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RESUMEN

Se determind el efecto de la aclivacion de la protein-cinasa C (PKC) con
ésteres de forbol sobre la actividad del cotransportador endégeno de Na“:K™:2CI
en ovocitos de Xenobus laevis, que fueron incubados en distintos medios (con
ésteres de forbol, inhibidores de la PKC y con bumetanida) y sometidos a la
captacién de 2?Na". El cotransportador fue inhibido en un 90% (inhibicién
equiparable a la producida con bumetanida) cuando la PKC se activd con los
ésteres de forbol como el forbol-12-mistrato-13-acetato (TPA o PMA; 100 nM) y el
forbol-12,13-dibutirato (PDBu; 100 nM} y se observé una parcial recuperacién
cuando se adiciond el inhibidor especifico de la PKC bisindoliimaleimida (BSM;
100 nM). Para correbarar que el efecto observado se debe a la activacién de la
PKC, los ovocitos fueron incubados con un éster de forbol que no activa a la PKC
conocido como 4a-forbol-12,13-didecanonate (4aPDD; 100 nM), y la captacién de
#Na* fue Ja misma que la del grupo control. En base a esto, se postula que la PKC
tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad del cotransportador de Na*:K':2Cr

sensible a bumetanida, siendo este efecto tiempo y dosis dependiente.



INTRODUCCION

1) Transporte a través de la membrana

Los componentes mas importantes de las membranas celulares (bioldgicas)
son: a) los lipidos, de los que existen tres tipos principales; los fosfolipidos, los
glicolipidos y el colesterol. Estos compuestos son de bajo peso molecular y
anfifilos, por lo que forman bicapas de aproximadamente 6nm en las que las
regiones polares estén ordenadas hacia los medios acuosos {citosol y fluido
extracelular) y las regiones no polares hacia el interior de la bicapa. En
condiciones fisiologicas, la bicapa lipidica se mantiene en estado fluido, ya que
esto es necesario para que no se interrumpa la funcién celular; b) las proteinas,
que son los componentes mas abundantes en las membranas celulares de
mamiferos y son las responsables de sus funciones mas especializadas. La
mayoria de las proteinas membranales tienen estructura globular, y por su
asociacién con la membrana se dividen en periféricas e integrales que son las mas
estables en su unidn con la membrana. Estas dltimas tienen ademas la libertad de
trasladarse en el plano de la membrana y de girar en torno a un eje perpendicular
a dicho plano, sin embargo, mantienen su orientacion y el grado de intercalacién
en la bicapa lipidica; y ¢) los carbohidratos, que rara vez representan mas del
10% de la masa de las membranas en las células de mamiferos. Es probable que
jueguen un papel importante en las funciones de la membrana, pero sélo se

conoce su intervencién en los procesos de reconocimiento celular .



En 1972 S. J. Singer y G. L. Nicholson propusieron un modelo ilamado de
“‘mosaico fluido”, segun el cual las membranas son disoluciones bidimensionales
de proteinas globulares y lipidos orientados. La disposicién de los lipidos y las
proteinas en la membrana son consecuencia de sus caracteristicas moleculares,
siendo la disposicion energéticamente mas estable, la mas posible. Este modelo
es congruente con las observaciones hechas al microscopio electronico’.

La bicapa lipidica es altamente impermeable a la mayoria de las moléculas
polares por su interior hidrofobico. Sin embargo, las células deben ingerir
nutrientes esenciales y excretar desperdicios metabélicos, ademas de regular a
concentracién intracelular de iones', para lo cual se necesitan proteinas
transportadoras de membrana que lleven al cabo la transferencia de tales solutos.
Estas proteinas, que son transmembranales para evitar el contacto de los solutos
polares con el interior hidrofobico de la membrana, pueden ser de dos tipos
principalmente: a) proteinas acameadoras © fransportadores, que sufren un
cambio conformacional con la unién del soluto que serd transportade y b) las
proteinas canal, que forman poros acuosos a través de la membrana por los
cuales entran los solutos?.

La combinacion de la permeabilidad selectiva y del transporte activo a
través de la membrana es la responsable de que exista una diferencia en la
composicion idnica entre el citosol y el fluido extracelular. Esta diferencia permite a
las membranas celulares almacenar energia potencial en forma de gradientes
ionicos, que pueden ser utilizados para llevar al cabo varios procesos de
transporte, para transmitir sefiales eléctricas y para producir energia quimica en

forma de adenosina trifosfato (ATP)2.



La tasa de difusion de las moléculas a través de la bicapa lipidica varia
dependiendo principalmente de su tamafio y de su solubilidad relativa en los
lipidos (disolventes no polares). La bicapa lipidica es altamente impermeable a
cualquier molécula cargada sin importar su tamafio, pues la carga y el alto grado
de hidratacion de estas moléculas impiden su entrada en la fase hidrocarbénica de
la bicapa lipidica®.

Algunas proteinas acarreadoras y los canales pemiten el paso de solutos a
través de la membrana en forma pasiva (transporte pasivo o difusién facilitada)
siguiendo un gradiente de’concentracién o un gradiente electroquimico (que es el
gradiente de concentracién actuando en forma conjunta con el potencial de
membrana). Las membranas plasmaticas son negativas en el interior con relacién
al exterior, por lo que se facilita la entrada de iones positivos®.

Las proteinas acarreadoras que bombean activamente solutos (transporte
activo) estan ligadas a fuentes de energia metabélica como la hidrélisis de ATP o
gradientes ibnicos y el transporte siempre es direccional. Cada proteina
acarreadora tiene un lugar de unidn especifico para el soluto que transporta; esta
union puede ser bloqueada por inhibidores competitivos y no competitivos?.

El transporte activo puede ser de dos tipos: a) primario, en el que la fuente
de energia es la reaccion de degradacién de una sustancia a un estado de menor
energia libre, como es el caso de la hidrdlisis de ATP. Ejemplo de este tipo de
transporte primario es la Na":K'-ATPasa, que es la responsable de mantener el
gradiente ibnico de Na* y K* a través de la membrana; y b) secundario, cuya

fuente de energia es una diferencia de potencial electroquimico generada por un



sistema primario de transporte activo', como son los intercambiadores de CY
:HCO;3 y de Na“:H" y los cotransportadores de Na*:K":2CT.

Dentro del grupo de transporte activo secundano se encuentran los
cotransportadores, que acarrean una molécula acoplada al ion que estad siendo
transportado a través de la membrana. Estos ootransportédores son
electroneutros cuando cada catidn que es
transportado va acompafnado de un anién,
por lo que no se producen cambios en el
potencial transmembranal. Los

cotransportadores Na-K-Cl son una clase

de roteinas membranales ue
M sitio potencial para PKA P q

@ sitio potenciai para PKC

transportan iones Na', K' y CI' hacia
Y p Y

Figura 1. Estructura generalde los  adentro y hacia afuera de las células en
cotransportadores electroneutros.
forma eléctricamente neutral, general-
mente con una estequiometria de 1Na*, 1K’ y 2CI". Recientemente se identificaron
los mecanismos moleculares y funcionales de entrada electroneutra del
cotransportador de Na™:K*:2CI' (Figura 1) presentes en las membranas apicales de
los segmentos distales de nefronas en rifiones de mamiferos®, en las membranas
basolaterales de muchas células no renales como los epitelios intestinales, de las
vias aéreas, de las glandulas salinas® y otros epitelios secretores, en algunos
tejidos no epiteliales como el axén de calamar’, células de musculo liso,
fibroblastos, osteoblastos, células T cultivadas, en células de Ehrlich®, en cé&lulas

sanguineas de humanos y aves’, en la linea celular T84 del carcinoma humano de

colon® y en ovocitos de la rana Xenopus laevis 9 En los epitelios, los



cotransportadores de Na*:K*:2Cl" acttian en coordinacién con otros mecanismos
de transporte, incluyendo a los canales de CI'y K' y a la bomba Na*:K* (Na*:K'-
ATPasa), para producir el transporte transepitelial de NaCl'®. Ademas, en células
epiteliales y no epiteliales intervienen en el mantenimiento y regulacion del
volumen celutar y de gradientes i6nicos®’ actuando en conjunto con otros
procesos, como los intercambiadores de Na*:H* y de CI:HCO; y flujos pasivos de
iones'. Altamirano et af (1987'%) demostraron que en las células excitables como
el axén de calamar y los miocitos cardiacos, ’estos cotransportadares pueden estar
involucrados en la regulacion del gradiente idnico que determina el potencial de
membrana. Probablemente el cotransportador esté también involucrado en la
regulacion del contenido de agua de algunas células durante su crecimiento y
diferenciacidn. Ofras funciones potenciales de los cotransportadores se han
reportado, incluyendo un posible papel en la proliferacion celular®,

En el riidn de mamifero, estos cotransportadores son la principal via de
reabsorcion de Na' en el asa ascendente de Henle y en el tibulo distal y ademas
representan los principales sitios de unién de diuréticos de asa (furosemida y
bumetanida) y las tiazidas (clorotiazida, hidroclorotiazida y metolazona)®®?,
medicamentos ampliamente utilizados en la terapia de enfermedades como la
hipertensién arterial o la retencidon de liquido relacionada con la insuficiencia
cardiaca congestiva venosa, la cirrosis hepatica o el sindrome nefrético.

La figura 2 muestra un arbol filogenético que describe la similitud de los
cotransportadores electroneutros a nivel génico en distintos subtipos de
vertebrados e invertebrados. Con ba;e en esa similitud, la familia de los

cotransportadores puede ser dividida en cuatro grupos: 1) el grupo del
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cotransportador apical de Na*:CI" sensible a tiazidas (CST) que esta presente en
la vejiga urinaria de teleésteos y en el tibulo distal de rata y de humano; 2) el
grupo del cotransportador apical de Na":K":2CF sensible a bumetanida (CSB) que
esta presente en el asa ascendente de Henle en rifién de rata, ratén, conejo y
humano; 3) el grupo del cotransportador basolateral de Na*:K*:2CI' sensible a

bumetanida (CSB) que se localiza en Ia glandula rectal de tiburdn, en las células

T84 de colon humanc® y finalmente, 4) el grupo del cotransportador basolateral de
K":CI" en conejo, rata y humano. Estos cotransportadores, a pesar de tener
diferencias funcionales y farmacolégicas, evolucionaron a partir de un gen

ancestral comtn®, La alta simifitud entre los grupos, sin embargo, se conserva.

CONEJO
CONEJO
CONEJO CcsB

95% :"‘n“ Apical
60% [ e

S B P
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RATA —
37% 70% 93% I_E ot CST
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50% Nousro00

LEVADURA

20%

Figura 2. Arbol filogenético de la familia de cotransportadores electroneutros
de Na-(K)-Cl



Los cotransportadores de Na™:K":2Cl fueron identificados y caracterizados
funcionalmente usando varias técnicas como el marcaje radioactivo con
[H]bumetanida en eritrocitos de aves'*® y de pato'®'®®y en las vias aéreas de
perro®?, asl como la expresion funcional en ovocitos de la rana Xenopus laevis

1718y en forma molecular por la comparacion de secuencias de aminoacidos

(figura 2)"%%°,

El analisis de secuencias muestra que los cotransportadores tienen una
topologia similar que consiste de 12 segmentes transmembrana y de dos dominios
amino y carboxi-terminales largos {pero de longitud variable, ver figura 1} que se
cree que son citosodlicos. Las asas entre los segmentos transmembrana 7 y 8
contienen un nimero variable de sitios potenciales de N-glicosilaciéon, lo que
sugiere que los cotransportadores son glicosilados. Las regiones transmembrana y
el extremo carboxi-terminal son muy similares entre varios miembros de 1a familia,
mientras que las asas entre las regiones transmembrana y el extremo amino-
terminal muestran poca identidad de aminoacidos. Se han identificado en estas
proteinas un ndmero variable de sitios potenciales de fosforilacion (ver figura 1)
por las protein-cinasas A (PKA) y C (PKC)*, por lo que se postula que la
regulacién del cotransportador es mediada, por lo menos en algunos casos, por la

fosforilacién directa de la proteina®.

2) Regulacion del cotransportador de Na™:K":2CI
La regulacién de este sistema de cotransporte es compleja y varia
considerablemente entre los diferentes tejidos. La actividad del cotransporte de

‘Na*“:K":2CI' en muchos tipos celulares requiere de la presencia de ATP



intraceiular, lo que sugiere que el cotransporte puede estar regulado, por lo menos
en algunos tgjidos, por la fosforilacion de proteinas reguladoras o incluso del
cotransportador mismo. Desde 1980, Palfrey ef al 2! hicieron estudios para
investigar la relacién existente entre la fosforilacién de proteinas y el transporte
efectuado por el cotransportador de Na':K":2C!I' que puede ser estimulado por la
presencia de catecolaminas y AMPc a través de la membrana. Se ha postulado
que existen factores que estimulan el cotransporte de Na":K":2CI' ya sea al
incrementar el nimero de transportadores en la membrana celular, por el
recambio de los transportadores, o bien por ambos factores>.

La tabla 1 muestra los diferentes tipos de regulacién que se conocen para
los cotransportadores electroneutros de varios tipos celulares. Diversos estimulos,
como el volumen celular®®  4cidos grasos (prostaglandina E2), factores de
crecimiento  (factor de crecimiento epidémmico y nervioso), y hormonas

(norepinefrina®2*

. calcitonina, hormona paratiroidea, angiotensina 1l, vasopresina,
péptido natriurético atrial, péptidos intestinales) modulan la actividad de los
cotransportadores por cambios en los mensajeros intracelulares mediados por
receptores que alteran ia actividad de varias cinasas que a su vez afectan el
estado de fosforilacion de la proteina cotransportadora®.

En general, se ha demostrado que !a activacion de la PKA estimula a los
cotransportadores de Na":K":2CI', mientras que la activacion de la PKC los

inhibe®>. También existe evidencia de que la concentracién intracelular de CI

puede modular directamente la actividad de los cotransportadores de Na*:K":2Cl

(26)



Tabla 1. Mecanismos de regulacién del cotransporte de Na*:K*:2CH?9,

Estimulo Mensajero Efecto Tipo celular
Volumen PKC activacion Ehrlich
7 activacion Células endoteliales
cerebrales de rata
? activacién Células PC12
PGE; AMPCc-PKA activacion Osteoblastos
? AMPc-PKA activacidn Glandula rectal de tiburén
Norepinefrina AMPc-PKA activacion Eritrocitos de pato
Carbachal AMPCc-PKA, activacidn Acido de la gléndula
labial hurmana
? AMPc-PKA activacién Glandula de la sal de
aves
? AMPc-PKA activacion Células mesangiales de
rata
Calcitonina AMPg-PKA activacidn Asa ascendente de Henle
AMPc-PKA activacion NPCE fetal humano
- PKC activacion Células mesangiales de
rata
- PKC inhibicion Células endoteliales de
bovino
- PKC inhibicién Osteablastos
- PKC inhibicién NPEC ciliar ocutar
- PKC inhibicién PCEC fetal humano
- PKC inhibicién Células T84
GMPc¢ activacién Células mesangiales de
rata
ANP GMPc inhibicién Miacitos ventriculares de
congjo
NGF ? activacion Células PC12
Endotelina ? activacion Células endoteliales
cerebrales de rata
Angiotensina Ca activacién Células mesangiales de
rata
Vasopresina Ca activacion Células endoteliales de
bovine
Bradicinina PhoCfCa activacion Células endoteliales de
bovino
Bradicinina PhoC/Ca activacion Ehrich
- PP1 activacion
- PP1 activacion Ernitrocitos de ave
- PP1 activacién Células PC12
- PP1 activacion Células endoteliales
cerebrales de rata
VIP - activacion Colon de rata
Estrés oxidantes - inhibicidn VEC pulmonares
? F-actina inhibicién T84

10




Lytle ef al ¥ reportaron que la fosforilacion es la causa, y no la
consecuencia, de la activacion de! cotransportador de Na*:K":2CI" de la glandula
rectal de tiburdn. Ellos activaron a la PKA con forskolin  (que estimula a Ia
adenilato ciclasa para producir AMPc) y expusieron a los cotransportadores a
medios que provocaron el encogimiento celular y co'ncluyeron que ambos
estimulos promueven la fosforilacion de los mismos residuos de serina y treonina
en el cotransportador, ya que no produjeron efectos aditivos cuando se expuso al
cotransportador a ambos estimulos. En otro estudio, Lytle®® incluyé dos estimulos
mas (fluorida y caliculina-A), que al igual que los anteriores promueven la
fosforilacién del cotransportador de Na'K":2CI en sitios comunes de
serina/trecnina y demostrd que la inhibicion del cotransportador por bumetanida no
se debe al bloqueo de la fosforilacion de la proteina.

La regulacién del cotransporte de Na*:K*:2CI" por la PKC ha sido estudiada
por Crook ef al %, quienes demostraron que el transporte de Na":K":2CI" se
reducia del 50 al 70% con dos ésteres de forbol (forbol 12-miristato, 13-acetato:
PMA, forbol 12, 13 didecanonato: PDD) y con un andlogo del diacilglicerol
{dioctanilglicerol: DOG), los tres activadores efectivos de la via de la PKC. Para
establecer que en realidad la disminucion en la actividad del cotransportador era
debido a la activacion de la PKC, utilizaron un éster de forbo! que no activa a la
PKC (el isémero 40PDD}, mismo que no tuvo efecto alguno sobre la funcién del
cotransportadoer y un inhibidor especifico de la PKC, como lo es la estaurosporina,
que se une especificamente al sitio de unidn para el ATP en la PKC e impide la
hidrolisis del ATP y la subsecuente fosforilacién de proteinas sustrato, por [o que

hubo una recuperacién en la funcién del cotransportador. Sin embargo, la

11



inhibicion del cotransportador de Na“:K':2CI' por la PKC podria ser tejido
especifica ya que también se ha reportado un efecto estimulante por la PKC sobre
la actividad del cotransportador de Na™:K*":2CI en fibroblastos de hamster.

En eritrocitos de aves se ha demosirado que el sistema de cotransporte
Na*:K":2CI' es fuertemente estimulado si los niveles de AMPc son elevados ya sea
por la adicién directa de AMPc¢ o por Ja adicién de catecolaminas. Sin embargo,
este tipo de regulacién dependiente de AMPc, y por 1o tanto de la PKA, no se ha
observado en células de Ehrlich®®. También Xu et al ¥ cormroboraron que el
cotransportador de Na*:K":2CI" de la glandula rectal de tiburén es fosforitado en
residucs de serina y treonina al ser activado por estimulos dependientes de AMPc
(forskalin) e independientes de AMPc {encogimiento celular). También los estudios
de Torchia et al * demostraron que el cotransportador en las glandulas salinas de
aves es fosforilado por la PKA.

8113033 gbservaron que las células responden

Por otra parte, varios autores
al cambio de osmolaridad del medio en forma similar. Al ser expuestas a un medio
hipertonico se encogen, mientras que en los mediocs hipotdnicos se hinchan. Sin
embargo, al poco tiempo de ser sometidas al estrés, las células se hinchan en
respuesta al encogimiento, o se encogen como respuesta al aumento de volumen,
lo que sugiere que son capaces de activar algin sistema de transporte que facilite
la entrada o salida de iones a la célula segln las necesidades. En muchos tipos
celulares el proceso de cotransporte esta involucrado en cambios de volumen que
no producen un cambio drastico en el medio intracelular, por lo que puede operar

como parte de un sistema de control por retroalimentacion del volumen celular. La

activacion del cotransporte de Na™:K':2CI lleva a un aumento en el volumen

12



celular por la ingesta de los iones Na*, K* y CI'; a este proceso se le conoce como
aumento regulatorio de volumen {ARV) y se activa cuando las células son
expuestas a un medio hiper;énico. Durante el encogimiento producido por el
decremento regulatorio del volumen (DRV), la permeabilidad de la célula para K' y
CI' aumenta por la activacién de canales especificos de K* y CI*® que facilitan Ia
salida de estos iones en respuesta al aumento en el volumen celular. Geck ef al
demostraron que ni el nivel de AMPc ni el de Ca** intracelulares juegan un papel
como sefiales o como parte del mecanismo sensorial del volumen. Hebert®
concluyd que los procesos de ARV y de DRV involucran reajustes en las vias de
escape de Na‘, K' y CI' y que estas vias regulatorias de transporte de iones
representan procesos de transporte activo secundario que utilizan gradientes
eléctricos y quimicos establecidos por la Na":K'-ATPasa para realizar ¢! flujo de
iones. Se conocen dos mecanismos que median la entrada de Na® a las células
durante el ARV: uno mediado por el intercambiador de Na":H" y otro regulado por
el cotransportador de Na“:K":2CI" sensible a bumetanida. Este segundo es el

responsable del ajuste en el volumen celular en los ovocitos de la rana Xenopus

laevis®S.

3) Transduccién de sefiales

Puesto que en esta tesis se estudié el efecto de la activacion de la PKC
sobre la actividad del cotransportador endogeno de Na“:K":2CI' en ovocitos de
Xenopus laevis, es necesario hacer una revision de los mecanismos por los que

operan los segundos mensajeros, grupa at que pertenece la PKC.
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La coordinacién de actividades metabélicas entre células, tejidos y drganos
es mediada por la accion de sefales extracelulares. La transduccion de sefiales es
el proceso por el cual una sefial quimica externa provoca un cambio metabélico
intracelular*® . La comunicacion en células animales se realiza por medio de una
gran variedad de moléculas sefial (proteinas, péptidos pequefios, aminoacidos,
nucledtidos, esteroides, retinoides derivados de &cidos grasos y gases disueltos
como el oxido nitrico y el monéxido de carbono). La mayoria de estas moléculas
sefal son secretadas por exocitosis, otras son liberadas por difusién a través de la
membrana y algunas permanecen unidas a la superficie celular e inﬂuencianl
Unicamente a las células adyacentes?.

Sea cual fuere la naturaleza de la sefial, las células responden por medio
de las proteinas receptoras, que se unen especificamente a las moléculas senal y
desencadenan la respuesta en las células blanco. Muchas de las moléculas sefal
extracelulares actian a bajas concentraciones y se unen con una alta afinidad a
sus receptores. Los receptores, una vez activados, generan una cascada de
senales intracelulares que alteran el comportamiento de las células?.

Todas las moléculas sefial solubles en agua (incluyendo a los
neurotransmisores y a las hormonas y los factores de crecimiento proteicos} y
algunas solubles en lipidos, se unen a los receptores de las células blanco donde
actian como transductores de senal y pueden ser de tres tipos: 1) receptores
asociados a canales idnicos, que estan involucrados en el rapido sefalamiento
sinaptico entre células eléctricamente excitables; 2) receptores asociados a
proteinas G, que regulan indirectamente la actividad de una proteina blanco

membranal, que puede ser una enzima o un canal iénico; y 3) receptores
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asociados a enzimas, que al ser activados funcionan directamente como enzimas,
0 bien estan asociados a enzimas cuya mayoria son protein-cinasas o estan
asociados a éstas y fosforilan a un conjunto especifico de proteinas en la célula®.

Existen cuatro tipos principales de sefialamiento:

a) El sefialamiento paracrino es llevado a cabo por mediadores locales que
afectan Unicamente a las células localizadas en las inmediaciones de la célula
sefialadora.

b) El sefalamiento sindptico utiliza a los neurotransmisores como moléculas sefial,
c) Las células enddcrinas secretan hormonas hacia el torrente sanguineo para que
estas lleguen a las células distribuidas en todo el cuerpo que cuenten con
receptores para hormonas.

d) En el sefalamiento autécrino las células secretan moléculas sefial que pueden
unirse a sus propios receptores?.

A pesar de que algunas moléculas sefal, como esteroides y hormonas,
difunden a través de la membrana y se unen a receptores citosélicos especificos,
la mayoria de las moléculas senal extracelulares interactian con las células
blanco por medio de los receptores. La unién del ligando al receptor produce en
este segundo un cambio conformacional que inicia una serie de eventos que
ltevan a la formacion o liberacién de una sefial intracelular (segundos mensajeros)
que altera el metabolismo de la célula blanco™®. La insulina y muchos factores de
crecimiento actian estimulando la actividad de la tirosina-cinasa de sus
receptores. También los productos de muchos oncogenes tienen actividad de

tirosina-cinasa o activan esta cascada. Los estergides y hormonas tiroideas entran
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en la célula y se unen a receptores que son transportados al nacleo, donde se
unen a sitios especificos del 4cido desoxirmibonucleico (DNAY*®.

Segundos mensajercs

a) Las proteinas G
En estado de reposo, las proteinas G son heterotrimeros que cecntienen
subunidades a, B y v. La subunidad o tiene un guanina difosfato (GDP) unido,
ademas posee un sitio de unibn para guanina y actividad de GTPasa. La
activacion de la proteina G provoca la liberacién del GDP unido a la subunidad ¢ y
en su lugar se une el guanina trifosfato (GTP), el trimero se disocia en un dimero
Gy y un complejo Ga-GTP activo. La accién del complejo es de corta duracion
debido a la actividlad GTPasa de la subunidad «, que hidroliza GTP en GDP,
inactiva a la subunidad a y ésta se une al dimero Gpy . La fosfolipasa C, que
hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) para formar inositol 1,4,5-trifosfato
(iP3) y diacilglicerot (DAG) que activa a Ja protein-cinasa C, es activada por una
proteina G.

b)AMPC
La cascada de 1a adenilato ciclasa es una de las vias de transduccidn de sefiales
mas importante. La actividad de 1a adenilato ciclasa, que es una proteina integral
de la membrana, cataliza la formacién de AMPc¢ a partir de adenosina trifosfato
(ATP). La actividad de esta ciclasa se lleva a cabo en el lado interno de la
membrana plasmatica y es regulada por complejos ligando-receptor que son
regulados indirectamente por dos proteinas G: La G, (estimuladora) y la G;

(inhibidora). Ademas de mediar muchas ofras respuestas, el aumento en la
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concentracion intracelular de AMPc produce una respuesta por la via de fa protein-
cinasa A (PKA), que estd compuesta por dos subunidades reguladoras y dos
cataliticas. En su forma tetramérica, la enzima esta inactiva; cuando el AMPc se
une a las subunidades reguladoras, ésta se disocia en dos subunidades cataliticas
activas y en un dimero formado por las subunidades reguladoras. La PKA cataliza
la transferencia de un grupo fosfato de! ATP a la proteina blanco. La accién de
esta cinasa es revertida por la accién de la proteinfosfatasa (existen cuatro tipos
de proteinfosfatasas; PP-1, PP-2A, PP-2By PP-2C)*.
c) GMPc
En muchos sistemas los niveles de AMPc y guanina monofosfato ciclico (GMPc)
se mueveh en direcciones opuestas como respuesta a las interaccicnes ligando-
receptor, y con frecuencia tienen efectos también opuestos™.
d) Ca®

Las concentraciones intracelulares de Ca?* pueden ser aumentadas rapidamente
ya sea por la apertura transitoria de los canales membranales de Ca* o por la
liberacion de Ca®* de los reticulos endoplasmico y sarcoplasmico {en células
musculares). Ambos mecanismos son activados por la unién de sefiales
extracelulares a los receptores membranales. La mayoria de los efectos del ca®
se deben a la accion de la calmodulina, que se encuentra en las células como un
péptido libre y como un componente de complejos enzimaticos de miltiples
subunidades. La calmodulina tiene cuatro sitios de unién de alta afinidad para el
Ca**. La unién del Ca® a la calmodulina libre provoca que ésta se una a la
proteina blanco y que ia active o desactive. Las actividades celulares del calcio y

el AMPc a veces estan asociadas, ya que una proteina puede ser regulada tanto
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por Ca®* como por AMPc; incluso en algunas células los niveles de Ca®* libre y de
AMPc son interdependientes®,

e) Segundos mensajeros generados por la hidrélisis de lipidos
Existen tres lipidos principales que contienen un grupo inositol: el fosfatidilinositol
(P1), el fosfatidiiinositol 4-fosfato (PIP) y el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;).
Como respuesta a sefiales externas, las células pueden hidrolizar el PIP, para
formar tres distintos segundos mensajeros; inositol 1,4 5-trifosfato (IP3), que se

une a un canal de Ca®* especifico en reticulo endopiasmico o sarcoplasmico y

Imitade por
londfores
de Ca*

LIBERACION DE  FOSFORILACION
Ca® DEL OF PROTEINAS
RETICULO CELULARES
ENDOMASMICO

Figura 3. Esquema que muestra la activacion de la PKC por la
hidrélisis de PIP,@)

genera la liberacion de calcio al citoplasma; diacilglicerol (DAG), que activa a la
PKC; y el acido araquidénico, que puede producir una gran variedad de hormonas
locales (eicosancides) de vida coria; estas hormonas alteran la actividad de las

células en las que son sintetizadas y de las células adyacentes. La enzima que
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hidroliza al PIP, para formar DAG e IP; (ver figura 3) es la fosfatidilinositol
fosfolipasa C (PLC), de la cual existen por lo menos nueve isoformas, mismas que
estan clasificadas de acuerdo a su estructura en cuatro grupos (o, B, Y ¥ 8). La
PLC puede ser activada por dos mecanismos; en algunos casos la unidn de una
molécula sefial extracelular al receptor membranal activa a una proteina G, que
activa a la fosfolipasa C-p1 al unirse con GTP. En otras ocasiones, la PLC es
activada por fosforilacion; la fosfolipasa C-y es activada directamente por la
actividad de una cinasa de tirosina presente en el complejo receptor-ligando. La
unién de DAG a la PKC resulta en la activacion de esta cinasa, que posee un
dominio catalitico y uno regulaterio. La forma inactiva de la PKC se encuentra en
el citosol, mientras que la forma activa esta unida a la membrana® (ver figura 4).

Para la activaciéon de la PKC el DAG (o los ésteres de forbol) se une a un dominio

> | Cominia catatitico

Sitio de Pseudosustrato
Sitio de union del efector
Dominio V,

Efector

o v

Figura 4. Activacion y unidn de ta PKC a la membrana.
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proximal rico en cisteina llamado C1, este dominio es caracteristico por poseer un
motivo CgH; que se repite y al que se unen dos iones de Zn?*®®: 1a forma activa
utiliza al ATP para fosforilar residuos de serina o treonina en las proteinas blanco.
Al parecer, esta fosforilacién afecta la actividad de estas proteinas y lleva a una
respuesta biolégica®. Por lo menos 4 de las 8 isoformas de PKC en mamiferos
son activadas por el diacilglicero. Los ésteres de forbol son derivados de
alcoholes policiclicos de aceites vegetales. Son muy semejantes al DAG y por ello
activan a la PKC directamente. Su accidn es persistente porque, a diferencia del
DAG, no son degradados rapidamente™,
f) Sefalamiento por la fosforilacion de! receptor?

Existe una familia de receptores que se activan con la fosforilacién directa de las
proteinas blanco. La unién de ligandos de alta afinidad a estos receptores produce
un cambioc conformacional que activa a una cinasa de tirosina localizada dentro del
dominio citoplasmico. La actividad de esta cinasa puede provocar la
autofosforilacion del receptor y/o la fosforilacién de proteinas blanco intracelulares.
Las cinasas de tirosina del receptor activadas transmiten las sefiales por dos vias,

la fosforilacion de proteinas y fa union proteina-proteina®.

4) Existencia del cotransportador en ovocitos de Xenopus laevis

El cotransportador de Na”":K":2CI" del ovocito es una proteina de membrana
de 140 kilodaltones (kDa) que es regulada por cambios en el volumen celular
como se ha reportado previamente en numerosos tipos celulares. Su actividad
también es alterada por ia fosforilacion pero no por cambios intracelulares en

AMPc, Ca®" o GMPc. EI cotransportador endégeno fue estudiado por Suvitayavat
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et al ® a raiz de que en un estudio de expresion funcional del cotransportador de
Na":K":2Cr de la linea celular T84 del carcinoma humano en ovocitos de Xenopus
laevis, los ovocitos controles inyectados con agua mostraban la misma actividad
que los inyectados con el RNA del cotransportador de Na*:K*:2CI. Para demostrar
que la entrada de K* que observaron en los ovocitos era mediada por un sistema
de cotransporte de Na*:K":2CI", estudiaron la dependencia de Na’, K' y CI" para
este transporte y la inhibicidn dosis dependiente producida por diuréticos de tipo
acido 5-sulfamoilbenzioco (bumetanida y furosemide). Ademas estudiaron la
sensibilidad del cotransportador a la osmolaridad del medio, determinando que se
activa en condiciones isotonicas y por Ultimo examinaron varios sistemas
regulatorios al evaluar el efecto de sustancias como el PDBu, el 8-
bromoguanosina 3',5-monofosfato ciclico, el 8-{4-clorofeniitio)adenosina 3',5'-
monofosfato ciclico, la ionomicina, el acido ocadaico y la caliculina A (inhibidor de
{a fosfatasa) sobre la actividad del cotransportador de Na*:K*:2CI". De todos estos
agentes, solo e! inhibidor de la fosfatasa, caliculina A, aumentt la captacion de K
sensible a bumetanida y el activador de la PKC, PDBu, tuvo un leve efecto
inhibitorio.

Shetlar ef al ® demostraron la dependencia de los iones Na’, K* y CI" al
reemplazar al Na' con n-metilglucamina y al C' con nitrato, en ambos casos
observaron una reduccién en la actividad equivalente a la producida por la adicién
de bumetanida. El cotransportador de Na*:K":2CI' en ovocitos de Xenopus laevis
es similar a los sistemas investigados en otras células ya que: 1) las afinidades
aparentes para los iones cotransportados concuerdan con los rangos reportados

para ofros sistemas; 2) la aparente estequiometria 1Na*:1K":2CI' sugiere un
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cotransporte electroneutro como el reporiado para otras células y 3) la bumetanida
inhibe a captacion de ¥Rb* (que sustituye al K*) en forma dosis dependiente.

Por ofro lado, Sahara ef al ¥ reportaron 1a presencia de dos isoformas de la
PKC a las que denominaron xPKC | y xPKC Il en los ovecitos de la rana Xenopus
laevis. Ambas isoformas fueron reconocidas por un antisuero dirigido a la region
C1 (que es esencial para la unién del DAG y de los ésteres de forbol a la PKC) de
la yPKC (subespecie y de la PKC de rata), lo que demuestra que las isoformas
estan estrechamente relacionadas con las PKC de mamiferos en sus regiones
conservadas. Al comparar las propiedades cinéticas entre las dos isoformas y con
las de la «PKC cerebral de rata, descubrieron que eran muy similares, y que
respondian de igual forma al éster de forbol TPA, a concentraciones variahles de
Ca” y al diacilglicerol. Sin embargo, determinaron que existe un figera diferencia
entre las propiedades cinéticas de ambas iscformas puesto que la actividad de la
xPKC l disminuyd rapidamente cuando los ovocitos fueron incubados con el éster

de forbol TPA, mientras que la actividad de la xPKC | permanecié sin cambio

aparente por dos horas.

HIPOTESIS

Se ha reportado la existencia de dos isoformas de la protein-cinasa C en los
ovocitos de la rana Xenopus Jaevis. Cuando los ovocitos son incubados en un
medio que contiene ésteres de forbol, gue son activadores de la PKC, se observa

una inhibicién en la actividad del cotransportador de Na':K":2CI. Por lo antes
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cotransporte electroneutro como el reportado para otras células y 3) la bumetanida
inhibe la captacién de ®Rb* (que sustituye al K*) en forma dosis dependiente.

Por otro lado, Sahara et al *" reportaron la presencia de dos isoformas de la
PKC a las que denominaron xPKC | y xPKC I en los ovocitos de la rana Xenopus
laevis. Ambas isoformas fueron reconocidas por un antisuero dirigido a la region
C1 (que es esencial para la unidén del DAG y de los ésteres de forbol a la PKC) de
la yPKC (subespecie y de ia PKC de rata), lo que demuestra que las isoformas
estan estrechamente relacionadas con las PKC de mamiferos en sus regiones
conservadas. Al comparar las propiedades cinéticas entre las dos isoformas y con
las de la aPKC cerebral de rata, descubrieron que eran muy similares, y que
respondian de igual forma al éster de forbol TPA, a concentraciones variables de
Ca® y al diacilglicerol. Sin embargo, determinaron que existe un ligera diferencia
entre las propiedades cinéticas de ambas isoformas puesto que la actividad de la
xPKC H disminuyd rapidamente cuando los ovocitos fueron incubados con el éster
de forbol TPA, mientras que ia actividad de la xPKC | permanecié sin cambio

aparente por dos horas.

HIPOTESIS

Se ha reportado la existencia de dos isoformas de la protein-cinasa C en los
ovocitos de la rana Xenopus laevis. Cuando los ovocitos son incubados en un
medio que contiene ésteres de forbol, que son activadores de la PKC, se observa

una inhibicion en la actividad del cotransportador de Na":K":2CI. Por lo antes
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mencionado, se postula que la PKC regula negativamente al cotransportador de

Na*:K*:2Cr".

OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar el efecto de la activacion de
la PKC sobre la funcién del cotransportador de Na*:K*:2CI sensible a bumetanida

en ovocitos de Xenopus laevis.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajd con las ranas africanas Xenopus laevis (Figura 5), que son
anuros de la Familia Pipidae, aerdbias pero completamente acuéticas. Estos
organismos comenzaron a usarse en estudios de biologia del desarrollo, pero hoy
en dia son mas utilizados sus ovocitos por varias razones; 1) son practicos para
expresar RNAs exdgenos de canales, transportadores y cotransportadores ya que
tienen ia habilidad de traducir los RNAs fielmente; 2) los DNAs y RNAs pueden ser
introducidos facilmente dentro de las células; 3) es facil realizar analisis
funcionales de este sistema con una gran variedad de técnicas electrofisiologicas
y 4) la produccion de ovocitos es asincronica y continua®. Los ovocitos pueden
ser clasificados en seis estados de desarrollo en base a su anatomia: estado |,
miden de 50 a 100 pm de didmetro y son de apariencia transparente, estado Hi,

miden de 300 a 450 pm y su apariencia es translicida o blanca; estado Ill, miden
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mencionado, se postula que la PKC regula negativamente al cotransportador de

Na*:K':2Cr,

OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar el efecto de la activacion de
la PKC sobre ia funcidn dei cotransportador de Na*:K*:2CI" sensible a bumetanida

en ovocitos de Xenopus laevis.
MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con las ranas africanas Xenopus laevis (Figura 5), que son
anuros de la Familia Pipidae, aerdbias pero completamente acuaticas. Estos
organismos comenzaroﬁ a usarse en estudios de biologia del desarrollo, pero hoy
en dia son mas utilizados sus ovocitos por varias razones; 1) son practicos para
expresar RNAs exégenos de canales, transportadores y cotransportadores ya que
tienen 1a habilidad de traducir los RNAs fielmente; 2) los DNAs y RNAs pueden ser
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y 4) la produccion de ovocitos es asincronica y continua®. Los ovocitos pueden
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de 350 a 600 um y presentan una pigmentacién uniforme en toda la superficie;
estado IV miden de 600 a 1000 um y los hemisferios (polo animal y polo vegetal,
ver figuras 9 y 10) estan ya diferenciados, siendo el polo animal de un color café
ascuro; estado V, miden de 1000 a 1200 pm y los hemisferios estan claramente
delineados, el color café del hemi§ferio animal es mas claro; estado VI, miden de
1200 a 1300 pum y presentan una banda ecuatorial no pigmentada entre los
hemisferios. Para el presente estudio se utilizaron ovocitos en los estados V y VI*°.
Las ranas se mantienen en el bioterio con un periodo luzfoscuridad de 12:12 horas

a una temperatura aproximada de 16°C.

Extraccién y preparacion de ovocitos de Xenopus laevis

Para la obtencion de 6vocitos {ver esquema 1) las ranas se anestesiaron
por inmersién en una solucion de tricaina al 0.17% (4cido etil éster 3-
aminobenzoico, SIGMA). Una vez anestesiadas, se colocaron con el vientre hacia
armiba en una cama de hielo para disminuir su metabolismo y para asegurar que el
efecto de la anestesia sea suficientemente largo. Se les hizo una pequefia incisién
en la parte inferior del abdomen a través de la cual fueron expuestos los ovarios, y
se cortaron suficientes l6bulos para obtener asi los ovocitos necesarios (Figura 6).

Los lébulos extraidos fueron colocados en una caja de Petri con una
solucion ND96 que no contenia calcio (ND96 sin Ca®*) (96 mM NaCl, 2 mM KCI, 1
mM MgCl;, 5 mM HEPES). Se suturé a la rana con seda del nimero 5 (Figura 7) y
fue colocada en una pecera para su recuperacion. Los |6bulos fueron cortados en

pequefios racimos e incubados en la solucion ND96 sin Ca®* a la que se le
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agregaron 2 mg/m! de colagenasa (BOEHRINGER MANNHEIM) durante una hora
con agitacién moderada y a temperatura ambiente (Figura 8). Transcurrido este
tiempo, se hicieron tres lavados con la solucion NDS6 sin calcio, agitando
ligeramente para eliminar los residuos de colagenasa. Los ovocitos, que con este
tratamiento se separaron de los racimos, se colocaron en una caja de Petri con
solucion ND96 (96 mM NaCl, 2 mM KCI, 1.8 mM CaCl;, 1 mM MgCl, 5 mM
HEPES) y se examinaron bajo un microscopio estereoscopico para seleccionar a
los maduros. Por lo general, los ovocitos conservan una capa folicular la cual se
removié manualmente con unas pinzas finas bajo el microscopio (Figura 9). Una
vez desfoliculados (Figura 10), los ovocitos se incubaron un dia a 18°C en una

solucion ND96 con 2.5 mM de piruvato de sodio (SIGMA} y 5 mg/ml de
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Esquema 1. Metodologia para la obtencién de ovocitos de
Xenopus laevis.
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Figura 5. Rana hembra Figura 8. Ovarios expuestos.
Xenopus laevis.

Figura 9. Desfoliculacion manual de Figura 10. Ovocitos desfoliculados.
Ovocitos bajo el microscopio.
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gentamicina (SIGMA) y otro dia en una solucion libre de cloro (isetionato de sodio
(98 mM isetionato de Na®, 2 mM gluconato de K*, 1.8 mM gluceonato de Ca®", 1
mM gluconato de Mg**, 5 mM HEPES) con 2.5 mM de piruvato de sodio y 5 mg/ml

de gentamicina) con el fin de inhibir {odo el transporte de sodio dependiente de

cloro en los ovocitos.

Captacion de 2 Na’ en ovocitos

SR

Pre-incubacidén Incubaclén
(Solucldn isctdnica Cuabaina {1 mM}

de gluconsto de Ne*) g a:‘-:::‘-:.lﬂ‘:?n"o“"’u;
TPA

PDBu ] Segiin grupo

POD
V! P

<= 523

Contes an un vial Lavado {4°C) Captacion
con S0S s 10%

ﬂ3
&7

&l <= i

Bumstanida {100 pa)

Esquema 2. Ensayo de captacion de material radioactivo para
la determinacién de la funcién del cotransportador de
Na*:K*:2CIl en ovocitos de Xenopus laevis.

Los ovocitos fueron incubados en grupos de 20 a 30 en tres diferentes

soluciones (ver esquema 2).

1. Primera incubacion: todos los grupos se incubaron durante 15 minutos en 1ml
de solucion isotonica sin K™ ni CI' (98 mM gluconato de Na“, 6 mM gluconato
de Ca*, 1 mM gluconato de Mg?, 5 mM HEPES) que contenia 1 mM de
ouabaina (SIGMA) para inhibir a la Na"K*-ATPasa y 100 uM de amilorida

(SIGMA) para inhibir a los canales de Na* {ver tabla 2). Variaciones:
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i) Grupe control, no se adiciond nada mas.

ii} Grupo control negativo, se le adiciond 100 uM de bumetanida.

iii) Grupos experimentales con ésteres de forbol, se incubaron por mas o
menos de 15 minutos.

iv) Grupos control hipoténicos, fueron incubados en una solucion hipotdnica
sin K* ni CI' (75 mM gluconato de Na*, 4.6 mM gluconato de Ca®*, 1 mM
gluconato de Mg?*, 5 mM HEPES) con 1 mM de ouabaina y 100 uM de
amilorida. A uno de los grupos (dos grupos hipoténicos control) se le
adicioné de 100 pM bumetanida.

Previamente se hicieron curvas cinéticas para determinar la dosis y el tiempo

adecuados de incubacion.

2. Segunda incubacion: los grupos se incubaron ofros 15 minutos en 1 ml de la
misma solucion isoténica sin K* ni CI' con 1 mM de ouabaina y 100 uM de
amilorida de la siguiente manera:

i) Grupo control, no se le adiciond nada mas.

i)y Grupo control negativo, se le adicion6 100 uM de bumetanida.

iii) Grupos experimentales con ésteres de forbol y el inhibidor de la PKC, se
adicioné 100 nM (10”7 M) de estas sustancias.

iv) Grupos control hipoténicos, se incubaron en la misma solucion
hipoténica, adicionando nuevamente a uno de ellos 100 uM de bumetanida.

3. Captacidn: todos los grupos fueron tncubados durante 30 minutos en 1 ml de
solucion de captacion isofonica (34 mM Cloruro de N-metil D-glucamina

[NMDG-CI), 62 mM NaC!, 10 mM KCI, 1.8 mM CaCl;, 1 mM MgCl, 5 mM
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HEPES) con 1 mM de ouabaina , 100 uM de amilorida y 2.5 uCi de *Na’
(DUPONT). A los grupas control negativo se adiciond 100 uM de bumetanida.
Los grupos control hipotdnico se incubaron en una solucion de captacion
hipoténica (62 mM NaCi, 10 mM KCI, 1.8 mM CaCl;, 1+ mM MgCl, 5 mM
HEPES) con 1 mM de ouabaina , 100 M de amilorida y 2.5 pCi de Na".

Todos los grupos fueron lavados cinco veces en 1a solucion de captacion
isotonica fria (a 4°C aproximadamente) para detener la captacion de ??Na*. Cada
ovocito fue transferido con una pipeta Pasteur a un tubo de centelleo que contenia

350 il de dodecil sulfato de sodio (SDS; FISHER SCIENTIFIC) que es un

detergente que lisa las células y se agitaron los tubos para asegurar que los

ovocitos fueran lisados.

Figura 11. Contador de centelio

Se agregaren 2 ml de liquide de centelleo (SIGMA) a cada vial y se
contaron las emisiones de cada tubo en un contador de centelleo § (BECKMAN,

LS 6500; ver figura 11). Para conocer la actividad especifica de cada grupo se
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prepararon tres alicuotas con 10 pl de la solucidn de captacién con °Na* tomados
del medio de incubacién de cada grupo, ademds se adicionaron 350 pul de SDS y
2 ml de liquido de centelleo.

Las drogas que fueron utilizadas se muestran en la tabla 2. Para la
determinacién de la dependencia de dosis (de los distintos ésteres de forbol} se
hicieron diluciones a partir de un stock procurando agregar siempre la misma
cantidad de dimetilsulfoxido en los grupos expefimentales [DMSO (FISHER
BIOTECH), se utiliz6 este disolvente porque algunas de las drogas, como los
ésteres de forbol, no son solubles en agua]. También se agregd la misma cantidad

de DMSO para la determinacion de la dependencia de tiempo.

Tabla 2. Resumen de las drogas utilizadas en los experimentos y descripcion de
su funcién.

DROGA FUNCION
Ouabaina Inhibidor de la Na":K":ATPasa, soluble en H;O y DMSO
Amilorida Inhibidor de canales de Na', soluble en DMSO

Bumetanida | Diurético de asa. Inhibidor especifico del cotransportador de
Na":K":2Cl, soluble en DMSO

TPA Ester de forbol; activador de la PKC, soluble en DMSO

PDBu Ester de forbol; activador de la PKC, soluble en H;0 y DMSO
40PDD Ester de forbol que NO activa a la PKC, soluble en DMSO
BSM Inhibidor especifico de la PKC, soluble en DMSO

Anilisis estadistico
Los valores obtenidos se expresan como picomoles por ovocito por hora
{media + EE). Para determinar la significancia de los valores obtenidos se les

aplicd una prueba t de Student. Se considerd estadisticamente significativo

cuando la p<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 12 muestra la caracterizacion del cotransportador endogeno de
Na":K":2CI' en ovocitos de Xenopus laevis. En el eje de las ordenadas se expresa
la captacion de 2Na* como picomoles por ovocito por hora (pmolfovocito/h). En el

eje de las abscisas estan representados los grupos experimentales. Cada barra

* - o
400 4 I p<0.¢1 vs. control isoténico

= + p<0.01 vs. control isotonico
_:g ++ p<0.01 vs. control hipoténico
2 3004

>

e

]

E +

e

e 200+ T
2 *
- *

++

g * I

c

@ 100 4 I

o

8

[+

o

5]

Ctrl SinK' SinCl' Bum ctrl Bum

Isoténico Hipoténico

Figura 12. Caracterizacion del cotransportador endégeno de
Na”:K’:2CrI en ovocitos de Xenopus laevis.

representa la media de 20 a 30 ovocitos + el error estandar.
En este experimento observamos que la captacion de ?Na* en el grupo

control fue de 383421 pmol/lovocitorh; en ausencia de K' se redujo a 98+11
pmolfovocito/h; en ausencia de CI' a 134+11 pmoliovocitofh vy en presencia del

diurético de asa bumetanida [100 pMj fue de 108113 pmol/ovocito/h. El grupo
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control que fue incubado en un medio hipotdnico tuvo una caplacion de 186411
pmolfovocito/h y cuando se le adiciond la bumetandia [100 pM] se redujo a 80+10
pmolfovocitoh. En base a lo antes mencionado, concluimos que bajo estas
condiciones experimentales el transporte de Na* es dependiente de Cl'y de K*, es
sensible a bumetanida y a la tonicidad del medio. Por lo tanto, en ovocitos se trata
del cotransportador de Na":K":2CI".

Los cotransportadores electroneutros de Na*:K*:2CI' han sido descritos en
varios tejidos epiteliales y no epiteliales y se caracterizan por ser dependientes de
la presencia simultinea de los tres iones cotransportados, ser sensibles a
diuréticos de asa como el furosemide y la humetanida, y por su sensibilidad a la
osmolaridad del medio®®. La grafica de la figura 12 muestra que el
cotransportador endégenc de los ovocitos de la rana Xenopus laevis pertenece a
la familia de cotransportadores de Na*:K*:2CI descrita por Hebert et al * puesto
que hubo una inhibicidon en la captacion de Na’ en ausencia de los iones K" y CT
equivalente a la inhibicion causada por la bumetanida, observacion hecha
anteriormente por Suvitayavat et al ®. Esta grafica también demuestra que el
cotransportador en los ovocitos es activado en condiciones isoténicas, lo que
sugiere que en estas céluias, el cotransportador juega un papel importante en la
regulacion del volumen celular, funcion que ha sido descrita por varios autores
para otros tipos celulares®311:132840,

La figura 13 muestra la curva de dosis que se realizé para determinar cual
era !a dosis de éster de forbol que se utilizaria en todos los experimentos donde se

incluyera el TPA.
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Figura 13. Efecto del TPA sobre el cotransporte endogeno de
Na':K":2CI' en ovocitos de Xenopus laevis.

Para estudiar |a respuesta del cotransportador de Na*:K*:2CI" a Ia activacion
de la PKC (figura 13), se utilizdé en primer lugar al éster de forbol TPA como
activador de la PKC. El grupa control tuvo una captacion de 328110 pmolfovocito/h
y el grupo con bumetanida [100 mM] tuve una captacion de 99320 pmolovocito/h,
Los grupos experimentales con éster de forbo! tuvieron captaciones que iban
disminuyendo al aumentar la concentracion de TPA. Con una concentracion de 0.1
nM tuvimos una captacidn de 274+12 pmolfovocito/h, con 1 nM 302+10
pmol/ovocito/h, con 10 nM 161+£13 pmolfovocite/h y con 100 nM obtuvimos la
menor captacion que fue de 759 pmol/ovocito/h. Observamos un efecto dosis

dependiente sobre la actividad del cotransportador con el éster de forbol. A mayor
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concentracién de TPA en el medio de incubacion de los ovocitos se observa una
menor captacion de 2Na’, alcanzandose un valor equivalente al de la inhibicién
producida por el diurético de asa bumetanida con una concentracién de TPA de
100 nM. Suvitayavat et af ° reportaron una leve disminucion en la funcién del
cotransportador de Na*:K*:2CI' cuando incubaron a los ovocitos en un medio que
contenia el éster de forbol PDBu y al incubarlos con el inhibidor de la fosfatasa
caliculina A observaron que la capfacion de K* aumentaba cuatro veces.

La figura 14 muestra la curva de dosis que se realizé con el éster de forbol
PDBu. Como se muestra en este experimento, la captacién de #Na* disminuye al
aumentar la concentracion de PDBu. La captacién def grupo control fue de 353+25
pmol/ovocitofh y con la adicion de bumetanida [100 mM] disminuyd a 99120
pmol/ovocito/h. Los grupos experimentales tuvieron las siguientes captaciones;
con 0.1nM la captacién fue de 259+19 pmol/ovocito/h, con 1 nM fue de 267+2%
pmolfovocitorh, con 10 nM de 210127 pmolfovocito/h, con 100 nM de 8310
pmol/ovacito/h y con 1 mM fue de 161+27 pmoliovocito/h. Se puede observar que

el PDBu tuvo el mismo efecto inhibitorio dosis dependiente sobre la actividad del
cotransportador, y la inhibicibn maxima se alcanzd de igual forma con una dosis
de 100 nM.

Dong et al *° demostraron que ambos ésteres de forbol también produjeron
un efecto inhibitorio dosis dependienté en el epitelio ciliar de conejo, y lograron
una inhibicibn maxima tanto para TPA como para PDBu con la misma

concentracién que nosotros, 100 nM.
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Figura 14. Efecto del éster de forbol PDBu sobre el cotransporte
endodgeno en ovocitos.

La figura 15 muestra a inhibicién del cotransportador de Na":K":2CI' a
diferentes tiempos de incubacion con el éster de forboi TPA 100 nM. El grupo
control tuvo una captacion de 278114 pmolfovocito/h y ésta disminuyé a 7417
pmol/ovacitorh en presencia de bumetanida {100 mM]. Con un minuto de
incubacién en un medio con TPA 100 nM la captacion disminuyé a 233415
pmol/ovocito/h, a los cinco minutos la captacién fue de 134+14 pmoliovocito/h, a
los diez minutos fue may'(or alcanzando un valor de 88112 pmol/ovocito/h, después
de quince minutos se alcanzd la maxima disminucion en la captacion con 76+10
pmolfovocitofh y, finalmente, a los veinte minutos la captacion fue de 10248

pmol/ovocito/h.
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Figura 15. Efecto del tiempo de incubacion con TPA sobre la actividad
del cotransportador endégeno de Na*:K":2CI" en ovocitos de Xenopus
laevis.

La grafica de la figura 15 muestra claramente que e! efecto de los ésteres
de forbol es también tiempo dependiente, puesto que a mayor tiempo de
incubacion se logré una menor captacion de 2’Na*, alcanzandose la mayor
inhibicién a los 15 minutos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Dong ef af o quienes establecieron la relacion que existe entre el tiempo de
incubacioén con PDBu y la actividad del cotransportador de Na”:K*:2Cl' de las

células epiteliales ciliares de conejo.
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Figura 16. Efecto del 4«PDD sabre el cotransporte endégeno en
ovocitos de Xenopus laevis.

Finalmente, como se observa en la figura 16, estudiamos la dependencia de
dosis con el éster de forbol 4aPDD, que es incapaz de activar a la PKC, para
carroborar que el efecto observado anteriormente se debiera en realidad a la
activacion de la PKC. La captacion del grupo control de 353425 pmol/ovocito/n fue
muy similar a la de los grupos experimentales; con una concentracion 0.1 nM de
4cPDD la captacién fue de 360117 pmollovocito/h, con 1 nM de 354121
pmol/ovocito/h, con 10 nM fue de 361123 pmolfovocitorh, con 100 nM de 346425
pmo¥ovocito/h y con 1 uM la captacién fue de 390129 pmol/ovocito/h. A pesar del

incremento en la dosis de 4aPDD, no se cbservd un efecto inhibitorio significativo
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con respecto al control. Esto mismo observaron Dong et af 0 en el epitelio cifiar de
conejo.
La figura 17 muestra el efecto de la activacion de la PKC sobre la funcion

del cotransportador de Na":K*:2CI".
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Figura 17. Efecto de la activacion o inhibicion de la PKC sobre el
cotransporte endogenc de Na*:K*:2CI" en ovocitos de Xenopus laevis.

La maxima captacién de 383+21 pmolfovocito/h se observd en el grupo
contral bajo condiciones iscténicas. En el grupo control hipoténico la captacion fue
de 186+11 pmoliovocito/h. La adicion de bumetanida [100 uM)] redujo la captacion
a 108+13 pmolfovocito/h y se logro una reduccion semejante con la adicion del
éster de forbol TPA {100 nM] que activa a la PKC de 110+£10 pmol/ovocito/h, La

caoincubacién de los ovocitos en un medio que contenia el éster de forbol [100 nM]

38



y un inhibidor de la PKC conocido como bisindolilmaleimida (BSM) {100 nM]
produjo una parcial recuperacién en 1a captacién de 208+35 pmollovocito/h. La
captacién obtenida tras 1a adicidn al medio del éster de forbol 4«PDD (que no
activa a la PKC) no fue significativamente diferente del contro! isoténico (329118
vs. 383121 pmoilovocitolhj.

Este experimento muestra que la activacion de la PKC con e éster de forbol
TPA [100 nM] tiene un efecto inhibitorio sobre e! cotransportador de Na*:K*:2CI
comparable al producido por la bumetanida, Se comprobd que este efecto es
producido por la PKC y no por algin otro mecanismo que pudiera ser activado por
la presencia det TPA en el medio de incubacion, puesto que su analogo 4cPDD,
que posee las caracteristicas generales de un éster de forbol pero que no es
capaz de activar a la PKC, no inhibia al cotransportader en forma significativa con
respecto al control. Ademas, el inhibidor especifico de la PKC, 1a BSM, provocé
una recuperaciéﬁ parcial en la actividad del cotransportador cuando los ovocitos
fueron incubados tanto con el activador (TPA) como con el inhibidor (BSM) de la
PKC. Dong et al *° describieron un efecto inhibitorio de la PKC semejante en el
epitelio ciliar no pigmentado de conejo. Estos experimentos sugieren que el efecto
inhibitorio de los ésteres de forbol TPA y PDBu sobre la captacién de #Na*

mediado por al cotransportador de Na™:K":2CI' esta relacionado con la activaciéon

de la PKC.
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En la figura 18 se resumen los tres experimentos donde se establece la

dependencia de dosis de los ésteres de forbol TPA y PDBuU, asi como la
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100 .
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Figura 18. Inhibicién del cotransporte endégeno de Na*:K":2CI
producida por los esteres de forbol.

inhabilidad del 4«PDD de activar a la PKC. Tanto TPA como PDBu se comportan
en forma similar, TPA {100 nM] redujo la captacién de *Na* mediada por el
cotransportador de Na":K“:2CI' de un valor control de 328+10 a 7519
pmolfovocito/h. PDBu {100 nM] redujo |a captacion de un valor control de 353125 a
83+47 pmoliovocito/h.

En resumen:
1. Eltransporte de Na":K":2CI" en ovocitos se inhibio en presencia del diurético de

asa bumetanida, lo que indica que los ovocitos expresan el cotransportador de

Na*:K*:2CI sensible a bumetanida.
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2. La estimulacion de fa PKC con dos ésteres de forbol (TPA y PDBu) redujeron
ta captacién de **Na* a vatores semejantes a los obtenidos con la adicion de
bumetanida. A mayor concentracién de los ésteres de forbol se observd una
mayor disminucion en la captacion de 2Na*, o sea una mayor inhibicién del
cotransportador de Na*:K*:2CI".

3. Cuando los ovocitos fueron expuestos a un medio que contenia tanto el
inhibidor de la PKC como el activador de fa misma, TPA, el inhibidor especifico
de la PKC, BSM produjo una parcial recuperacion en [a captacion de 2Na*

4. Cuando fue incluido en el medio de incubacion de los ovocitos el éster de
forbol 4aPDD, que a pesar de compartir las caracteristicas tipicas de los
ésteres de forbol fue incapaz de activar a la PKC, no hubo efecto alguno sobre
la actividad del cotransportador de Na“:K":2CI'" ain cuando la dosis fue
aumentada hasta 1 uM.

5. El efecto del éster de forbol TPA sobre el cotransporte de Na“:K":2CI' en
ovocitos de Xenopus laevis fue tiempo y dosis dependiente.

6. El efecto del éster de forbot PDBu fue también dosis dependiente.

CONCLUSION

La funcién del cotransportador de Na™:K*:2CI del ovocito de Xenopus laevis

se regula negativamente por la activacién de la PKC con ésteres de forbol.
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2. La estimulacién de la PKC con dos ésteres de forbol (TPA y PDBu) redujeron
la captacion de ?Na* a valores semejantes a los obtenidos con la adicion de
bumetanida. A mayor concentracién de los ésteres de forhol se observd una
mayor disminucién en la captacion de ?Na’, o sea una mayoer inhibicion del
cotransportador de Na*:K":2Cl".

3. Cuando los ovocitos fuercn expuestos a un medio que contenia tanto el
inhibidor de la PKC como el activador de 1a misma, TPA, el inhibidor especifico
de la PKC, BSM produjo una parcial recuperacién en la captacion de 2Na*

4. Cuando fue incluido en el medio de incubaciéon de los ovocitos el éster de
forbol 4aPDD, que a pesar de compartir las caracteristicas tipicas de los
ésteres de forbol fue incapaz de activar a la PKC, no hubo efecto alguno sobre
la actividad del cotransportador de Na":K*:2CI' ain cuando la dosis fue
aumentada hasta 1 uM.

5. El efecto del éster de forbol TPA sobre el cotransporte de Na“:K':2CI' en
ovoacitos de Xenopus laevis fue tiempo y dosis dependiente.

6. Elefecto del éster de forbo! PDBu fue también dosis dependiente.

CONCLUSION

La funcion del cotransportador de Na™:K":2Cl del ovocito de Xenopus laevis

se regula negativamente por la activacion de la PKC con ésteres de forbol.
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