extracellu
lar K+ and glutamate elevation , intracellular Ca;2+ rise by 
inefficient buffering , nitroxidative stress and membrane li
poperoxidation. Then, the uncontrolled Na+, K+ and CI 
accumulation is the final cause 01 necrotic cell swelling , 
while lurther Ca;2+ accumulation aggravates this cascade 
01 adverse events ultimately leading to cell death. 

Apoptosis is not an accidental cell death but a highly 
regulated process 01 cell deletion , directed to eliminate a 
definite group 01 cells at a precise time, lor preserving the 
optimal lunelion 01 tissues and organs. However, an im
balance in apoptosis control contributes to the pathogen
esis 01 a variety 01 acute ar degenerative neuropatholo
gies. Apototic cell death is critically involved in the delayed 
cell loss lollowing brain and spinal cord injury depending 

on the type 01 damage, the affected brain cells inelude 
neurons, astrocytes, oligodendrocytes and microglia. Ap
optosis occurs according to a strictly ordered set 01 bio
chemical events, one 01 which is a characteristic reduction 
in cell vOlume, termed apoptotic volume decrease (AVO). 
This is a very constant leature 01 the apoptotic process, 
lound in essentially all ce ll types, and observed in apopto
sis induced by different mechanisms. The sequence 01 
main apoptotic cell events includes caspase-3 cleavage, 
cytochrome C release and translocation , endonuelease 
activation and ONA Iragmentation. Noteworthy, AVO is an 
early event in the program, occurring belare the surge 01 
these typical apoptotic traits. It has even been considered 
as part 01 the causal signals and not only a con sequen ce 
01 apoptosis (Bortner and Cidlowski , 2002, 2004). 

Cell volume reduction during apoptosis occurs by the 
active translocation of K+ ,CI- and osmotically driven wa
ter. The crucial role 01 K+ efflux in AVO and apoptosis is 
now well established as well as the involvement 01 K+ 
channels in this process (Vu, 2003; Bortner and Cidlowski, 
2004; Ferraris and Burg, 2006). The molecular identity 01 
the AOV-linked K+ channels is now extensively investi
gated, but evidence about a K+ channel specific lor AOV 
has not yet been lound. Rather, a diversity 01 K+ channels 
present in the non apoptotic cell , performing a variety 01 
tasks in the physiological condition , participates in AOV. 
The list 01 K+ channels linked to AVO and apoptosis in
clude: Kv channels (isolorms Kv 1.1, Kv 1.3, Kv 1.5, Kv 
2.1), K2P channels (TASK-1 and TASK-3), HERG and BK 
Ca2+ channels (Burg et al. , 2006). K+ efflux during AVO is 
associated with CI - exi!. Anion currents activate during 
apoptosis, with properties in all similar to those 01 CI - swell' 

but this activation has to respond to different signals since 
it occurs in isosmotic conditions (Okada et al., 2006). 
About a role lar organic osmolytes in apoptosis ar/and 
AOV, taurine has been implicated based on (i) the in
creased taurine efflux during apoptosis shown in some cell 
types , including cerebellar granule neurons (Lang et al. , 
2000; Morán et al., 2000), and (ii) the effect 01 high external 
taurine preventing the assembly 01 apoptosomes and lur
ther activation 01 caspase 9 (Takatani et al., 2004). It is 
unclear so far, how taurine efflux contri butes to AOV, or 
participates in other apoptotic events, such as caspase 
regulation or mitochondrial dyslunction (Chen et al., 2009). 

There is scarce inlormation about the role 01 AQPs in 
AVO in brain cells. Cortical mouse neurons treated with 
lactacystin to induce apoptosis, show increased AQP1 
expression at 6 h, which persists up to 12 h after, being 
later downregulated. Interestingly, the onset 01 apoptosis 
in lactacystin-treated neurons occurred at 15 h, thus 
stressing the early role 01 volume changes in apoptotic 
reactions. AQP4 expression and AQP4 gene are highly 
downregulated in this apoptotic model in neurons, sug
gesting either that loss 01 water during AVO occurs via 
another AQP, likely AQP1 , or/and that AQP4 has a per
missive role maintaining normal cell water levels , which is 
suppressed during apoptosis , thus contributing to AVO. 

In other cell types the contribution 01 AQPs to AVO is 
supported by the lollowing findings: (i) AVO and apoptosis 



- 159 - 
 

 
 

880 H. Pasantes-Morales and S. Cruz-Rangel! Neuroscience 168 (2010) 871-884 

are reduced by the general AOPs blocker HgCI2 in granu
lose ovarian , tymocites and CHO cells. (ii) overexpression 
01 AOP1 enhances AVD and apoptosis (Jablonski et al. , 
2004a) . (iii) AOP2 expression in a renal cell line without 
native AOP, activate K+ and CI- channels leading to AVD 
and apoptosis (Flamenco et al., 2009), and (iv) hepatic 
tumor cells with native decreased express ion 01 AOP8 and 
AOP9, show reduced water movement and intrinsic resis
tance to apoptosis (Jablonski et al. , 2007). 

AVD results primarily lrom K+ and CI- outfiow and 
osmotically driven water, but there is evidence which point 
to the la ll in K+ levels or/and in cell ionic strength, rather 
than AVD, as the primary condition infiuencing apoptotic 
signals. However, to obtain a net intracellular K+ decrease 
or ionic strength reduction, the adaptive volume regu latory 
response has to be blocked. It is proposed that AOPs 
initially activate and contribute to AVD, but subsequently 
inactivate, in arder to sustain the low inlracetlular K+ and 
CI- levels (Jablonski et al. , 2004a). Several mechanisms 
have been proposed lor this inactivation including caveo
lin-1/AOP coupling and internalization in caveolae, or the 
lormation 01 a lodrin/AOP complex, later dissociated by the 
apoptosis-induced cleavage 01 this cytoskeleton anchor 
protein (Jablonski and Hughes, 2006; Jablonski et al. , 
2004b, 2007; Jessica Chen et al. , 2008). These possibi li
ties ha ve to be confirmed by lurther experimental evi
dence. 

CONCLUSIONS ANO PERSPECTIVES 

AOP are recognized as main pathways lor water fiuxes in 
conditions leading to cell volume changes in brain cells, 
particularly in astrocytes. The ro le 01 AOP4 in vasogenic 
and cytotoxic edema is well supported by studies on 
AOP4-deficient mice. A similar infiuence in brain cells lrom 
other species, including human, remains to be established. 
Interest in this topic derives lrom the implications 01 cyto
toxic swell ing in neuronal excitability and swelling-related 
neuronal death by excitotoxicity in the pathogenesis 01 
ischemia and trauma. Regarding cell volume regulation , 
AOPs could have a key role lor sensing cell volume 
changes, by modilying the intracellular ionic strength or 
molecular crowding , or the cytosolic concentration 01 spe
cific signaling molecules. Via an effect on volume sensing 
mechanisms, AOPs may infiuence signaling chains and 
ultimately, the activation 01 osmolyte efflux pathways, re
sponsible lor cell volume adjustment. Expression, activity 
and regulation 01 AOPs might then be critical lor the gen
eration and extent 01 cell swelling, as well as lor the rate 
and efficiency 01 volume recovery. Th is is anticipated , but 
remains to be demonstrated. Marked differences have 
been consistentiy observed between different sets or neu
rons or between neurons and astrocytes in the magnitude 
01 cell swelling or shrinkage, and in the time course and 
efficiency 01 volume regulation. Whether these differences 
are attributable to different expression or acti vity 01 AOPs 
is a most important topic to be clarified. The interplay 
between GPCR agonists and AOPs via phosphorylation 
is one 01 the major avenues to be explored in the luture. 
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