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INTRODUCCION
I. Regulacion del volumen celular

Las células de los organismos que viven expuestos a variaciones en la
composiciéon del medio extracelular e intracelular pueden experimentar cambios
en el volumen celular y la capacidad de autorregularse es fundamental. Es por
ello que el control del volumen celular es uno de los mecanismos homeostaticos
mas importantes y probablemente uno de los mas antiguos, siendo un rasgo
caracteristico preservado a escala evolutiva. Durante mucho tiempo se pensé
que la propiedad de regulacion de volumen solo se daba en organismos
expuestos constantemente a perturbaciones en la osmolaridad del medio donde
habitan, o en especies acuéticas que viven en aguas de diferente salinidad
durante su ciclo de vida (el salmén es el ejemplo mas conocido). Sin embargo,
se ha demostrado que los animales terrestres donde la osmolaridad del plasma
se mantiene generalmente constante, poseen también esta capacidad y es un

proceso activo aun en condiciones fisioldgicas.

En mamiferos se han desarrollado mecanismos (como las funciones
renales) que regulan el fluido intersticial y el plasma circundante de los tejidos
en condiciones normales. A nivel celular, la membrana plasmatica es
impermeable a proteinas y altamente permeable al agua, lo que provoca que la
presion coloidosmoética en el interior celular sea mayor. Si el agua y los iones
permanentes se distribuyeran de acuerdo a la teoria de Gibbs-Donnan, la célula
se hincharia en condiciones isosméticas hasta que la concentracién de solutos
impermeables fuera insignificante, provocando finalmente lisis celular. Sin
embargo en condiciones fisiolégicas este aumento de volumen celular
coloidosmotico no ocurre y las células mantienen niveles constantes de agua y
solutos.



Debido a la permeabilidad selectiva de las células, una diferencia en la
concentracién de solutos (osmolaridad) entre el medio extracelular e intracelular
provoca el movimiento osmoético de agua para equilibrar el gradiente y en
consecuencia un cambio en el volumen celular (Pasantes-Morales, 1996).
Cambios en la osmolaridad del medio se generan tanto en respuesta a procesos
metabdlicos necesarios para la supervivencia, reflejandose en modificaciones en
la composicidbn del medio intracelular; como en respuesta a procesos
patoldgicos, generalmente provocando cambios en la concentracion de
osmolitos en el medio externo, Para contrarrestar los cambios en el volumen
subsecuentes a estas alteraciones en el equilibrio osmotico, las células utilizan
multiples mecanismos de regulacion, incluyendo el transporte de osmolitos y
vias metabdlicas; de esta forma no sélo se modifica el volumen, sino que

también se alteran profundamente las funciones celulares (Lang et al., 1998).
Il. Importancia del volumen celular en procesos fisiolégicos

Los efectos mas obvios de los cambios en el volumen celular son
mecanicos, lo cual puede alterar la funcién celular. En las neuronas, por
ejemplo, debido a que su funcidén depende de su arquitectura, estratificacion y la
localizacion especializada de las sinapsis, esta puede verse seriamente
comprometida por cambios en el volumen. A nivel celular el aumento o
disminucién del volumen puede alterar el metabolismo debido al cambio en las
concentraciones de enzimas y substratos, y modificar los niveles de moléculas
que sirven como mensajeros en la transduccion de senales (O Neill, 1996). Por
otra parte, un cambio en el volumen citosolico puede provocar alteraciones en la
funcién de organelos como resultado de fluctuaciones en el pH intracelular y las
concentraciones de enzimas, cofactores, calcio y fuerza ionica. El cambio en el
volumen de células individuales tiene implicaciones importantes no solo para su
funcionalidad propia, sino para el érgano y por consiguiente al organismo al que
pertenece. Ademas de la necesidad de mantener constante la concentracion
intracelular de solutos, muchos de los cuales son parte de eventos complejos de
sefalizacién, se ha propuesto que el volumen celular participa de manera directa
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en el control del metabolismo y expresiéon de genes, como sefial de proliferacion,
muerte y migracion celular, asi como “disparador” de mecanismos que originan
la insercion de proteinas membranales, canales, receptores y transportadores. A
su vez los cambios en el volumen interfieren con el reciclamiento de receptores
membranales, y modifican la liberacion de hormonas y neurotransmisores

(Pasantes-Morales, 1996).

El higado, sujeto a irrigacion sistémica y portal, estd sometido a
diferencias sustanciales en la concentracion de aminoacidos, acidos biliares y
glucosa entre el ayuno y la ingestién de alimentos. El hinchamiento celular
representa una sefal anabdlica, estimulando la sintesis de proteinas, la
glucogénesis, la exocitosis y el flujo biliar. Por el contrario, una reduccién en el
volumen celular desencadena procesos catabdlicos, como la protéolisis y la
glucogendlisis. Las hormonas que regulan la funcién hepatica tienen efectos
sobre el volumen celular, por ejemplo, la insulina y la fenilefrina provocan
hinchamiento, mientras que el ATP, el AMPc y el glucagon reducen el volumen
(Dunkelberg et al., 2001). En epitelios, el transporte transcelular de iones,
nutrientes y productos de desecho se logra por la incorporacién de éstos a
través de una de las membranas y la expulsién por la contraria (de la célula
contigua). Esta constante entrada y salida de sustancias osméticamente
activas durante el transporte epitelial se traduce en cambios continuos del
volumen. En el intestino, la vejiga y los tubulos proximales del rifidn, la
incorporacién luminar de sustratos, como glucosa o aminoacidos, esta acoplada
al gradiente de Na*, lo que provoca hinchamiento celular y una consecuente
activacion de canales de K* en la membrana basolateral como mecanismo de
regulacion. Este mecanismo no sélo favorece la regulacion de volumen, sino que
también mantiene el gradiente electroquimico regenerando el proceso (Lang et
al., 1998)

En el cerebro, el volumen total estd constituido por la suma de: el
volumen sanguineo, el volumen del liquido cerebro espinal (LCE), el volumen del

espacio extracelular y el del parénquima. Debido a que el craneo es rigido, un



cambio en el volumen de cualquiera de los componentes, aunque pareciera
insignificante puede tener consecuencias fatales para el individuo. El
hinchamiento celular que se observa en distintas patologias, incrementa la
presion provocando la compresion de pequefos vasos sanguineos, produciendo
isquemia y dafo celular. Un incremento mayor en la presion puede provocar el
desplazamiento del parénquima cerebral por el foramen magnum, comprimiendo
los nucleos cardiaco y respiratorio del tallo cerebral lo que puede provocar la
muerte del individuo (McManus y Churchwell, 1994). Las patologias que
desencadenan cambios en el volumen pueden agruparse en: anisosmoticas, que
resultan de modificaciones en la osmolaridad plasmatica (como el sindrome de
secrecidén inapropiada de hormona antidiurética, la intoxicacién por agua, la
insuficiencia cardiaca congestiva); y las citotoxicas que a su vez, son el
resultado de cambios en el volumen celular que pueden darse incluso en
condiciones isosméticas provocando muerte celular (como isquemia,
encefalopatia hepatica, crisis epilépticas, hipoxia o0 anoxia y trauma
craneoencefalico). El hinchamiento celular que resulta de la patologia citotoxica,
tiene mas riesgos que el causado por hiposmolaridad, ya que no se sabe de

sistemas mas efectivos de regulacidén del volumen.
lll. Mecanismos de regulacién del volumen celular
Las células pueden tener tres tipos de respuestas ante el estrés osmético:

1. No responder (en cierto intervalo). Ejemplo de ello son los organismos que
poseen pared celular como las plantas, algunas bacterias y levaduras.

2. Evadirlo. Los moluscos, pueden evadir cambios en la osmolaridad interna
cerrando sus conchas, aunque es necesario que regulen su osmolaridad

intracelular.

3. Adecuacion. Las células de la mayoria de los organismos activan procesos
para adecuarse al gradiente osmotico impuesto, tratando de permanecer en su

tamano original.
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Dentro de esta ultima, la movilizacién de solutos osméticamente activos
en la direccion apropiada es la manera méas efectiva y rapida de cambiar la
osmolaridad y de esta forma contrarrestar los cambios en el volumen. La
regulacion del volumen en general, se da cambiando la concentracion de
intracelular de iones, principalmente Na*, K" y CI'. Sin embargo, cambios en las
concentraciones idnicas, alteran la funcién de diferentes proteinas, incluyendo
enzimas, y transportadores membranales. Para evitar lo anterior, las células
utilizan osmolitos "compatibles", cuyo cambio en su distribucion, no altera la
funcién normal de las proteinas (Lang et al., 1998). A este grupo pertenecen: los
osmolitos organicos (aminoacidos), polialcoholes y las metilaminas. La
concentracién de cada uno de estos osmolitos varia segun la especie y el tipo
celular; de esta manera también varia la importancia que tienen en la regulacion
del volumen. La célula puede acumular estos osmolitos ya sea aumentando su
sintesis, disminuyendo su degradacién o estimulando su transporte, asi como
disminuir su concentracion intracelular aumentando su degradacién o activando

su liberacion.

En células animales, los aminoacidos mas abundantes son taurina,
glutamato, glicina, alanina, GABA y glutamina. La concentracién de estos
aminoacidos es de 30-40mM, siendo los mas abundantes glutamato y taurina.
En cultivos primarios de astrocitos de rata, por ejemplo, la concentracidon
intracelular de aminoacidos libres es significativamente mayor, y oscila entre 50
y 60 mM (Pasantes-Morales, 1996).

Cuando las células se exponen a un medio anisosmético cambian su
volumen de acuerdo al cambio en la osmolaridad externa. En el caso en que una
célula animal este expuesta a una solucién hiposmética, inicialmente el volumen
celular aumenta debido a la entrada de agua, por el cambio de presion osmaotica
extracelular. Generalmente, el volumen celular se incrementa alcanzando un
maximo en un tiempo variable, que depende de: 1) la velocidad en el cambio en
la osmolaridad extracelular en el plano inmediatamente adyacente a la

membrana plasmatica, 2) la permeabilidad de la membrana plasmatica al agua,



3) la relacién entre area de la membrana y el volumen de la célula (Hallows y
Knauf, 1994; Hoffmann y Simonsen, 1989). Después de este maximo, el
volumen celular disminuye, aun cuando la osmolaridad extracelular se mantenga
por debajo del valor del control inicial. Este proceso compensatorio del volumen,
que generalmente ocurre en un periodo de varios minutos, se conoce como
Decremento regulador del volumen (DRV). En la mayoria de los casos, las
células no retornan totalmente a su volumen inicial, sino que alcanzan un nivel
estable ligeramente superior. De manera analoga, cuando las células se
mantienen en una solucion hiperosmética, su volumen disminuye y en la
mayoria de los casos, tienden a recuperarle mediante el proceso conocido como
incremento regulador del volumen (IRV). Para reducir el gradiente osmético en
soluciones hiperosméticas, las células tienen que aumentar los niveles internos

de solutos osméticamente activos.

El contenido celular de K" y CI disminuye en respuesta a la
hiposmolaridad, como consecuencia de la activacion de los sistemas de
transporte encargados de expulsar estos iones. En algunas células, esta salida
se da por la activacién de un sistema de co-transporte electroneutro. En otros
tipos celulares, la movilizacion de los iones se da por la accién simultdnea de
sistemas que intercambian aniones y cationes. Generalmente los sistemas que
participan en la regulacién del volumen celular intercambian K*/H" y CI/HCO3". A
pesar de la existencia de estos sistemas de co-transporte electroneutro, el
mecanismo mas generalizado para expulsar K* y Cl" y corregir el volumen celular
es la activacion de vias electrogénicas, constituidas por canales iénicos
presentes en la membrana celular. Se ha demostrado que la exposicion de
diferentes tipos celulares a medios hiposmoticos produce un incremento en los

flujos de taurina y de otros aminoacidos a través de la membrana.

En el caso de la regulacién de volumen en condiciones hiperosmaticas, la
recuperacién del volumen se encuentra asociada con un aumento inicial en los
niveles celulares de Na*, K" y CI', seguida de la entrada de agua osméticamente
obligada a la célula. En algunos tipos celulares la hiperosmolaridad induce la



activacion del sistema de co-transporte Na/K*/2CI" (Liedtke y Cole, 2002;
Nylander-Koski et al., 2005), por lo que el aumento de volumen es dependiente
de la presencia de estos iones en el medio de incubacion. En otras células
también se propone que la regulacion de volumen celular no es dependiente de
K" extracelular, por lo que podria estar participando un sistema de co-transporte
Na*/Cl" en la regulacion del volumen. Existe una gran cantidad de evidencia
experimental respecto a los mecanismos involucrados en el control del volumen
celular en condiciones anisosméticas. Sin embargo en adelante este trabajo se
enfocard a los fendmenos asociados al DRV en respuesta al hinchamiento
hiposmatico.
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Taurina, el osmolito ideal

La taurina es un B- aminodacido sulfénico, producto del catabolismo de la
cisteina. Tiene un Pkal= 1.5y un pKa2= 8.82, es decir que en pH fisiolégico se
encuentra como zwitterion (carga neta neutra) y en esta conformacién es como
se libera en respuesta al cambio hiposmético. Se puede liberar como tal o unida

a sales biliares como taurocolato, taurodisoxilato, etc.

La taurina es llamada un osmolito perfecto. Esto debido a que su
transporte y liberacion celular es sensible a cambios en la osmolaridad y a que al
ser una molécula eléctricamente neutra, no altera el potencial de membrana ni
otros procesos celulares; es metabolicamente inerte y el costo energético de su
produccion es bajo debido a que es producto final del catabolismo (Pasantes-
Morales, 1996). Adicionalmente, su incremento en el espacio extracelular,
posterior a su liberaciéon, no altera la actividad eléctrica de tejidos excitables
como en el caso de glutamato o GABA, importantes neurotransmisores en el
cerebro.



La liberacién de taurina en condiciones hiposmoticas tiene un curso
temporal parecido al cambio en el volumen (figura 1), donde la maxima
liberacién es entre el minuto uno o dos, a partir de ese momento comienza a

disminuir el flujo (Pasantes-Morales et al., 1998).
Sensor de volumen.

La tendencia de las células a mantener un volumen constante, ya sea en
condiciones isosmoéticas 0 cuando son expuestas a soluciones anisosmoticas,
denota que existe un sensor de volumen. Una vez detectada una variacion en el
volumen, tiene que activarse una cascada de sefalizacién que comunique el
sensor con los sistemas de transporte de difusion de electrolitos, permitiendo asi

la recuperacioén del volumen original.

Estructuras sensibles a cambios en el volumen deben existir en todos los
tipos celulares capaces de desencadenar una respuesta reguladora, incluso en
varios de los organelos. En bacterias y levaduras se han identificado proteinas
transmembranales, cinasas de histidina osmosensoras (Wurgler-Murphy y Saito,
1997), en Escherichia coli el sistema de dos componentes EnvZ-OmoR regula la
expresion de dos porinas de diferente didmetro de poro, OmpF y OmpC (Cai y
Inouye., 2002). En respuesta a un estimulo hiperosmoético en Saccharomyces
cerevisiae, |la proteina SIn 1 activa una cascada de eventos de fosforilacién que
resultan en la expresion del gen GPD 1, que codifica una enzima fundamental en
la sintesis de glicerol, osmolito acumulado para contrarrestar el choque osmético
(Tao et al.,, 1999). En eucariontes no se han identificado moléculas

osmosensoras, aungue se han propuesto algunos mecanismos:

Agrupamiento de macromoléculas (Macromolecular crowding). La
teoria de la exclusién por volumen postula que la actividad termodinamica de las
proteinas en un ambiente altamente concentrado es funcion de la composicidén
del medio (Al-Habori, 2001). Por lo tanto, cambios en la concentracion y tamario

de macromoléculas, pueden alterar de manera significativa la actividad de las



proteinas efectoras y reguladoras, incluso en condiciones donde su
concentraciéon no se modifique. Estos cambios se dan en los procesos de
hinchamiento, encogimiento y regulacion del volumen. Por esto, se ha propuesto
al agrupamiento macromolecular como sensor, tomando en cuenta que el
interior celular es un ambiente altamente concentrado y que cambios en la
actividad termodinamica de proteinas (cinasas, fosfatasas) afectan Ila
permeabilidad de los canales y transportadores efectores. (Summers et al.,
1997). Existe evidencia experimental que apoya esta teoria (Colclasure y Parker,

1992; Summers et al., 1997), pero no es suficiente para respaldarla totalmente.

Fuerza idnica. La importancia de la fuerza idnica intracelular como
sensor de cambios en el volumen en condiciones anisosmaticas fue demostrada
por primera vez en los trabajos de Motais et al. (1991), en eritrocitos de trucha y
ha sido comprobada en otros tipos celulares (Cannon et al., 1998; Cardin et al.,
1999; Voets et al., 1999: Wittels et al., 2000). En cultivo de astrocitos de corteza
cerebral de rata, la liberacibn de taurina osmosensible por hinchamiento
hiposmotico (LTO) y el DRV son mas eficientes cuando el hinchamiento se
acompana de una disminucién en la fuerza idnica intracelular (inducido por
hiposmolaridad), que cuando el hichamiento es en condiciones isosmoticas
donde la fuerza idnica intracelular no disminuye (Cardin et al., 1999). Si bien no
es claro si el efecto de la fuerza ionica actua directamente sobre las vias de
movilizacion de osmolitos (Voets et al., 1999), regulando el umbral de activacion
(Cannon et al., 1998) o modificando la actividad de cinasas involucradas en las
vias de transduccion de sefales (Wittels et al., 2000); es evidente que se
necesita una reduccién en la fuerza idnica intracelular para la activacion del flujo

de taurina y la corriente de CI sensibles a hinchamiento.

Tension membranal. El hecho de que la corriente de CI' sensible al
volumen (IciSV) se active por presidén y por el tratamiento con sustancias que
alteran la forma celular, como clorpromazina y el dipiridamol, sugiere que los
cambios en la tension membranal podrian ser el sensor para la activacién de los

mecanismos de regulacion del volumen. Sin embargo, calculando el &rea de la



superficie celular en base a medidas de capacitancia y comparandolo con los
datos obtenidos midiendo el area de la “esfera celular”, se ha demostrado que la
tension membranal original y que el hinchamiento es a expensas de la pérdida
de invaginaciones en la membrana y no de un incremento en la tension (Okada
et al., 1997).

Citoesqueleto e integrinas. Los cambios en el volumen provocan
perturbaciones en la morfologia celular y en consecuencia en el citoesqueleto.
Varios de los segundos mensajeros involucrados en la activaciéon de las vias de
transporte tienen interacciones funcionales con el citoesqueleto e incluso los
canales y transportadores muchas veces estan asociados a éste (Janmey,
1998). Tomando en cuenta lo anterior, se ha propuesto que el citoesqueleto,
particularmente el de actina, podria estar involucrado en los mecanismos de
regulacion del volumen, sin embargo, en astrocitos de cerebelo de rata, el
tratamiento con citocalacina B y D destruye completamente el citoesqueleto de

125 (como marcador del

actina, pero no altera el DRV, la liberacion de inositol y
flujo de CI') (Moran et al., 1996). Se ha puesto menos atencion en los filamentos
intermedios; sin embargo en astrocitos de ratones deficientes en vimentina y en
proteina glial fibrilar (GFAP-/-, vim-/-), la LTO en respuesta a un estimulo
hiposmoético es 26-45% menor (Ding et al., 1998). Las integrinas son
glicoproteinas transmembranales que interacttan con moléculas de matriz
extracelular, citoesqueleto y proteinas que participan en senales intracelulares.
Se encuentran en areas de adhesion focal y transmiten senales relacionadas
con el anclaje, el movimiento y la diferenciacién. Algunos estudios siguieren que
la activacion de integrinas juega un papel importante como sensor, lo que ha
llevado a postular que un cambio en el volumen podria provocar una
acumulacion de integrinas y desencadenar las vias de senalizacién de las
adhesiones focales de una manera independiente de ligando. Varias proteinas
relacionadas con las vias de activacién del DRV, como p125FAK, PKC, src y
pequenas proteinas que unen GTP, actuan en los complejos de adhesion focal
después de la activacion de las integrinas (Pedersen et al., 2001).
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Vias de movilizacion de osmolitos

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

El canal de CI' rectificador saliente sensible a volumen (RSSV) tiene una
conductancia unitaria de 40-50pS a potenciales negativos, siendo la rectificacion
una propiedad intrinseca del canal ya que se observa incluso a nivel de canal
unico. La secuencia de permeabilidad aniénica es: SNCN™ > I’ > NO3 > BR™ >
HCOs; > F > gluconato > glicina > taurina > lactato > aspartato = glutamato. El
RSSV se inactiva con el tiempo a voltajes positivos (>50-60mV), siendo la
cinética de activacion mas rapida a medida que aumenta la concentracion de
[Mg*?] intracelular, disminuye el pH extracelular o en presencia de cationes

divalentes extracelulares.

La actividad del canal es dependiente de ATP intracelular, ya que cuando
éste se depleta no se detectan corrientes de CI” sensibles a hinchamiento, lo que
es de relevancia patolégica en condiciones de isquemia porque probablemente
el canal este inhibido. (Okada et al., 1997; Nilius et al., 2000).
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Figura 1. Cambio en el volumen celular y en la tasa de liberacion de *H-taurina
en condiciones hiposmoticas. Experimentos realizados en cultivo de astrocitos
de rata expuestos a soluciones hiposméticas 50% (Cardin et al., 1999)

El RSSV es sensible a bloqueadores clasicos de canales de CI' como
DIDS (4cido 4-4’-diisotiocianoestilben.2,2’-disulfénico), SITS (acido 4-
acetamido-4-isotiocianoestilben-2,2"-disulfénico), NPA (acido N-fenilantalinico),
9AC (acido 9-aminocamptotécico), NPPB (acido 5-nitro2-(3-
fenilpropilamino)benzoico) y &cido nifliumico; inhibidores de la glicoproteina P
como tamoxifen, DDFK (1,9-dideoxiforskolina), verapamil, quinina y quinidina
(Okada et al.,, 1997; Nilius et al., 2000) y se inhibe también por &cido
araquidoénico y otros acidos grasos polinsaturados (Sanches-Olea, 1995). A la
fecha no se ha identificado de manera clara la entidad molecular del canal de CI
RSSV. Sin embargo se han propuesto diferentes candidatos como son la familia
de canales de cloro dependientes de voltaje (CIC), el fosfolema, el canal de
fibrosis quistica (CFTR).
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Canales de K*. Los canales de K™ osmosensibles se pueden agrupar en
dos clases: 1) canales de conductancia unitaria entre 100-200pS dependientes
de Ca*? reportados principalmente en células epiteliales, cuyas caracteristicas
biofisicas y farmacolégicas corresponden a los canales de K* de gran
conductancia (BK); 2) canales de conductancia unitaria <100pS, en general
independientes de Ca*. (Pasantes-Morales y Morales-Mulia, 2000). En varios
tipos celulares el hinchamiento hiposmético estd asociado a una despolarizaciéon
celular, la cual podria activar canales de K* rectificadores salientes dependientes
de voltaje. La tranfeccion del canal dependiente del voltaje Kv1.3, pero no el
Kv3.1, confiere a una linea celular de linfocitos T de rata la capacidad de regular
volumen (Deutsch y Chen, 1993). También en estas células el bloqueo de la
corriente de K*, cuya entidad molecular es un canal de K* dependiente de Ca*?
(hSK4), impide el DRV (Khanna el at, 1999).

La proteina IsK se asocia con los canales de K* KCNQ1, generando la
corriente de K* rectificadora tardia de activacion lenta. Las células de traquea de
ratones IsK -/- pierden la capacidad de regular el volumen que tienen las células
de ratones control (IsK +/+), sugiriendo un papel importante para esta proteina
en el DRV. (Lock y Valverde, 2000). No esta claro si la corriente de K*
osmosensible ocurre a través de canales activados directamente por el
hinchamiento, canales abiertos en condiciones basales o activados por cambios
subyacentes al hinchamiento, como reorganizacion del citoesqueleto,

incrementos en K* citosdlicos, variaciones en el potencial de membrana y otros.

Osmolitos organicos. La via de movilizacién de osmolitos organicos es
de tipo difusional y no depende de un transportador dependiente de Na*, como
el que se utiliza para el transporte de estas moléculas en condiciones basales e
hiperosméticas. Las evidencias que apoyan esto son: a) el flujo de osmolitos es:
independiente de Na*; b) el flujo es insensible a bloqueadores especificos de
estas vias; c) el flujo es bidireccional y su direccién estd determinada por el
gradiente electroquimico; d) el flujo de osmolitos organicos no se satura
(Pasantes-Morales et al., 1996). El flujo de osmolitos organicos es sensible a los
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mismos blogueadores que la corriente de CI* sensible a volumen (IgSV) en
varios tipos celulares (Perlman y Goldstein, 1999; Junankar y Kirk, 2000).
Experimentos realizados con aminodcidos en forma anionica, demostraron que
el canal de CI' RSSV que media la ISV tiene un poro lo suficientemente grande
para dejar pasar osmolitos organicos (Roy et al., 1995; Boese et al., 1999) estas
evidencias, aunque indirectas, y las caracteristicas difusionales de la via,
respaldan la teoria de una via comun para el transporte de CI" y osmolitos

organicos mediante una molécula semejante a una canal aniénico.

En los dltimos afos se ha acumulado evidencia en varios tipos celulares
que sugiere la existencia de vias independientes. En células de Ehrlich los flujos
osmosensibles de taurina y **CI" responden de manera distinta al DIDS vy al
acido araquidonico (Lambert y Hoffman, 1994). La LTO y ISV responden con
diferente sensibilidad al DIDS (Stutzin et al., 1997). La expresién de canales
anidnicos y transportadores en ovocitos de Xenopus laevis resulta en la
activacion de un flujo de taurina en respuesta a soluciones hiposmoticas, pero la
corriente de CI" no se modifica (Stegen et sl., 2000). Hay suficiente evidencia
respaldando tanto una via Unica, como vias separadas. Incluso existen trabajos
que postulan la existencia de vias independientes para cada uno de los
osmolitos organicos (Junankar y Kirk, 2000). Estas dos hipo6tesis no son
excluyentes, ya que ambos tipos de canales podrian coexistir en la misma célula
0 un mismo canal podria cambiar sus propiedades segun las condiciones
experimentales. Hay que tomar en cuenta que células de diferentes organismos
incluso de tejidos distintos, tienen diversas maneras de controlar el volumen y

por lo tanto de movilizar osmolitos organicos.
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IV. Transduccion de senales involucradas en la regulacion de las vias de

movilizacion de osmolitos.

Cinasas de tirosina. Son proteinas que transfieren un fosfato-y,
generalmente del ATP, a un residuo de tirosina a las proteinas sustrato.
Inhibidores de estas proteinas, como tirfostina A23, genisteina, lavendustina A 'y
herbimicina A, disminuyen la ISV y la LTO en varios tipos celulares (Pasantes-
Morales et al., 2000), lo que sugiere un evento de fosforilacién de este tipo en la
via de activacion del flujo de osmolitos. La cinasa de adhesién focal (p125FAK)
es una proteina activada por integrinas que se asocia con proteinas como PI3K,
Shc, Grb2, paxilina, miembros de la familia src y p130cas. P125FAK se fosforila
en respuesta a un estimulo hiposmético en células CIH-407, aparentemente esta
fosforilacion es mediada por la proteina Rho y p125FAK podria ser la proteina
que activa PI3K en condiciones hiposméticas en estas células (Tilly et al., 1996).

Cinasas activadas por mitogenos o estrés. El estimulo hiposmético
activa en varios tipos celulares a las proteinas cinasas activadas por mitégenos
(MAPKSs) o estrés (SAPK). Las MAPKSs reconocen sitios compuestos de serina o
treonina seguidas de prolina y los aminoacidos que rodean estos sitios
incrementan la especificidad de reconocimiento. Erk1 y Erk2 se activan en
respuesta al estimulo hiposmaético en muchos tipos celulares (Pasantes-Morales
et al., 2000) y en astrocitos de corteza estas proteinas estan involucradas en la
activacion de la ISV (Crépel et al., 1998). En mamiferos se expresan también
distintos tipos de cinasas activadas por estrés (SAPK) como son Jun (JNK 1/2/3)
y las proteinas p38 (p38a/P/x/y/d) y Erk5 son activadas por tipos especificos de
cinasas de MAPKs (MEKSs): MEK1/2, MEK3/6, MEK4/7 y MEKS5 respectivamente
(Chang y Karin, 2001).JNK y p38 se activan también en respuesta al
hinchamiento hiposmatico, pero a la fecha no se ha encontrado una relacién
entre la actividad de estas proteinas y la activacion de los flujos de osmolitos

(Pasantes-Morales et al., 2000).
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Proteinas cinasas C. La familia de proteinas cinasas C (PKC) se activan
por Ca* y 1,2-diacilglicerol (DAG). La LTO es independiente de PKC en el nlcleo
supraédptico de la rata (Deleuze et al., 2000) y en neuronas granulares de
cerebro (Morales-Mulia et al., 2001). El bloqueador de la PKC, queleritrina,
inhibe el flujo de aminoacidos en células cardiacas (Song et al.,, 1998) y en
sinaptosomas (Tuz et al., 2004). Varios de los canales propuestos como
responsables de la corriente de K" sensible a volumen son sustrato de
fosforilacion de PKC y otras cinasas, pero el efecto especifico sobre la corriente
en condiciones hiposméticas no se ha reportado. Los resultados obtenidos
apuntan que el papel de esta proteina en los flujos de osmolitos y el DRV es

especifico para cada tipo celular.

GTPasas Rho. Constituyen una subfamilia de la superfamilia de
pequenfas GTPasas Ras. Los blancos de accion de estas proteinas en la
regulacion del volumen podrian ser p125FAK y Rho cinasa (Tilly et al., 1998;
Nilius et al., 1999) La conexidn final con la activacion de las vias de transporte
no es clara aun, pero es importante resaltar que estas proteinas son reguladoras
clave de la organizacion del citoesqueleto de actina y de las vias de

sefalamiento activadas por integrinas.

Cinasa del fosfatidilinositol trifosfato (PI3K). Es una enzima que
fosforila al fosfatidilinositol en la posicion d-3. Esta compuesta de una subunidad
catalitica (p110) y una reguladora (p85). Debido a la presencia de dos dominios
SH2 en el carboxilo terminal de p85, PI3K puede activarse al unirse con alta
afinidad residuos de tirosina fosforilados (Duronio et al., 1998). PI3K se activa en
respuesta a hiposmolaridad en hepatocitos de rata (Krause et al., 1996) y en la
linea celular de intestino humano 407 (CIH-407) (Tilly et al., 1996). Inhibidores
de esta cinasa disminuyen la LTO en neuronas granulares de cerebro (Morales-
Mulia et al., 2001) y en fibroblastos de rata en cultivo (Franco et al., 2004); la
ISV y el DRV en hepatoma HTC (Feranchak et al., 1998) y el flujo de '®°I en
células CIH-407 (Tilly et al., 1996).

16



Fosfolipasas A2. Las fosfolipasas A2 (PLA2) son una familia de enzimas
que hidrolizan fosfolipidos de membranas en la posicion sn-2, produciendo acido
araquidénico que es metabolizado en productos oxigenados, como las
prostaglandinas y los leucotrienos. Existen isoformas citosdlicas y extracelulares,
con varios subtipos cada una. Esta proteina ha sido relacionada con el DRV
principalmente en las células de Ehrlich, donde el hinchamiento hiposmotico
activa la isoforma citsélica de 85 kDa de PLA, (PLAxC), que a su vez aumenta la
liberacién de acido araquidénico y aumenta de produccion de leucotrieno D-4
(LTD4) (Thoroed et al., 1997). Si bien este no parece ser un mecanismo de
accion general, debido a que el LTD4 no tiene efectos en otros tipos celulares, la
inhibicién de PLA; tiene efectos en el DRV, la LTO y I¢SV, involucrando asi esta
enzima con los mecanismos de sefalizacién activados por hiposmolaridad

(Pasantes-Morales et al., 2000).

Calcio. En la mayoria de los tipos celulares, el hinchamiento hiposmaotico
provoca un aumento en la concentracién de calcio intracelular (Ca*?),
proveniente tanto del medio extracelular como de pozas intracelulares
dependiendo del tipo celular, la entrada de Ca*? en respuesta al hinchamiento
puede ser a través de canales de Ca*? dependientes de voltaje, canales
catiénicos activados por estiramiento o entrada de Ca*? capacitiva. En cultivo de
astrocitos de cerebro de rata la entidad molecular responsable de la entrada de
Ca*® no se ha identificado, pero se sabe que no son canales dependientes de
voltaje ni canales sensibles a estiramiento (Morales-Mulia et al., 1998). En
cultivo de astrocitos de corteza y cerebelo de rata, la poza sensible a inositol
1.4.5-trifosfato (IP3) es la que colabora en el aumento del Ca*? (Fisher et al.,
1997; Morales-Mulia et al., 1998). Una de las proteinas mas importantes en la
transduccién de sefales en respuesta a aumentos en la concentracion de calcio
intracelular es la calmodulina (CaM). Una de las acciones principales de CaM es
activar a miembros de la familia de proteinas cinasas S/T, entre ellos las
proteinas cinasas dependientes de Ca*?/CaM (CaMK) (Hook y Means, 2001).
Inhibidores de CaM como W7 (N-(6-aminohexil)-5cloro-1-naftalen sulfonamida),
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pimozida y trifluoperazina disminuyen el DRV y los flujos de osmolitos en gran
variedad de células (Pasantes-Morales y Morales-Mulia, 2000).
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V. ATP como neurotransmisor
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Adenosina Trifosfato (ATP) esta normalmente relacionado en el
metabolismo o bien, con actividades celulares que requieren energia, es por ello
que se denomina “moneda energética” ; sin embargo, se ha reconocido por tener
un amplio rango de bioactividades (Di Virgilio et al., 2001). Se ha sugerido que el
ATP es liberado al medio extracelular por distintos estimulos con
neurotransmisores como acetilcolina, y-acido aminobutirico (GABA), glicina y
glutamato, actuando como co-neurotransmisor (Lambrecht, 2000). EI mecanismo
por el cual la célula libera ATP es controversial, a la fecha se han propuesto:
exocitosis (Gatof et al., 2004; Van der Wijk et al., 2003), transportadores (Darby
et al., 2003; Roman et al., 1997) o bien canales (Hisadome et al., 2002; Wang et
al., 1996.).

El ATP actua mediante los receptores de purinas del tipo 2 o P2, que se
dividen en P2X y P2Y (Abbracchio y Burnstock, 1994). Los receptores P2X son
una familia de receptores ionotrépicos y ya han sido clonadas siete subunidades
(P2X1-7) (Chizh y llles, 2001; Di Virgilio et al., 2001; Lambrecht, 2000). Todas las
subunidades de los P2X se expresan en el SNC, en el cerebro se da la
expresion preferencial de las subunidades P2X, y P2Xs y forman
homomultimeros excepto la subunidad P2Xs (Norenberg y llles, 2000). Los
canales receptores a los P2X son permeables a cationes como Na*, K* y Ca®*
(Barnard et al., 1994) y estan localizados tanto en terminales nerviosas
presindpticas como postsinapticas participando en la modulacién de la
transmisién singptica (Norenberg y llles, 2000). Los receptores presinapticos

probablemente regulan la liberacion de neurotransmisores como glutamato,
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acoplar canales iénicos neuronales (Boehm, 2003) y modular respuestas a dolor
(Molliver et al., 2002). La contribucién de cada uno de los subtipos de receptores
P2 en funciones neuronales y su interaccion con vias de senales de

transduccién en el sistema nervioso es aln desconocido.
VI. Participacion del ATP en la regulacion del volumen celular

Se ha reportado ampliamente que la hiposmolaridad induce la liberacién
de ATP de una variedad de células (Boudreault et al., 2002; Darby et al., 2003,;
Feranchak et al., 1998; Hisadome et al., 2002; Gatof et al., 2004; Hazama et al.,
1999; Hazama et al., 2000; Mitchell et al., 1998; Sabirov et al., 2001; Taylor et
al., 1998; Van der Wijk et al., 1999; Van der Wijk et al., 2003; Roman et al.,
1999; Wang et al., 1996) y de corteza cerebral de rata in vivo (Phillis et al.,
2002), La influencia del ATP como regulador del DRV fue descrito por vez
primera en células de hepatoma y en células del conducto de la glandula salivar
(Wang et al.,, 1996; Kim et al., 1996) y desde entonces, otros estudios han
confirmado y extendido esta informacién (Dezaki et al., 2000; Feranchak et al.,
2000; Light et al., 1999; Roman et al., 1999).

Se ha observado que el ATP a través de receptores purinérgicos modula
la activacion de canales de CI activados por volumen (Darby et al., 2003;
Feranchak et al., 2000; Galietta et al., 1997; Perez-Samartin et al., 2000; Roman
et al., 1999; Wang et al., 1996) canales de K* (Dezaki et al., 2000; Junankar et
al., 2002; Light et al., 2001) y canales de liberacion de osmolitos como glutamato
(Mongin y Kimelberg, 2002) y taurina (Junankar et al., 2002; Musante et al.,
1999). La influencia del ATP como modulador de la liberacién de osmolitos
inducida por hinchamiento, se ha reportado mediante estudios en los cuales es
agregado al medio externo y/o por efecto de bloqueadores de receptores
purinérgicos o agentes que degradan el ATP en esta liberacion.

A la fecha, existe controversia respecto al papel del ATP en el DRV. Unos

estudios reportan que el ATP solo incrementa la eficiencia en la activacion de los
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flujos de osmolitos debido a que solo se observa un efecto potenciador del ATP
en el DRV. Por lo tanto, se postula que el ATP activa una nueva y diferente via
de sefales para la liberacion de osmolitos o si su influencia actua solo cuando
las vias de sefiales conocidas han sido activadas, fungiendo como un factor de
modulacion. Por otra parte, existen estudios que postulan la participacion del
ATP como regulador autocrino que activa de manera directa los mecanismos
involucrados en el DRV (Desaki et al., 2000; Feranchak et al., 2000; Light et al.,
1999; Roman et al., 1999; Wang et al., 1996). Esto ultimo apoyado en el hecho
de que la hiposmolaridad induce liberacion de ATP como se ha mencionado
anteriormente asi como por estudios en los que se reporta que bloqueadores de
receptores purinergicos, inhiben los flujos de osmolitos si anadir ATP
extracelular. Las acciones del ATP en el DRV vy la liberacién de osmolitos
involucran principalmente a los subtipos de receptores purinérgicos
metabotrépicos P2Y (Darby et al., 2003; Dezaki et al., 2000; Feranchak et al.,
2000; Junankar et al., 2002; Kim et al., 1996; Light et al., 2001; Mongin et al.,
2002; Roman et al., 1999; Wang et al., 1996). Sin embargo, la via de
sefalizacion involucrada en estos fendmenos no ha sido bien esclarecida aun.
La activacion de estos receptores provoca una bien conocida cascada de
sefiales cuyos elementos incluyen un incremento de PLC, IP3 y [Ca®];
(Lazarowski et al., 2003), por lo cual son obvios candidatos para mediar los

efectos del ATP sobre la liberacion de osmolitos.
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OBJETIVOS

Analizar el papel del ATP en la liberacion de taurina osmosensible por

hinchamiento hiposmético (LTO).
Los objetivos particulares del presente trabajo son:

1. Determinar si el ATP participa de manera directa en la activacién
de la LTO, o si solo modula la eficiencia de este fenémeno.

2. Caracterizar de manera farmacoldgica los receptores a ATP
(purinergicos) involucrados.

3. lIdentificar las vias de sefalizacion involucradas en la modulacién
de la LTO por ATP.

4. Correlacionar los resultados con las vias de sefalizacion

involucradas en la LTO previamente descritas.
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MATERIALES Y METODOS

I. Cultivos celulares

Fibroblastos 3T3 en cultivo

Se utilizaron cultivos de fibroblastos Swiss 3T3 que se obtuvieron de la
Colecciéon Americana de Cultivos Celulares (ATCC, Manassas, Va., USA). Los
cuales se mantuvieron en medio basal Eagle suplementado con 10% de suero
fetal bovino inactivado, 2mM de glutamina, 50 U/ml de penicilina y 50 ug/ml de
estreptomicina, en una atmésfera humidificada la cual contenia 5% CO. y 95%
aire a 37°C.. Para propésitos experimentales, los fibroblastos Swiss 3T3 fueron
sembrados a una densidad de 1.5 x 10* células/ml en cajas de plastico de 35
mm para medir la liberacion de taurina marcada radiactivamente y en cubre
objetos de vidrio rectangulares (10x50 mm) para la determinacion de cambios
cuantitativos de calcio intracelular por fluorescencia. Las células alcanzaron el
90% de confluencia al momento del experimento (48 h). Durante todas las
condiciones experimentales, las células en cultivo fueron incubadas a 37°C en

una atmésfera humidificada la cual contenia 5% CO, y 95% aire.
Il. Soluciones y farmacos

El medio isosmético contenia (en mM): 135 NaCl, 5 KCI, 1.17 MgSQ,, 1
CaCly, 10 glucosa y 10 HEPES, pH 7.4, con una osmolaridad de 300 mOsm. Los
medios hiposmaticos fueron preparados disminuyendo la concentracién de NaCl.
La osmolaridad de las soluciones se determin6 en un osmémetro de punto de
congelacién. Los medios libres de Ca** fueron hechos omitiendo el CaCly y
agregando 0.25 mM de EGTA, el cual no alter6 de manera significativa la
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osmolaridad del medio. Para el tratamiento con los distintos farmacos, las
condiciones de preincubaciéon se indican en los pies de figura (ver resultados).
Los farmacos estuvieron presentes durante todo el experimento. Cuando fue
necesario, las células control fueron tratadas en paralelo con el vehiculo usado
para preparar las soluciones que contenian los farmacos a probar (0.1% de

concentracién final DMSO).
Ill. Flujos de ®H-Taurina

Los fibroblastos Swiss 3T3 se incubaron durante una hora con 1 pCi/ml
®H-Taurina en medio isosmético. Después de la incubacién, las células se
lavaron durante 10 minutos con medio isosmotico en ausencia del marcador
radioactivo. Posteriormente se reemplaz6 completamente el medio cada minuto,
recolectandose 5 muestras para determinar la salida de °H-Taurina en
condiciones control (isosmoéticas) y 8 muestras para las condiciones
experimentales (hiposmotico). Al finalizar el experimento, las células fueron
removidas de la caja tomando la ultima muestra. La radioactividad remanente en
la muestra con las células y en las demas muestras colectadas se determind en
un contador de centelleo liquido. Los resultados se expresan como porciento de
liberacién de cada muestra respecto al total de la marca incorporada durante la
carga (siendo este la suma de las muestras recolectadas y de la ultima muestra

con células).
IV. Determinacion de cambios en [Ca®*];

Como se menciond anteriormente, los fibroblastos Swiss 3T3 fueron
sembrados en portaobjetos de vidrio en forma rectangular. Posteriormente,
fueron incubados con el indicador fluorescente de Ca?*, Fura-2/AM (2 puM), por
60 min a temperatura ambiente. Los cubreobjetos fueron cuidadosamente
lavados con medio isosmotico para retirar el excedente del indicador
fluorescente y se colocaron en un angulo de 50° relativo a la luz de excitacién en

una cubeta equipada con un mini agitador magnético y llena con medio
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isosmético (300 mOsm) en un espectrofluorometro de luminiscencia Aminco-
Bowman. Los cambios la fluorescencia de Fura, fueron determinados alternando
la longitud de onda de excitacion entre 340 y 380 nm, mientras que la emision
fue monitoreada a 510 nm para ambas excitaciones. La fluorescencia fue
monitoreada bajo condiciones isosméticas y una vez que la lectura fuera estable
se procedia a hacer el medio hiposmoético, agregando el volumen
correspondiente de agua destilada para alcanzar la hiposmolaridad deseada.
Cada experimento fue calibrado individualmente para obtener la fluorescencia
maxima lisando las células con 10% de Tritdbn X-100 y posteriormente se
amortiguando todo el Ca*? con 25 mM de EGTA (4cido etileneglicol-bis(beta-
aminoetil)-N,N,N",N’-tetraacético) para determinar la sefial minima o
fluorescencia basal de nuestro sistema. Los valores obtenidos se utilizaron para
calcular la concentracion de calcio de acuerdo a las ecuaciones publicadas con
anterioridad por (Grynkiweicz et al., 1985). Los experimentos fueron realizados a
37°C.

V. Analisis estadistico

La significancia de las diferencias en las medias, fue calculada usando la
prueba de tde Student a dos colas.
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RESULTADOS
I. La LTO es potenciada por ATP extracelular

La figura 2A muestra que la liberacién de ®H-taurina en fibroblastos Swiss
3T3, expuestos a una solucion 35% hiposmotica (H-35%), es inducida de
manera inmediata después del estimulo. La liberacion de taurina increment6 de
0.7% a 5.6% (del total de radioactividad acumulada) observando su maximo a
los 3 minutos después del estimulo, y posteriormente la liberacién disminuy6
lentamente hasta niveles basales. EI ATP extracelular (100 uM) potencié la
liberacién de taurina sensible a osmolaridad (LTO) en las tres fracciones
iniciales colectadas después del estimulo. En la figura 2B se muestra la
liberacién de taurina en respuesta a diferentes reducciones en la osmolaridad.
La maxima LTO fue a 50% de hiposmolaridad (H-50%) y mayores reducciones
en la osmolaridad no aumentaron la LTO. En presencia de ATP extracelular, la
liberacién de taurina fue activada y potenciada por ATP desde el nivel mas bajo
de hiposmolaridad (10%) hasta H-35%, pero no a H-50%. Como se ha reportado
anteriormente (Franco et al., 2004b), la liberacion de taurina es un proceso
saturable que sigue una funcion sigmoide y, como se muestra en la figura 2B, el
ATP tiene un punto de activaciébn a 10% de hiposmolaridad (H-10%). En
condiciones isosmoticas, el ATP no tiene efecto sobre la liberacién de taurina. El
ATP induce potenciacion de LTO a diferentes hiposmolaridades comportandose
como una curva Gausiana (Figura 2C) mostrando un efecto maximo (incremento
de 240%) en 20% de reduccién en la osmolaridad (H-20%). A H-35% la
potenciacién de ATP es mas baja (75%) y no fue aumentada en H-50%. Estos
resultados sugieren que el ATP puede incrementar la sensibilidad de la LTO a la
hiposmolaridad. La curva de la LTO en respuesta a la concentracion de ATP
(Figura 2D) muestra una ECsy de 1.5uM ATP en su efecto potenciador. Pese a
que la maxima potenciacion por ATP se observa en H-20%, los siguientes
experimentos se realizaron en condiciones de H-35% bajo los cuales la
liberacién de taurina en ausencia de ATP es mas alta que en H-20% de
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hiposmolaridad, por lo cual, es mas conveniente para la comparacién de los

datos con respecto al control y la potenciacion de liberacion de taurina.

Liberacidn de 3H-Taurina
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Figura 2. Efecto del ATP extracelular sobre la Liberacién de Taurina inducida
por Hiposmolaridad (LTO) en cultivos celulares de fibroblastos Swiss 3T3. A.
Las células preincubadas con °H-taurina, fueron perfundidas con medio
isosmoético por 5 min. Posteriormente, el medio de perfusion se cambio a medio
hiposmético 35% (flecha) (®). ElI ATP (100 uM, W) fue agregado al medio
hiposmético, y mantenido durante todo el experimento. Los datos se representan
como liberacién de radiactividad en cada tiempo, expresado como porcentaje del
total de radiactividad acumulada durante el experimento. B. Efecto del ATP
(100 uM) sobre la liberacion de ®H-taurina en respuesta a varias reducciones en
la osmolaridad del medio: 10% (270 mOsm); 20% (240 mOsm); 35%
(195 mOsm); 50% (150 mOsm), o en medio isosmoético (300 mOsm). Las barras
representan el porciento de taurina liberada en las primeras tres fracciones de 1-
min después del estimulo hiposmético (minutos 6-8 en la gréfica), en presencia
(barras grises) o ausencia (barras negras) de ATP 100 uM. C. La potenciacion
de la liberacion de °H-taurina por ATP es proporcional a la reduccién de la
osmolaridad. Los datos se expresan como porcentaje de liberacién con respecto
al control en ausencia de ATP, y se ajusté a una curva Gaussiana (linea
continua). D Curva dosis/respuesta de la potenciacion que induce el ATP en la
LTO. Los resultados se expresan como en C y se ajustan a una curva sigmoide
(linea continua). Los datos representan promedios + la desviacién estandar (DE)
n = 6-8. *P<0.005, **P<0.01 en relacion a la LTO en ausencia de ATP; {
P>0.005, 6 P>0.001 respecto al control en condiciones isosméticas.
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Il. La potenciacion de la LTO por ATP esta mediada por receptores
purinérgicos (metabotrépicos) del tipo 2 y 4, P2Y,y P2Y,

Para identificar el subtipo de receptor purinérgico involucrado en la
potenciacién de la LTO inducida por ATP, se usaron agonistas y antagonistas
relativamente especificos a los diferentes subtipos de receptores. Uridin
trifosfato o UTP (100 uM), un agonista de receptores P2Y,y P2Y, pero no de
P2Y1, potencia la LTO de igual forma como lo hace el ATP (Figura 3A y B). Por
el contrario, el adenosina difosfato (ADP) y el Me-ATP, ambos agonistas de
receptores P2Y4 no afectaron la LTO (Figura 3B). De manera similar, el agonista
a receptores P2X (By-ATP) no potencié la LTO (Figura 3B), lo cual excluye la
participacién de receptores purinérgicos de tipo ionotrdpicos (P2X). Estos
resultados apuntan a la participacion de receptores P2Y, y P2Y, en la
potenciacién de LTO por ATP. Para aclarar la participacién de estos dos
subtipos, se examind el efecto de suramina y PPADS, antagonistas especificos
para P2Y, y P2Y, respectivamente sobre la LTO. Suramina (10 uM) y PPADS
(20 pM) inhibieron la LTO en un 21% y 37%, respectivamente, y cuando estos se
agregan de manera simultanea, la LTO disminuye en un 62%. La liberacién de
taurina en presencia de ATP extracelular fue inhibida 55% por suramina y 51%
por PPADS cuando son agregados por separado, y la potenciacion es
completamente inhibida cuando ambos antagonistas se agregan juntos
(Figura 3C). Estos resultados apuntan a que la potenciacion de la LTO por ATP
esta mediada por la activacion de los receptores P2Y, y P2Y4, los cuales
modulan de manera parcial la LTO en ausencia de ATP.

lll. La potenciacion de LTO por ATP esta mediada por la via de senalizacion
PLC, incrementos en [Ca’+]; y activacion de CaM y CaMKIl

Como se mencioné anteriormente, la activacion de receptores
purinérgicos de tipo metabotrépico lleva a la liberacién de Ca?* intracelular y la
activacion subsecuente de distintas cascadas de senalizaciéon. Por lo tanto, se

decidi6 estudiar el papel de cambios en el contenido de calcio intracelular [Ca®*];,
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(Figura 3C). Estos resultados apuntan a que la potenciacion de la LTO por ATP
esta mediada por la activacion de los receptores P2Y, y P2Y4, los cuales
modulan de manera parcial la LTO en ausencia de ATP.

lll. La potenciacion de LTO por ATP esta mediada por la via de senalizacion
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Como se mencioné anteriormente, la activacion de receptores
purinérgicos de tipo metabotrépico lleva a la liberacién de Ca?* intracelular y la
activacion subsecuente de distintas cascadas de senalizaciéon. Por lo tanto, se

decidi6 estudiar el papel de cambios en el contenido de calcio intracelular [Ca®*];,
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en la LTO y su potenciacion por ATP. La hiposmolaridad provoca de manera
consistente un incremento en [Ca®*]; cuya magnitud y origen es especifico para

cada tipo celular (Hoffmann y Pedersen, 1998; Jakab et al., 2002).
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Figura 3. Efecto de los agonistas o antagonistas de receptores purinérgicos
sobre la LTO y su potenciacién por ATP. Las células fueron preincubadas con
®H-taurina y perfundidas como se indica en la figura 2A. Efecto de ATP y UTP
(100 uM) extracelular sobre la liberacion de *H-taurina en respuesta a medio
35%. Los resultados estan expresados como en la figura 2A. B. Efecto de ADP,
2-metiltio-ATP (Me-ATP) o B,y,-metileno-ATP (B,y-ATP) (100 pM) sobre la LTO.
El efecto de ATP y UTP se incluye en la comparacion. 6P<0.001 respecto a la
LTO en ausencia de los agonistas. Todos los agonistas fueron agregados en el
estimulo hiposmético y estuvieron presentes durante el resto del experimento.C.
Efecto de suramina (10 uM) y acido piridoxal fosfato-6-azofenil-2',4"-disulfénico,
PPADS (20 uM) sobre la LTO y en la potenciacion provocada por ATP. Los
farmacos fueron agregados 15 min antes del estimulo hiposmético en presencia
0 ausencia de ATP y estuvieron presentes durante el resto del experimento. Las
barras representan la liberacion de ®*H-taurina en las primeras tres fracciones
después del estimulo hiposmético como en la figura 2B. Los resultados
representan el promedio + DE, n=4-8, *P<0.001, **P<0.05 respecto al control en
presencia o ausencia de ATP extracelular.
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En células Swiss 3T3, la hiposmolaridad (H-35%, H-50%) induce solo un
pequefio aunque significativo incremento en [Ca®*]; (figura 4A). La adicién de
ATP extracelular al medio isosmético, incrementa [Ca®*]ide manera considerable

2+, en condiciones

de 50 a 180 nM, para luego disminuir. El incremento en [Ca
de H-50% ya sea en ausencia o presencia de ATP, solo aument6 ligeramente
con respecto a H-35% aunque la liberacién es mas sostenida (Figura. 4A), lo
que sugiere que el mecanismo de liberacién de Ca?* tiene un punto de
saturacion. El UTP pero no ADP, incrementa [Ca®*]; de manera muy similar al
ATP en condiciones isosméticas (Figura 4B). Por otra parte, los agonistas B,y -
ATP y Me-ATP no incrementan el [Ca®] (Figura 4B). Posteriormente se
examinaron los efectos de PPADS o suramina sobre el incremento de [Ca®];
inducido por ATP. En el presente modelo experimental, ambos farmacos
interfieren por si mismos con la fluorescencia de fura-2, incrementando la

2+]i

fluorescencia a 380 nm de excitacién y alterando la quelacion de [Ca®]; con

2+]i

EGTA, por lo que la calibracion de la [Ca“"]i ya no fue posible. Por lo tanto, el

efecto de suramina y PPADS esta expresado en unidades arbitrarias de
fluorescencia radiométrica. La figura 4C muestra que el incremento de [Ca®'];

inducido por ATP fue prevenido por la accion de suramina y PPADS.

A continuacién se examiné el origen del incremento de [Ca*]; inducido
por ATP. Al omitir Ca®* extracelular se reduce ligeramente la liberacién de [Ca®*];
inducida por ATP. Por otro lado, al preincubar las celulas con el quelante
intracelular de Ca?* BAPTA-AM (50uM), se inhibe por completo el incremento en
[Ca®']; (Figura 5A). Este resultado sugiere que el incremento en [Ca?']; por ATP
se origina principalmente de posas intracelulares. Esto fue confirmado al
depletar de Ca?* al reticulo endoplasmico usando el inhibidor de la bomba de
Ca*, tapsigargina (1 uM), en ausencia de Ca?* extracelular. En la figura 5B se

observa que la tapsigargina induce un incremento inicial de [Ca®]

que
subsecuentemente decae, después de este tratamiento no hubo incremento de
[Ca?']; agregando H-35% + ATP (Fig. 5B). Estos resultados apuntan a que el

reticulo endoplasmico es la principal fuente de origen del incremento de [Ca®]
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inducido por ATP. Mas aun, el incremento de [Ca®*;

parece estar mediado por la
activacion de la fosfolipasa C (PLC) como se muestra por la clara inhibicién de la

LTO en presencia del bloqueador de la PLC, U73122 (100uM) (Figura 5C).
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Figura 4. Cambios en la concentracion de calcio citosoélico ([Ca2+],-) inducidos
por hiposmolaridad y por la activacién de receptores purinérgicos. El ca*
intracelular fue determinado analizando los cambios en fluorescencia de fura-
2/AM, como se detalla en los métodos. Los niveles de [Ca®]; basales fueron
determinados bajo condiciones isosmoéticas. Una vez que la fluorescencia basal
estaba estable, la osmolaridad del medio fue reducida (flecha), agregando el
volumen apropiado de agua destilada. A. Efecto de la hiposmolaridad sobre el
[Ca®*]i en presencia o ausencia de ATP extracelular. B. Efecto de los agonistas
purinérgicos sobre [Ca2+]i en condiciones isosmoticas. En A y B, los agonistas
ATP, UTP, ADP Me-ATP o B-y-ATP (100 uM), fueron agregados al medio
hiposmético y permanecieron durante todo el experimento. El [Ca2+]i se expresa
en nM. C. Efecto de antagonistas de receptores purinérgicos sobre Ila
fluorescencia de fura-2 inducida por un medio 35% hiposmético mas ATP 100
uM. Los antagonistas a receptores purinérgicos suramina (10 uM) y PPADS
(20 pM) estuvieron presentes durante todo el experimento. Los resultados estéan
expresados como unidades arbitrarias de fluorescencia. Los trazos en A-C son
representativos de entre cuatro y seis experimentos independientes.
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Figura 5. Participacién de la PLC vy el retiiulo endoplasmico en el incremento en
[Ca®]; inducido por ATP. A. Efecto de un medio libre de Ca®* (-[Ca**].) y BAPTA-
AM sobre el [Ca2+]i. El medio libre de Ca®* fue hecho por omisién de CaCl, y
agregando 0.25 uM de EGTA a las soluciones experimentales. En donde se
indica, las células fueron preincubadas con 50 uM de BAPTA-AM en medio
isosmoético durante 30 min. B. Efecto del tratamiento con 1 uM de tapsigargina
(20 min.) sobre el incremento en el [Ca2+]i inducido por ATP. C. Efecto del
inhibidor de la fosfolipasa C (PLC), U73122. Las células fueron preincubadas por
30 min con 100 nM de U73122. El bloqueador estuvo presente durante el resto
del experimento. La flecha indica el estimulo hiposmético 35% mas 100 uM de
ATP. Los trazos en A-C son representativos de entre cuatro y seis experimentos
realizados por separado.

La dependencia de Ca** intracelular de la LTO y la participacién de la PLC fue lo
siguiente a examinar. La LTO fue independiente de Ca*" extracelular, sin
embargo, el tratamiento con BAPTA-AM redujo en un 58% la LTO (Figura 6A y
B). Al depletar de Ca?®* el reticulo endoplasmico mediante el tratamiento con
tapsigargina, la LTO decae un 56%, mientras que el bloqueador de PLC U73122
la reduce 59%. El analogo inactivo del U73122, el U73343, no tuvo efecto alguno
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(Figura 6D). Estos resultados indican la participacion de la PLC y de liberacién
[Ca®']i proveniente del reticulo endoplasmico, en la via de sefalizacién que
activa la LTO. De manera similar, la potenciacién de la LTO inducida por ATP
fue bloqueada cuando se traté a las células con BAPTA-AM, tapsigargina o el
bloqueador de PLC (Fig. 6).
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Figura 6. Participacion de la PLC y el reticulo endoplasmico en la modulacién de la
LTO y de la potenciacion por ATP. Las células fueron prelavadas con ®H-taurina y
perfundidas como en la Figura 2A. A. Efecto del bufereo de [Ca®] por BAPTA-AM.
Las soluciones extracelulares estuvieron libres de Ca®* ([-[Ca’"e). Las células fueron
preincubadas por 30 min con 50 uM de BAPTA-AM. B. Efecto un medio libre de
Ca®* extracelular sobre la LTO en la presencia o ausencia de ATP. Las barras
representan la liberacion de °H-taurina en las tres primeras fracciones de 1 min,
después del estimulo hiposmético como en la Figura 2B. El efecto del BAPTA-AM
esta expresado en la misma forma y se incluye para la comparacién. *P<0.001
respecto al control en presencia o ausencia de ATP extracelular. C. Efecto de
deplecién de Ca2+ del reticulo endoplasmico con tapsigargina (1 uM, 20 min antes
del experimento, ver Figura 5B) sobre la LTO. El farmaco estuvo presente durante
todo el experimento. D Efecto del inhibidor de la PLC, U73122 (100 nM) y de su
analogo no funcional, U73343 (100 nM) sobre la LTO y su potenciacion por ATP.
Los farmacos se preincubaron 30 min y estuvieron presentes todo el experimento.
La flecha indica el estimulo hiposmotico 35% en presencia o ausencia de ATP
extracelular (100 uM). Los resultados estan expresados como en la Figura 2A y son
promedios + DE de n=6-8.
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Incrementos en la [Ca?']i activan una gran variedad de eventos de sefializacién
de los cuales la proteina cinasa C (PKC) y la via de la calmodulina (CaM) junto
con la calmodulina cinasa (CaMKIIl) son los principales efectores. En base a
esto, se examiné la participacién de la PKC, CaM 6 CaMKII en la cascada de
sefiales que modulan la LTO y sobre el efecto potenciador del ATP. El
antagonista de CaM, W7 (50 uM), y el inhibidor de CaMKIl, KN-93 (10 uM),
redujeron la LTO en un 54% y 76% respectivamente. Asimismo, estos agentes
inhibieron completamente la potenciacién por ATP (Figura 7A y B). Por otra
parte, el analogo inactivo de KN93, el KN92 no tuvo efecto sobre la LTO (Figura
7C). Los inhibidores de la PKC, queleritrina (2.5 uM) y GO6976 (1 uM) no
afectaron la LTO ni la potenciacién inducida por ATP (datos no mostrados).
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Figura 7. Papel de la calmodulina (CaM) y la cinasa |l dependiente de
calmodulina (CaMKIIl) sobre la LTO y su potenciacion por ATP. Las células
fueron preincubadas con °H-taurina y perfundidas como en la Figura 2A. A, B.
Efecto del antagonista de la CaM, W7 (50 uM, A), y del inhibidor de la CaMKII,
KN93 (10 uM, B). C. Efecto del KN-92 (10 uM), andlogo inactivo del KN-93. Las
células fueron preincubadas con los farmacos por 30 min y estuvieron presentes
durante todo experimento. Los resultados estan expresados como en la Figura
2A y son promedios + DE de n=6-8.
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IV. La LTO y la potenciacion por ATP son sensibles a bloqueadores de
canales de CI' y dependen de la actividad de proteinas cinasas de tirosina.

Una caracteristica de la LTO es su sensibilidad a bloqueadores de
canales de CI' y que esta regulada por la actividad de proteinas cinasas de
tirosina y de PI3K (Cardin et al., 2003; Franco et al., 2001; Franco et al., 2004b;
Pasantes-Morales y Franco, 2002; Pedersen et al., 2002). Esto mismo ocurre en
los fibroblastos Swiss 3T3 como se ilustra en la figura 8A, donde se muestra una
inhibicién del 59% y 64% en presencia de los bloqueadores de canales de CI',
NPPB (100uM) y &cido niflumico (300uM), respectivamente. La potenciacidon
inducida por ATP fue inhibida proporcionalmente por estos farmacos. El
bloqueador general de cinasas de tirosina, tirffostina AG18 (50uM), inhibe en un
50% la LTO, mientras que su analogo inactivo AG9 (50uM) no tuvo efecto
alguno (Figura 8B). Como se ha reportado previamente (Franco et al., 2004b) el
inhibidor de la PI3K, wortmanina (100nM), inhibe de manera significativa la LTO
lo que corrobora la participacién de esta cinasa en la LTO (Figura 8B). La
fraccion de la potenciacion inducida por ATP fue también inhibida de manera
proporcional por wortmanina (Figura 8B). La influencia sobre la LTO en la
cascada de senales de p21-rho y la cinasa de p21-rho (ROCK) fueron evaluadas
usando toxina B (20 ng/ml), un inhibidor de p21-rho, y Y27632 (10uM),
bloqueador de la ROCK. Ambos farmacos redujeron la LTO en un 30-34% y
disminuyeron de manera similar la potenciacion por ATP (Figura 8C y D). La
influencia de la cinasa activada por estrés p38 fue evaluada usando el inhibidor
especifico PD169316 (50 uM), un bloqueador especifico de esta cinasa. La
figura 9A, muestra una marcada reduccién de la LTO (46%) por este bloqueador
y un efecto similar es observado en la LTO estimulada por ATP. Por otra parte,
el analogo inactivo del PD169316, el SB202474 (50 uM) no tuvo efecto en la
LTO ni en la potenciacion por ATP (Figura 9B).
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Figura 8. Efecto de los bloqueadores de canales de CI' y de los inhibidores de la via de la
p21rho ROCK sobre la LTO y su potenciacion por ATP. Las células fueron preincubadas
con °H-taurina y perfundidas como en la Figura 1A. A. Efecto de los bloqueadores de
canales de CI, (A) acido benzoico 5-nitro-3-(3-fenilpromilamino) (NPPB, 100 uM) y acido
niflimico (300 uM). Los farmacos fueron agregados al medio hiposmético y estuvieron
presentes durante el experimento. B. Las células fueron preincubadas con el inhibidor
general de cinasas de tirosina AG18 (50 uM), su anélogo no funcional AG9 (50 uM) o el
inhibidor de la cinasa de fosfoinositol trifosfato (PI3K) wortmanina (100 nM) por 30 min, los
farmacos estuvieron presentes durante el resto del experimento. En A y B, las barras
representan la liberacion de *H-taurina en las primeras 3 fracciones de 1 min, después del
estimulo hiposmético como en la Figura 2B. Los datos son promedios de + DE de n= 6-8;
*P<0.001 respecto al control correspondiente (barras negras) en presencia 0 ausencia de
ATP, como se indica. C y D. Efecto de la inhibicion de p21rho y de la cinasa asociada con
p21 rho (ROCK) sobre la LTO. C. Las células fueron tratadas con el inhibidor de p21 rho,
toxina B (Clostridium difficile) preincubando (2 ng/ml) por 6 horas antes del experimento.
D. Las células fueron preincubadas bloqueador de la ROCK Y27632 (10 uM, 1 h) y el
farmaco estuvo presente durante todo el experimento. Los resultados estan expresados
como en la Figura 2A y son promedios = DE de n= 6-8.
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V. La LTO es abolida por la inhibicion conjunta de la CaMKIl y de la PI3K

Como se observa en las figuras 7 y 8 la inhibicion de la CaMKIl y de la
PIBK inhiben de manera significativa la LTO. La inhibiciébn de la via de
sefalizacién de la PLC a la CaMKIl inhibe de manera consistente la fraccidén
dependiente de Ca®* de la LTO, sin embargo, la LTO nunca se ve suprimida
completamente. Esta fraccidn de liberacion que persiste puede estar mediada de
manera independiente por la via de cinasas de tirosina y la activacion de la
PI3K. Debido a esto, se estudié la posibilidad de que ambas vias de senalizacion
estuviesen actuando de manera conjunta en la LTO. La figura 9C muestra de
manera clara que si se bloquea simultaneamente la CaMKIl y la PI3K, la LTO es
abolida ya sea en ausencia o presencia de ATP.
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Figura 9. Las células fueron preincubadas con ®H-taurina y perfundidas como en
la Figura 1A. A, B Las células fueron preincubadas con el bloqueador de p38,
PD169316 (50 uM, A) 6 el analogo inactivo del PD169316, el SB202474 (50 uM,
B) por 1h. C. Las células fueron preincubadas durante 30 min con el inhibidor de
la CaMKIl, KN-93 (10 uM) junto con el inhibidor de PI3K, wortmanina (100 nM).
Los farmacos estuvieron presentes durante todo el experimento. Los resultados
promedios = DE de n=6-8.
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DISCUSION

En el presente estudio se muestra que el ATP extracelular modula la LTO
sin afectar el flujo de taurina en condiciones isosméticas. Estos efectos del ATP
parecen estar mediados por receptores purinérgicos, particularmente por los
subtipos de receptores metabotrépicos P2Y, y P2Y,. Lo cual esta sustentado por
el efecto del agonista UTP y de los antagonistas, suramina y PPADS, sobre la
potenciacién de LTO inducida por ATP. Se sabe a la fecha que la activacion de
receptores P2Y, y P2Y, provocan una serie de reacciones que resultan en la
liberacién de Ca?* de pozas internas, particularmente del reticulo endoplasmico,
via PLC (Lazarowski et al., 2003). El mismo fenédmeno se observa en el presente
estudio, en el cual el incremento de [Ca®*]; inducido por ATP es anulado por el
inhibidor de la bomba de Ca?* del reticulo endoplasmico, tapsigargina. Ademas,
se observd que la liberacién de Ca®* esta mediada por la activaciéon de PLC.
Asimismo, la potenciacion de la LTO por ATP resultdé completamente

dependiente de este aumento de [Ca®*];

y de la subsiguiente activacion de la via
de la CaM/CaMKIl. Estudios previos en cultivo de astrocitos de rata (Cardin et
al., 2003) demostraron de manera similar, el papel potenciador de un incremento

2+]i

en [Ca™); y la activacion de CaM/CaMKII inducido por ionomicina sobre la LTO.

2+, sobre la

El efecto modulador (pero no activador) de incrementos en el [Ca
LTO es sustentado por los resultados que muestran que ATP o ionomicina en
condiciones isosmoticas no inducen LTO, a pesar del marcado incremento de
[Ca®']i provocado por ambos farmacos, como se muestra en este trabajo y en el
reporte de Cardin et al. (2003). Por consiguiente, la activacion y operacion de la
via de sefiales del flujo de taurina es un prerrequisito para la influencia de [Ca?'];

sobre la LTO.

Por lo tanto la siguiente pregunta a responder es en que sitios y/o
mecanismos dentro de la via de senalizacion que activan la LTO esta
participando el ATP. Se sabe que la LTO depende de la activacion de proteinas
cinasas de tirosina (Cardin et al., 2003; Franco et al., 2001; Franco et al., 2004b;
Morales-Mulia et al., 2001; Pasantes-Morales y Franco 2002). Otro elemento de
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senalizacién en esta via es la PI3K, un blanco de tirosinas cinasas que es
activado por hiposmolaridad; cuando PI3K es inhibida, la LTO se inhibe de
manera significativa (Cardin et al., 2003; Feranchak et al., 1998; Franco et al.,
2001; Franco et al., 2004b; Morales-Mulia et al., 2001). La via de sefalizacion de
tirosina cinasas-PI3K involucrada en la LTO puede tener relacion con la via de
p21rho y ROCK (Pedersen et al., 2002).

En este estudio, la LTO fue reducida significativamente tanto por tirfostina
AG18, un bloqueador general de cinasas de tirosinas, como por wortmanina, un
inhibidor de PI3K, asi como por bloqueadores de p21rho y ROCK, y de manera
similar, todos estos agentes atenuaron la potenciacion de la LTO inducido por
ATP. En el presente estudio también se observé que la cinasa activada por
estrés p38, esta involucrada en la via de senalizacién de la LTO inducida por
ATP. El estrés osmotico activa p38 en varios tipos celulares estudiados (Franco
et al., 2001; Tilly et al., 1996), sin embargo, se requieren mas estudios para
esclarecer cual es la relacion entre la p38 y la activacién de las cinasas de

tirosina que posiblemente participan en la LTO.

Por otra parte, el efecto potenciador del ATP a través del Ca®*, sobre la
LTO puede resultar simplemente de la amplificacion de los mecanismos
responsables de la fraccion de LTO dependiente de tirosina cinasas. Esta
fraccion dependiente de Ca** contiene como elementos de sefializacién la
activacién de la PLC, liberacién de Ca?* del reticulo endopléasmico, y
subsecuentemente se activa la via de CaM y CaMKII. La inhibicién de cualquiera
de estos eventos, en ausencia de ATP, reduce la LTO de 54-59% y suprime al
100% la fraccién potenciada por ATP. Estos resultados sustentan la hipétesis de
que el ATP modula la fraccién dependiente de Ca®* de la LTO. Adicionalmente,
también se observé que la inhibicién de la via de la PLC — incremento en [Ca?'];
— CaM — CaMKIl también participa en la LTO en ausencia de ATP extracelular.
La PLCB que es el subtipo de PLC activada por receptores purinérgicos, y
recientemente se ha reportado su interaccién con PIBK y p38 (Barr et al., 2002).

Se ha reportado que la isoforma PLCy esta asociada a receptores de cinasas de
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tirosina (Rhee, 2001), particularmente del tipo activado por hiposmolaridad en
fibroblastos Swiss 3T3 (Franco et al., 2004b). Por lo tanto, es posible que alguno
de estos subtipos de PLC formen parte de la via de sefalizacion dependiente de
cinasas de tirosina que modula la LTO. ElI ATP, en teoria, deberia estar
potenciando la LTO mediante la activacion de la PLCP unicamente. Esos
resultados junto con el hecho de que la LTO se inhibe totalmente con el
tratamiento simultaneo de KN-93 y wortmanina, sugiere la operacién de una via
dependiente de tirosinas cinasas-PI3K, la cual puede ser positivamente
modulada por una via dependiente de Ca?*, sobre la cual tiene efecto el ATP.

La potenciacién de la LTO mediada por incrementos en [Ca?'];

puede
afectar también la liberacién de otros osmolitos, como el glutamato, K* y CI". Por
lo que el ATP puede participar como modulador general de los mecanismos que
subyacen el DRV. Sin embargo, la pregunta sobre si el ATP incrementa
liberacion de osmolitos mediante una via autécrina presente en la LTO en
condiciones control (en ausencia de adicion de ATP extracelular) se sustenta por
un gran numero de reportes acerca de que la hiposmolaridad induce liberacion
de ATP. Este aspecto no fue explorado en detalle en el presente trabajo, aunque
la inhibicion sustancial por suramina y PPADS de la LTO en ausencia de ATP
externo soporta esta hipétesis. De manera consistente, estudios previos en
células de hepatoma, muestran una marcada reduccion en la liberacion de
taurina por apirasa, una enzima que hidroliza ATP presente en el espacio
extracelular (Junankar et al., 2002). Se ha reportado que la apirasa no tiene
efecto sobre la liberacién de D-aspartato inducida por hiposmolaridad en
astrocitos cultivados, aunque la potenciacién por ATP es abolida (Mongin et al.,
2002). La activacion autécrina mediada por ATP de canales osmosensibles de
CI" ha sido demostrada en algunos estudios (Musante et al., 1999; Feranchak el
at, 2000), pero cuestionado en otros (Hisadome et al., 2002; Junankar et al.,
2002). Ademas de esto, se ha reportado que los subtipos de receptores
purinérgicos P2Y, pueden ser activados por la interaccion con integrinas y FAK

(Soltoff et al., 1998; Erb et al., 2001) dos posibles elementos implicados en
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sensar volumen y subsecuentemente en la respuesta de regulacion (Hoffmann y
Pedersen, 1998).

Estos resultados sobre el efecto de la activacion de receptores
purinérgicos metabotrépicos y el subsiguiente incremento en [Ca®], y sus
efectos potenciadotes de la LTO y posiblemente el DRV sugiere la posibilidad de
que otro tipo de receptores conectados a mecanismos que incrementan el [Ca®*];
puedan estar participando en la modulacion del DRV en condiciones fisiolégicas.
Esto incluye un gran numero de receptores ionotrépicos y metabotropicos que
puedan ser estimulados durante el hinchamiento hiposmotico o citotoxico. Esto
debido a la posible liberacion al medio extracelular de hormonas o factores que
provocan incremento de [Ca®*]; y pequefios cambios de volumen celular. Si este
es el caso, la potenciacién de flujo de osmolitos mediada por Ca®* intracelular,
puede contribuir a una mayor eficiencia en la recuperaciéon del volumen celular
en sistemas in vivo donde el espacio extracelular esta mas reducido en
comparacion con las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, lo
que incrementaria la concentracion local de estos factores. Un reporte reciente
(Loveday et al., 2003) muestra la potenciacion en la liberacion de taurina y mio-
inositol por activacién del receptor colinérgico muscarinico concordando con esta

hipdtesis lo que seguro llevara a mas estudios en esa direccion.

El siguiente modelo (Figura 10), es un intento de recopilar todos los
resultados obtenidos de una manera esquematica, junto con los datos previos a
este estudio. De manera general, la hiposmolaridad genera una sefial que
involucra la activacion de un sensor de volumen. Estudios previos han propuesto
la activacién inicial de receptores membranales con actividad de cinasa de
tirosina (RTK) en la via de sefnalizacion que activa la LTO. Esta via involucra la
activacién de la PI3K y la via de la p21rho/ROCK (Pedersen et al., 2002),
aunque su jerarquia en esta cascada esta todavia a discusion. Se ha reportado
que la PI3K puede activar la via de p21rho/ROCK mediante la modulacién de la
actividad de factores de intercambio de nucleétidos GDP (Pasantes-Morales y
Franco, 2002). Adicionalmente, la activacion de la p38 también esta involucrada
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en esta via, en este trabajo se especula que ésta cinasa puede estar siendo
parte del sistema de “sensado” de los cambios en volumen, aunque su
participacién parece ser especifica al tipo celular estudiado. El estrés osmético
activa p38 en varios tipos celulares estudiados (Franco et al., 2001; Tilly et al.,
1996), posiblemente por un mecanismo mediado por la generacidén de especies

reactivas de O, asociadas con el cambio en la osmolaridad (Lambert, 2004).

En este estudio la liberacién de ATP inducida por hiposmolaridad, o la
adicién externa del mismo, regula de manera positiva la LTO mediante la
activacion de receptores P2Y, y P2Y4 los cuales activan la via de PLC —

incremento en [Ca®*];

— CaM — CaMKIl. Vias que parecen estar mediando de
manera conjunta la LTO, sin embargo no se descarta que en otro tipo celular
puedan participar otros subtipos de los receptores purinérgicos metabotrépicos

P2Y o bien, posiblemente otra via de sefales.
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Vias de senalizacion involucradas en 1a LTO
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LTO
Figura 10. Modelo hipotético de las vias de senalizacion
involucradas en la regulacion de la LTO. Ver texto. Abreviaturas: ATP,
adenosina trifosfato; CaM, calmodulina; CaMKII, cinasa dependiente de
Ca®* y calmodulina tipo Il; Ca*, calcio; RE, reticulo endoplasmico; GEFs,

factores de intercambio de nucleétidos de tipo GDP; LTO, liberacién de
taurina sensible a osmolaridad; p21rho, P2Y./P2Y, receptores

purinérgicos metabotropicos de tipo 2 y 4; proteina G pequena rho de 21
Kd; ROCK, cinasa dependiente de p21rho; p38, cinasa activada por
estrés de 48Kd; PI3K, cinasa de fosfatidil inositol trifosfato; PLC,
fosfolipasa C; RTK, receptores con actividad intrinseca de tirosina cinasa;
ROS, especies reactivas de oxigeno.
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CONCLUSIONES

La liberacion de taurina sensible a osmolaridad (LTO) se potencia por la
presencia de ATP extracelular. Esta potenciacion es saturable alcanzando su
maximo a baja osmolaridad.

El efecto del ATP esta mediado por la activacién de receptores purinérgicos de
tipo metabotropico, P2Y. De manera particular, la caracterizaciéon farmacolégica
de estos receptores sugiere la participacion de receptores P2Y, y P2Y,.

La potenciacion de la LTO por ATP esta mediada por el incremento en la [Ca®'];
mediado por la activacién de la PLC, y la subsiguiente activacién de la via de la
CaM / CaMKIl.

La LTO es modulada por las siguientes cascadas de sefalizacion:

1. Lavia de PLC — incremento en [Ca2+]i — CaM — CaMKIl, sobre la cual
actia el ATP. Esta via parece estar involucrada en la regulaciéon de la
“sensibilidad” de la LTO a la hiposmolaridad, pero no activa por si misma
laLTO.

2. La via dependiente de eventos de fosforilacién de tirosina y que involucra
la activacion de la PI3K, p38, p21rho y ROCK. Esta via es necesaria para
la activacion de la LTO.

3. Laviainvolucrada en la LTO en ausencia o presencia de ATP esta dada
por una via sensible a bloqueadores de canales de CI'. Esto sugiere una
misma identidad molecular para ambos fenémenos.

Los resultados obtenidos no son suficientes para esclarecer si la activacién de
receptores purinérgicos esta involucrada en la LTO en ausencia de ATP
extracelular.

El estudio de la participacién de receptores metabotropicos en la LTO vy los
mecanismos involucrados en la subsiguiente modulacion del DRV y la liberacién
de osmolitos, es una linea de investigacion nueva que pude originar el
conocimiento necesario para generar o hacer mas eficientes las terapias
dirigidas a la disminucion de los danos ocasionados por el edema en distintas
condiciones patolégicas.
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