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Estudio del rol de la AQP2 en la regulaciéon del volumen celular

La capacidad de las células para regular su volumen es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis celular en condiciones de anisotonia.
Nosotros previamente informamos, en una linea celular que deriva de tabulo
colector cortical de rata (RCCD1), que la presencia de la acuaporina 2 (AQP2) en
la membrana celular es critica para la activacion rdpida de mecanismos de
regulacién de volumen luego de un shock hipoténico (RVD). El objetivo de este
trabajo de tesis fue investigar la via de sefalizacion que relaciona la AQP2 con
esta activacion rapida de RVD. Probamos la hipoétesis de que AQP2 podria tener
un papel en la activacién de la entrada de calcio por hipotonia e investigamos
su importancia en la regulaciéon del volumen celular. Para ello estudiamos la
[Ca?*]i y el volumen celular en respuesta a un shock hipoténico en células WT-
RCCD1 (no expresan acuaporinas) y en células AQP2-RCCD; (transfectadas con
AQP2). Encontramos, que luego de la exposicién a un gradiente hipoténico,
sOlo en las células que expresan AQP2 se observa un sustancial aumento [Ca?*];.
Este aumento de la [Ca?*]; es fuertemente dependiente del calcio extracelular y
de depdsitos intracelulares. La exposicién de las células AQP2-RCCD; a HgCl>
(inhibidor de las acuaporinas), gadolinio y rojo de rutenio (inhibidores del
TRPV4) redujeron el aumento [Ca?']; . Ademas, la exposicion de las células a
estos inhibidores disminuy6 el rdpido RVD. Estudios de inmunofluorescencia
mostraron que, en condiciones de isotonia el TRPV4 se distribuye
principalmente en el compartimento intracelular en ambas lineas celulares. Sin
embargo en condiciones de hipotonia el TRPV4 es translocado a la membrana
celular s6lo en las células que expresan AQP2. En esta tesis proponemos la
existencia de una asociacion funcional entre la AQP2 y el TRPV4, esencial para
la generacion de sefiales de calcio inducidas por swelling y necesarias para la

activacion rapida de los mecanismos de regulacién de volumen celular.
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Study of AQP2 role in cell volume regulation

The ability of cells to regulate their volume is essential for maintenance of
cellular homeostasis under anisotonic environmental conditions. We previously
reported in a rat cortical collecting duct cell line (RCCD1) that the presence of
aquaporin 2 (AQP2) in the cell membrane is critical for the rapid activation of
regulatory volume decrease mechanisms (RVD). The aim of our present work
was to investigate the signalling pathway that links AQP2 to this rapid RVD
activation. We tested the hypothesis that AQP2 could have a role in activation
of calcium entry by hypotonicity and its implication in cell volume regulation.
We studied [Ca?*]; and cell volume changes in response to a hypotonic shock in
WT-RCCD; (not expressing aquaporins) and in AQP2-RCCD; (transfected with
AQP2) cells. We found that after a hypotonic shock only AQP2-RCCDs cells
exhibit a substantial increase in [Ca2*]i. This [Ca?']; increase is strongly
dependent on extracellular Ca?* and on intracellular stores. Exposure of AQP2-
RCCDs cells to HgCl> (aquaporin inhibitor), gadolinium and ruthenium red
(TRPV4 inhibitors) reduced the increase in [Ca?*];. Furthermore, exposure of
cells to all of the above described conditions impaired rapid RVD.
Immunofluorescence studies show that under isotonic conditions TRPV4 is
distributed mainly in intracellular compartment in both cell lines. However
under hypotonic conditions TRPV4 is translocated to the cell membrane only in
AQP2-RCCDq cells. In this thesis we suggest the existence of a functional
interaction between AQP2 and TRPV4, which is essential for the calcium signal
generation induced by swelling and necessary for a rapid activation of the

mechanisms of cell volume regulation.

Key Words: AQP2; TRPV4; RVD; intracellular calcium; renal cells
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Capitulo 1: Introduccion general y objetivos




1.1. Principios de la regulacion del volumen celular

El mantenimiento del volumen celular es fundamental para la viabilidad
de las células ya que no sélo define su forma y la osmolaridad intracelular sino
que también gobierna otras funciones como por ejemplo el crecimiento, la
migracion, la diferenciacion y muerte celular, el metabolismo intracelular, el
transporte epitelial, la liberacion de hormonas y la excitabilidad celular
(Wehner y col, 2003; Lang y col, 1998). En general la membrana plasmaética de
las células animales es mucho mas permeable al agua que a otros solutos
orgénicos e inorganicos! que acttian como osmolitos celulares (Hoffmann y col,
2009). Los cambios de osmolaridad en el medio extracelular generan una
diferencia de presién osmotica entre ambos lados de la membrana que se
tendera a disipar a través de rapidos movimientos de agua. Estos flujos llevan a
la célula a un equilibrio osmético con el medio y producen alteraciones en el
volumen celular. Por ejemplo, cuando las células son expuestas a un gradiente
hipoténico en general incrementan rdpidamente su volumen, de manera
inversamente proporcional a la relacion de osmolaridades OsMexterna/ OsMinterna.

Organismos como las bacterias, las levaduras y las plantas han
desarrollado estructuras de membrana complejas como paredes extracelulares
rigidas que ejercen una presiéon hidrostatica adicional, permitiéndoles resistir
diferencias de presiéon osmotica importantes sin la necesidad de modificar el
volumen celular (Lang y col, 1998). En los organismos animales
osmorreguladores, la mayoria de las células dificilmente se vean expuestas a
cambios substanciales en la tonicidad del medio interno ya que la osmolaridad
de los fluidos corporales estd finamente regulada por 6rganos especializados
(por ej. en mamiferos, el rifién) (Weiss, 1996, Lang y col, 1998). No obstante,
existen algunas excepciones a esta generalizacién como, las células del tabulo

colector, las células sanguineas cuando circulan a través del rifién y las células

! Por ejemplo la permeabilidad al agua puede ser 10° veces mayor que la de iones como el Na* o el K*



que se encuentran formando parte de algunos revestimientos epiteliales, como
el epitelio intestinal y el epitelio respiratorio. Ante estas situaciones, las células
han desarrollado mecanismos que les permiten responder a estas variaciones de

volumen y recuperar su estado inicial.

1.1.1. Procesos reguladores del volumen celular: RVD y RVI

i. ;Qué es el RVD?

Cuando una célula se expone a condiciones externas de hipotonia en
general responde inicialmente con una primera fase rapida de hinchamiento o
swelling provocado solamente por el ingreso de agua hasta alcanzar el volumen
maximo. (Figura 1.1 A). El tiempo en el que las células alcanzan dicho volumen,
dependerd basicamente de la permeabilidad al agua y a los solutos. La
estrategia desarrollada por la célula para recuperar el volumen inicial, conocida
como RVD (disminucién regulatoria del volumen o del inglés requlatory volume
decrease), se basa en incrementar la permeabilidad de la membrana celular a
determinados osmolitos celulares, activando sistemas de transporte de salida de
solutos, reduciendo transitoriamente la osmolaridad intracelular e induciendo
la salida de agua (Figura 1.1 A) (Wehner y col, 2003; Hallows y col, 1995;
Strange y col, 2004; Capurro y col, 2008). En la mayoria de las células animales
el RVD acontece con la pérdida principalmente de KCl a través de la activacion
paralela de canales de K* y canales de Cl- independientes o bien, en algunos
casos, de la activacién de transportadores como el cotransportador K*-Cl- o el
intercambiador Cl-/HCOs . En algunas células también se activa la salida de

osmolitos organicos.
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Figura 1.1: Esquema de los mecanismos de regulacion del volumen celular en
respuesta a anisotonia del medio extracelular. A: Mecanismo de disminucién
regulatoria del volumen en medio hipoténico (RVD). B: Mecanismo de aumento
regulatorio del volumen en medio hiperténico (RVI). Las flechas azules indican el
movimiento de agua.

ii. ;Qué es el RVI?

Cuando una célula se expone a condiciones hiperosméticas se produce
una pérdida del contenido intracelular de agua llevando a un encogimiento
celular (Figura 1.1 B) En este caso, el proceso basico que subyace a la
recuperacion del volumen inicial conocido como RVI (Incremento regulatorio
de volumen, o bien del inglés regulatory volume increase) (Figura 1.1 B) consiste
en la captaciéon de osmolitos inorganicos del medio externo (Wehner y col,
1995). El ingreso de iones (principalmente Na* y Cl) y la entrada obligada de
agua se consigue mayoritariamente mediante dos procesos: 1) activando
paralelamente los intercambiadores de Na*/H* y de Cl- /HCOs o bien 2)
activando el contransportador Na*-K*-2Cl- (Wehner y col, 2003; Hoffmann y



Dunham, 1995). También se han reportado canales iénicos activados por
hipertonia como el canal epitelial de sodio ENaC (del inglés epithelial sodium
channel) o el cotransportador Na*-Cl- NCC (del inglés sodium cloride channel
(Wehner y col, 2003).

En este trabajo de tesis nos avocaremos solo a estudiar los mecanismos

involucrados en el RVD.

1.2. Componentes moleculares que participan en el

RVD

Este proceso de regulacion de volumen conceptualmente simple a priori
(RVD: salida de solutos y agua para recuperar el volumen), resulta ser muy
complejo a nivel molecular ya que la diversidad y la variabilidad de los
mecanismos moleculares implicados es enorme y caracteristica de cada tipo
celular (Lang y col, 1998, Hoffmann, 2000; Jakab y col, 2002; Hoffman y col,
2009). Esquematicamente, se pueden definir tres componentes o mecanismos
que participan en el proceso de regulaciéon de volumen. Ordenadamente,

encontramos un/a:

- sistema sensor del volumen celular
- via de transduccion de la serial

- mecanismo efector
1.2.1. Los sistemas sensores del volumen celular

Respecto de los sistemas que sensan el volumen celular existen varias
preguntas todavia sin una respuesta definida como ser ;Cémo detectan las
células variaciones en su tamafio? ;Qué parametro mide la célula para poner en
marcha su respuesta bioquimica?.

Las células son capaces de sensar y responder a variaciones de volumen



aproximadamente mayores a un 3% (Hoffman y col, 2009; Grunnet y col, 2003).
Cambios bioquimicos (en las concentraciones de macromoléculas y en las
concentraciones i6nicas) o bien cambios mecanicos (en la arquitectura del
citoesqueleto y en la tension de la membrana) han sido propuestos como las
sefiales detectadas por los sistemas sensores responsables de la deteccion del
cambio de volumen celular (Lang y col, 1998; Hoffmann y Dunham, 1995). A

continuacién mostraremos algunos ejemplos.

i. Aglomeracion macromolecular?

Se denomina aglomeracién macromolecular al fenémeno por el cual la
funcién de las proteinas citosdlicas depende de su estado de agrupamiento y
por lo tanto de su concentraciéon (Jakab y col, 2002). Los cambios en la
aglomeracién macromolecular debidos al hinchamiento osmético pueden
funcionar como un sensor de volumen y gatillar mecanismos regulatorios
(Burg, 2000; Hoffmann y Dunham, 1995; Minton y col, 1993). Por ejemplo en
eritrocitos, el cotransportador K* /Cl- puede ser activado a través de
fosforilaciéon por una kinasa sensible a la concentracién de proteina que la rodea
(Burg, 2000). La activaciéon de estas enzimas por cambios en la dilucién del
citoplasma puede deberse ademds a cambios en la fuerza i6nica, que modifican

su actividad (Parker y col, 1995).

ii. Citoesqueleto

La arquitectura del citoesqueleto (Figura 1.2) también se ve afectada por
el hinchamiento celular. Mientras que generalmente los filamentos de actina se
despolimerizan en un proceso que es dependiente de Ca2*, los microtabulos
aumentan su estabilidad (Wehner y col, 2003). Esta alteracion del citoesqueleto
que acompafia a la remodelacién morfolégica de la membrana (se pierden las
invaginaciones de la membrana provocando una tensién mecanica o

estiramiento (Hoffmann, 2000), se transduce en varios efectos. En algunos casos

2 Del inglés macromolecular crowding, tambien puede ser traducida como hacinamiento macromolecular



se ha demostrado que facilita la fusién con la membrana de vesiculas
portadoras de canales, en otros modifica el estado de interaccion de la actina
con proteinas adaptadoras o estructurales (como la anquirina, la espectrina y la
integrina) que interaccionan directamente con sistemas de transporte
localizados en la membrana, modulando su actividad, y finalmente, puede
alterar la actividad de diferentes moléculas senalizadoras cambiando su
localizacién intracelular (Wehner y col, 2003; Hoffmann y Dunham, 1995; Jakab
y col, 2002).
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Figura 1.2: Esquema de una célula epitelial hipotética mostrando los distintos sistemas de
filamentos del citoesqueleto. Los 3 sistemas de filamentos (microfilamentos, microttibulos y
filamentos intermedios) se conectan por complejos dimeros. También se muestran las proteinas
asociadas a microtubulos y a actina que aumentan la complejidad de las interacciones
(Modificado de Herrmann y col, 2007).

iii. Estiramiento de membrana



Los cambios de tensién en la membrana de las células que ocurren
simultadneamente con la remodelacién del citoesqueleto debido al hinchamiento
osmotico, pueden provocar la modificaciéon de la conductancia de los canales
mecanosensibles (MSC, del inglés mechanosensitive channel ) (Morris y col, 1990).
Existen canales mecanosensibles activados directa o indirectamente por el
estiramiento de la membrana. Una distensiéon de la membrana en el swelling
provoca un aumento de la probabilidad de apertura de los canales
mecanosensibles sin modificar la conductancia unitaria ni la selectivitad. Se han
identificado canales MSC catiénicos no selectivos (permiten mayoritariamente
la entrada de Ca?* y Na*) y canales selectivos de Ca?*, K* y CI- en varios tipos

celulares (Lang y col, 1998; Wehner y col, 2003).

En resumen, existen muchos candidatos para detectar cambios en el
volumen celular: desde canales mecanosensibles a otro tipo de proteinas de
membrana, citosélicas o del citoesqueleto que se alteren frente a estos cambios
inducidos por el hinchamiento (Hoffmann, 2000). No obstante, a pesar de los
mecanismos mostrados, se desconoce con certeza la naturaleza del sistema
sensor responsable de la deteccion de los cambios de volumen. Esto se debe,
principalmente, al caracter integrador de las vias de sefializacion activadas
durante el RVD cuya interrelaciéon espacial y temporal dificulta la
interpretacion secuencial de todos los eventos, por lo que hace muy dificil
identificar el evento inicial que pudiera ser el responsable de desencadenar la
regulacién del volumen. Se ha propuesto que no existiria un tinico sensor, sino
que las células presentan un amplio abanico de sensores del volumen que
responderian en funcién de la magnitud y la naturaleza de la perturbacién del

volumen (Wehner y col, 1995; McLeod y col, 1994).

1.2.2. Vias de transducciéon de la senal

En el RVD pueden estar participando en paralelo varias vias de

sefializacion, por lo que la estrategia de bloquear una via (con el uso de



inhibidores especificos) no necesariamente anula el RVD ya que las otras
podrian estar contrarrestando el efecto. Por otro lado las vias de sefializaciéon
empleadas en el RVD no pueden generalizarse ya que parecen ser especificas de
cada tipo celular por lo que es necesario evaluarlas para cada tipo de célula
(Lang y col, 1998). A pesar de todo ello, muchos han sido los mecanismos
propuestos implicados en la sefalizaciéon intracelular. Mencionaremos a
continuacién algunos de los mejor estudiados en diversos sistemas que

participan en la senalizacion:

i. Fosforilacion de proteinas

La fosforilacion de proteinas se ha descripto en mecanismos de
regulacion de volumen a través de MAP Kinasas (Mitogen-activated protein) y
en mecanismos vinculados a la salida de osmolitos inorgénicos (a través del
resto de las kinasas PKC (Protein kinase C), PKA (Protein kinase A), TK (tyrosine
kinase) (Jakab y col, 2002). Por ejemplo se ha demostrado que todos los
miembros de la subfamilia de las Src TK son sensibles a cambios anisotdnicos,
participando en la activacién de canales de Cl- (VSOAC), canales de K* y
cotransportadores (KCC, del inglés K-CI cotransport) (Jakab y col, 2002).

it. Metabolismo lipidico

Los cambios en el metabolismo de lipidos como la fosfatidilcolina (PC), el
acido fosfatidico (AP), los fosfoinositoles (PI(4,5)P2, P1(3,4,5)P2), el diacilglicerol
(DAG), el 4cido araquidénico (AA) y sus derivados (leucotrienos,
prostaglandinas y tromboxanos) también participan en la respuesta celular a
cambios osmoéticos (Wehner y col, 1995 ; Jakab y col, 2002). Estos mensajeros
pueden actuar en distintas etapas de la sefializacién como consecuencia de la
activacion de enzimas como la fosfolipasas PLA2, la PLC o la kinasa PI-3 K por
estimulos hipoténicos. Por ejemplo en el caso del AA, esta bien descripto que

un hinchamiento celular aumenta su concentracién por activacion de PLA2



(Hoffmann, 2000). Se postula que la activacion de esta enzima estaria dada por
cambios en su estado de hacinamiento (con lo cual se ha sugerido un rol
mecanosensor de dicha enzima) y cambios en la concentracién intracelular de
calcio (Lang y col, 1998). A partir del metabolismo del AA se derivan una serie
de lipidos que han sido vinculados a la actuacion de canales efectores del RVD
(Hoffmann, 2000). La inhibicién de la PLA2 mostré reducir el RVD en algunas
células (Jakab y col, 2002). Sin embargo la complejidad de las cascadas lipidicas
y la alta variabilidad de sus componentes enziméticos en cada tipo celular
hacen de su estudio en la sefializacién de cambios de volumen un tema

impredecible a priori (Wehner y col, 1995).

iii. ATP y receptores purinérgicos

El ATP y los receptores purinérgicos han sido ampliamente vinculados a
la senalizacién. El estiramiento de membranas celulares produce la liberacion
de ATP al medio extracelular en diversas células (Jakab y col, 2002; Leipziger,
2003; Novak, 2003; Pafundo y col, 2008). Este nucleétido (ATP) junto con los
derivados resultantes de la acciéon de las ectonucleasas extracelulares (AMP,
ADP), interaccionan con diferentes tipos de receptores purinérgicos presentes
de forma ubicua en las membranas de las mismas células epiteliales,
desencadenando la activaciéon de vias de sefializacion que concluyen con la
regulaciéon de diferentes tipos de canales, entre ellos canales de Cl- y K*
(Bucheimer y Linden, 2004). Sin embargo atin no se conoce con certeza la via

por la cual el ATP es liberado en respuesta al estiramiento (Novak, 2003).
iv. pH

La mayoria de las células responde al swelling con una acidificacion
intracelular. Los mecanismos que pueden influenciar el pH extracelular e

intracelular durante el RVD son: i) salida HCOs mediante canales , ii)

activaciéon del transportador ClI- /HCOs-, iii) liberacion de H* desde los
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reservorios intracelulares, iv) incremento en la formacién de H* durante el
metabolismo, v) extrusiéon de iones reducida por inhibicién del intercambiador
Na*/H*, vi) estimulacién de salida de protén via intercambio Na*/H* activado
por acidosis intracelular y vii) estimulacién de canales H* gatillados por voltaje.

Los cambios de pH en los procesos de regulacion de volumen pueden
tener distintos efectos celulares, por ejemplo muchos canales de K* son
sensibles a pH, en general se activan a pH alcalinos y se inactivan a pHs acidos.
Esto esta vinculado con el hecho de que muchas células presenten un mayor
RVD en pH alcalino (Jakab y col, 2002). La mayor consecuencia del descenso en
el pH citoplasmatico seria la protonacién de aminoacidos que determinan la
funciéon de canales i6nicos y otras proteinas involucradas en la regulacién de

volumen.

0. El calcio intracelular

En muchos tipos celulares, principalmente epiteliales, el RVD requiere la
participaciéon del Ca?* como molécula sefializadora (McCarty y O"Neil, 1992).
Los aumentos intracelulares de Ca?*, pueden deberse a una entrada de Ca?*
desde el exterior a través de diferentes tipos de canales permeables para este i6n
y/o bien a una liberaciéon de Ca?* desde los depésitos intracelulares (Missiaen y
col, 2000).

En la gran mayoria de las células epiteliales la entrada de calcio durante
el swelling es necesaria para el RVD. Se ha descripto que las corrientes de calcio
que se manifiestan en el hinchamiento corresponde en general a la activacién de
canales catidnicos no selectivos, sensibles a estimulos mecanicos de la
membrana, y que son inhibibles por gadolinio. Estas corrientes entrantes de
calcio activan en las cercanias conductancias salientes de potasio dependientes
de calcio, cuya salida, sera uno de los efectores mas establecidos del RVD (Lang

y col, 1998).

1.2.3. Mecanismos efectores
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En condiciones basales el gradiente electroquimico de las membranas
celulares es favorable a un flujo de salida de los iones K* y CI-. Por ello, la
activacion de una via de K* conduce a estos iones hacia el exterior produciendo
una hiperpolarizacién de la membrana que a su vez favorece la salida de Cl- y
viceversa, la activacion de una conductancia de CI- lleva a una despolarizaciéon
de la membrana que en consecuencia facilita la salida de iones K* (Wehner y
col, 1995). El mecanismo mas efectivo y comtn para completar el RVD es la
activacion de ambas conductancias a la vez (Hoffmann, 2000; Wehner, 1998). La
inhibicion de cualquiera de ellas determina la inhibicién del RVD. La activacién
de dichas conductancias desencadena un movimiento de agua que acompana a
los solutos. Si bien se han descripto una serie de canales y transportadores que
participan de los mecanismos efectores del RVD en distintas células
comentaremos los mds relevantes para el desarrollo de esta tesis. Estos son los

canales de CI- y los canales de K* (Lang y col, 1998).

i. Canales de CI-

Se han caracterizado electrofisiolégicamente muchos sistemas de los que
se extrae que la conductancia de CI- mediada por los canales VSOAC llamados
también VRAC (volumen regulated anion channels) o VSOR (del inglés volume-
sensitive outwardly-rectifying), es el mecanismo mas utilizado para mediar el
RVD (Wehner y col, 2003; Okada y col, 2001). Tal y como su nombre indica
estos canales anionicos no son selectivos.

Otra via involucrada en el transporte de Cl- es el CFIR (del inglés Cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator). Esta proteina funciona como canal
permitiendo el flujo bidireccional de Cl-y de otros aniones como el HCOs- (Park
y col, 2002). Tan importante como su funcién primaria de canal de Cl- o HCOs
activable por AMPc, es la funcion reguladora que el CFTR ejerce sobre un gran
nimero de procesos celulares y de transporte idénico (Kunzelman, 2001;

Kunzelman, 1999). Por ejemplo, se ha demostrado que regula canales de Na*
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(ENaC), (Schreiber y col 2004), canales de Cl- ORCC (del inglés outwardly
rectifying Cl- channel (Schwiebert y col 1995)), canales de K* (del tipo Maxi K*,
hIK) (Vazquez y col, 2001; Fernandez-Fernandez y col, 2008)) y el
intercambiador de Cl- /HCOs; (Wheat y col, 2000). Ademas de regular el
volumen celular (Cho y col, 2004), participa en la regulaciéon del transito
vesicular (Bradbury y col, 1992; Bertrand y col, 2003), el pH (Coakley y col,
2003) y el transporte de ATP (Braunstein y col, 2001).

ii. Canales de K*

En estos tltimos afios ha habido un gran avance en la identificacién
molecular de canales de K* que se activan en repuesta al hinchamiento celular.
En diferentes tipos celulares se ha demostrado la participacion de distintos
miembros de varias familias de canales de K*: canales dependientes de Ca2?* del
tipo BKCa (del inglés Large Conductance Calcium-activated Potassium Channels),
IKCa (del inglés Intermediate Conductance Calcium-activated Potassium Channels) o
SKca (del inglés Small Conductance Calcium-activated Potassium Channels), canales
dependientes de voltaje como el Kv1.3 y el Kv1.5, la proteina IsK (Slow-voltage
dependent potassium channel) y mas recientemente canales de K* del tipo K2P
(two pores potassium channel) como el TREK-1 y el TREK-2 ambos activados por
estiramiento, difiriendo notablemente entre todos ellos respecto su
conductancia unitaria, mecanismos de apertura y organizacion molecular
(Wehner y col, 2003; Hoffmann y Dunham, 1995). El por qué cada tipo celular
utiliza una proteina u otra se desconoce pero esta alta variabilidad pone de

manifiesto la importancia de este mecanismo en el RVD (Wehner, 1998).

Como hemos visto se han descripto una serie de mecanismos sensores,
transductores y efectores del RVD. Sin embargo no hemos hablado de los
movimientos de agua durante estos procesos. En la siguiente parte de la
introduccién analizaremos el transporte de agua y su rol en la regulacion de

volumen celular.
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1.3. Movimiento de agua a través de la membrana
celular y los epitelios.

1.3.1. Mecanismos y vias del transporte de agua

El movimiento neto de agua a través de un epitelio es el resultado de los
flujos impulsados por gradientes osméticos e hidrostaticos y por aquellos
acoplados a los transportes iénicos (Parisi e Ibarra, 1996; Capurro y Parisi, 1992;
Escobar y col, 1990). Los movimientos de agua debidos a gradientes osméticos
tienen gran importancia en la fisiologia de muchos epitelios de absorciéon y
secrecion, y revisten una particular relevancia, como ya vimos, en los procesos
celulares vinculados a la regulacion de volumen celular.

En un epitelio los movimientos de agua pueden efectuarse tanto a través
de las células (via transcelular), como entre las células (via paracelular) (Figura
1.3). La importancia relativa de estas vias difiere segiin sean las uniones
intercelulares del epitelio: abiertas (leaky) o cerradas (tight) (Naftalin y col,
1986; Whittembury y col, 1985).

Via Transcelular

Membrana
4« pasolateral

Membrana
apical ™

Figura 1.3: Vias implicadas en el transporte de agua a través de un epitelio. Las flechas
indican el flujo neto de agua transepitelial cuya direccién dependerd del gradiente aplicado.
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En el transcurso de esta tesis estudiaremos algunos componentes
involucrados en la via transcelular, concentrandonos fundamentalmente en el
transporte apical. Los mecanismos de movimiento transcelular de agua fueron
discutidos durante muchos afios, proponiéndose varias hipétesis acerca de la
identidad de las vias de transporte a través de la membrana celular. Por un lado
se afirmaba que las moléculas de agua pasaban por la membrana por difusién
como lo hace el diéxido de carbono o el oxigeno, sin requerir componente
alguno para su transporte. Sin embargo el movimiento de agua por simple
difusioén a través de la bicapa lipidica no resultaba suficiente para explicar los
grandes movimientos de agua que se observaban en ciertos tipos celulares. Por
este motivo, se propuso la existencia de vias especificas en la membrana, bajo el
nombre de canales o poros, que explicaban los rdpidos cambios de volumen
celular observados en epitelios. Los estudios biofisicos permitieron proponer
canales hipotéticos donde 10 moléculas de agua se desplazan en fila india a
través de la membrana (Parisi y Bourguet, 1983). A principios de los afios 90, el
grupo de Peter Agre identific6, por primera vez, a una proteina selectiva para el
pasaje de agua (Preston y col, 1992). Esta familia de proteinas recibi6 el nombre
de acuaporinas (AQPs). En la actualidad se ha postulado un mecanismo
adicional de transporte, a través de cotransportadores agua-soluto (Zeuthen,
2002).

Por lo tanto, actualmente se acepta que el agua puede atravesar las
membranas celulares a través de tres vias: la bicapa fosfolipidica, los canales
especificos de agua (AQPs) y los co-transportadores agua-solutos recientemente

descriptos (Figura 1.4).
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bicapa lipidica  Acuaporina Cotransportador

Figura 1.4: Esquema de las vias implicadas en el transporte transcelular de agua. El
movimiento de agua a través de una membrana se puede dar por la bicapa lipidica, acuaporinas
y por proteinas cotransportadoras.

El flujo de agua que se mueve hacia el interior de la célula a través de la

membrana perturbada con un gradiente hiposmoético, resulta proporcional a:
Josm= LpArx

doénde, el flujo osmoético de agua estd representado por Josm (en cm3/s) y la
diferencia de presiéon osmoética, por Am. El coeficiente L, se denomina
conductividad hidrdulica de la membrana, sin embargo en muchas ocasiones
resulta mas conveniente utilizar el coeficiente de permeabilidad osmotica, Posm

(expresado en cm/s) como se muestra en la siguente ecuacion:

L,RT
V,A

w

Posm =

donde R es la constante general de los gases, T la temperatura termodinamica,
Vw el volumen molar parcial del agua y A el area de las células (Finkelstein,
1987). Posm se puede entender como una medida de la velocidad promedio de

desplazamiento que adquiere un volumen de agua a través una membrana.
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Ejemplificando, al observar el hinchamiento osmético de dos células hipotéticas
con diferentes Posm, la célula que posea un mayor Posm, alcanzard el volumen
maximo correspondiente en un menor tiempo. La velocidad con que el agua

atraviesa una membrana dependera de la via utilizada.

i. La bicapa lipidica

El agua atraviesa la bicapa mediante un mecanismo mixto de particion-
difusion (Finkelstein, 1987). De este modo, luego de impuesto un gradiente
osmoético o hidrostatico, el agua se mueve netamente por el compartimiento de
mayor actividad de agua (mayor potencial quimico) hacia el de menor
actividad de agua. Al hacerlo difunde a través de la solucién. En la frontera con
la membrana efectta una particién solucion-membrana, difundiendo a través
de la membrana. Luego genera una nueva particion membrana-solucion.
Finalmente difunde a través de la soluciéon del otro compartimiento. Los
fenémenos de particion como de difusion en la membrana estarian
determinados por la compleja composicién de esta. Los lipidos que componen
las membranas bioldgicas varian el grupo de su cabeza polar, la longitud de su
cadena de acidos grasos, el grado de saturacién y la concentracion de colesterol.
Ahora sabemos que la mayoria de las células poseen diferentes composiciones
lipidicas en cada uno de los lados de sus membranas plasmaticas (Simons y van
Meer, 1988).

Esta via no es muy permeable al agua, por ejemplo, en presencia de gradientes

osmoticos, el Posm para esta via es del orden de 1 x 10-* cm.s™* (Verkman y Mitra, 2000).

it. Las Acuaporinas (AQPs)

Las AQPs son proteinas intrinsecas de membrana que funcionan como
canales para el pasaje de agua (Preston y col, 1992). Se encuentran ampliamente
difundidas en los reinos vegetal y animal. Hasta el momento han sido
identificadas 13 acuaporinas en tejidos de mamiferos, denominadas AQP0-12.

En mamiferos las acuaporinas estdn expresadas en muchos epitelios y
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endotelios involucrados en transporte de fluido, asi como en otra clase de
epitelios, tales como la piel, tejido graso y vejiga urinaria.

Estructuralmente son proteinas hidrofébicas de tamafio pequefio
constituidas por cuatro monémeros (~30 kDa por monémero) (Agre y col, 2002;
Agre y Kozono, 2003; Verkman, 2005) y compuestas por 6 dominios
transmembrana (Figura 1.5 A). Las regiones amino y carboxiterminal contienen
el motivo altamente conservado NPA (Asn-Pro-Ala), que estd localizado entre
los loops B y E respectivamente. Estos dos loops se pliegan hacia la membrana
desde direcciones opuestas formando el poro que permite al agua pasar
selectivamente. Este modelo estructural se denomina “reloj de arena” (Figura
1.5 B). Las AQPs forman tetrameros, sin embargo cada monémero forma un
poro funcional (Figura 1.5 C). Esta estructura estd bien descripta para la AQP1,
asi el poro de esta acuaporina tiene un diametro de aproximadamente 3 A en su
region mas estrecha y una molécula de agua mide aproximadamente 2.8 A
(Figura 1.5 (C)). Por lo tanto una molécula tnica de agua puede pasar a través
del poro a una tasa de 3x10° moléculas de agua por monémero por segundo.

En el caso de la AQP2, estudios de mutagénesis sugieren que estos loops
no estarian vinculados en el transporte de agua, contradiciendo la hipétesis del
reloj de arena (Fushimi, 1999). Estas diferencias desde el punto de vista
estructural de las acuaporinas, son las que posiblemente le otorguen diferencias
funcionales, es decir diferencias en su capacidad de transportar agua. Por ello es
de suma importancia caracterizar biofisicamente los canales de agua.

Aunque AQP1, AQP2, AQP4, AQP5 y AQP8 son
fundamentalmente permeables al agua, AQP3, AQP7, AQP9 y AQP10
(llamadas Acuagliceroporinas) también transportan glicerol y otros solutos
pequeiios como en el caso de AQP9 (Agre y col, 2002). Por otro lado, se ha
publicado que AQP1 es capaz de transportar cationes (Anthony y col, 2000),
mientras que AQP7 y AQP9 transportarian pequefios solutos (Liu y col, 2002), y
AQP6 transportaria cloruros a bajo pH (Yasui y col, 1999). También se ha
sugerido que la AQP1 podria transportar gases como el dioxido de carbono

(Cooper y Boron, 1998) y amoniaco (Nakhoul y col, 2001), aunque otros trabajos
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(Verkman, 2002) llegaron a la conclusion de que el transporte de gas

dependiente de AQP1, si ocurriese, no seria biolégicamente significativo.

Extracelular

Intracelular
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Figura 1.5: Ilustracién esquematica de la topologia de la AQP1. A: Cada canal de agua se
compone de seis dominios transmembranas (1-6) conectada por cinco loops B: Al plegarse se
forma un poro de agua hidrofilico en el centro de cada monémero. C: Las AQPs forman
tetrameros sin embargo cada mondmero forma un poro funcional (*). (Modificado de Andrews
y col, 2008).

El transporte a través de casi todas las acuaporinas puede ser inhibido,
aunque de manera no especifica, por medio de compuestos mercuriales tales
como el HgCl.

La mayoria de las acuaporinas poseen secuencias consenso para N-

glicosilacion y se encuentran glicosiladas en los tejidos donde se expresan. Sin
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embargo la glicosilacion pareceria no ser importante para cumplir su funcién
como canales o para que la proteina alcance su destino subcelular
correspondiente (Verkman y Mitra, 2000).

Las acuaporinas confieren a la membrana una via extremadamente permeable al
agua, de manera tal que, en presencia de gradientes osmoticos, el Posm adquiere valores

del orden de 100 x 10-* cm/s (Verkman y Mitra, 2000).
iti. Los cotransportadores agua-soluto

También ha sido propuesto que el transporte de agua puede ocurrir a
través de ciertas proteinas transportadoras de membrana. El mecanismo
hipotético propuesto para estas proteinas es que cotransportarian solutos y
agua de forma activa (Zeuthen, 2002). El agua se transporta directamente
acoplada al transporte de soluto (Loo y col, 1996). Por ejemplo el
cotransportador Na*/glucosa (SGLT, del inglés Sodium-Glucose Transporter), de
células intestinales, es capaz de mover 260 moléculas de agua acopladas a cada
molécula de azucar transportada. Otros ejemplos son los cotransportadores
Na*-glutamato (EAAT1, del inglés Excitatory Amino Acid Transporter), el Na*-K*-
2CI- (NKCC, del inglés Na-K-Cl cotransporter) (King y col, 2004). Si bien el
mecanismo de transporte de agua por esta via es controversial, se ha descripto
que el Posm unitario de estos transportadores es un orden menor a la de la

mayoria de las AQPs.

1.4. El transporte de agua y los Epitelios Renales

1.4.1. La AQP2 y la reabsorcién de agua en el tabulo colector

El transporte transepitelial de agua tiene lugar en muchos 6rganos. Sin
embargo, es en el rifidn donde, quizas, este proceso es sorprendente por su
magnitud. En efecto, el rifién, cuya unidad funcional es el nefrén, filtra

diariamente 180 litros de plasma en un proceso de ultrafiltrado. Luego este
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volumen es procesado, por varios segmentos del nefrén, hasta formar
aproximadamente 1,5 litros de orina. Esto se logra gracias a la enorme
capacidad que poseen los distintos segmentos del nefrén para reabsorber agua
y, de este modo, concentrar la orina final. La regulacién fina de estos procesos
ocurre en un segmento del nefrén llamado tabulo colector (TC), el que esta bajo
el control de una hormona especifica: la arginina-vasopresina (AVP). Para ello
es fundamental, ademads, la presencia de gradientes osméticos. En estado de
antidiuresis la AVP estimula la incorporaciéon de la acuaporina 2, presente en
vesiculas intracelulares, a la membrana celular, a través de un mecanismo
dependiente de AMPc, estimuldndose de esta manera la reabsorcion de agua
(Schafer y col, 1992). En éste caso el agua se mueve, siguiendo los gradientes

osmoéticos transepiteliales, via la AQP2 apical y las AQP3 y AQP4 residentes en

la membrana basolateral (Yamamoto y col, 1998; Parisi e Ibarra, 1996) (Figura

1.6).

agua | o
fk’,‘f { } .
AQP3

Figura 1.6: Expresion y regulacién de las acuaporinas en el nefrén de mamiferos. Se detallan
las distintas AQPs expresadas en los diferentes segmentos del nefrén. El detalle corresponde al
segmento del TC en el cual se esquematiza el mecanismo de accién de la hormona AVP,
conocida también como la hormona antidiurética (HAD), desencadenando la insercién de la
acuaporina 2 (AQP2) en la membrana apical. El agua se transporta a través de ésta y a través de
la AQP3 y AQP4 residentes en la membrana basolateral.
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Cuando un individuo bebe mucha cantidad de agua o se inhibe la
liberacién de AVP -por ejemplo debido a la ingesta de cafeina o alcohol- se
excretan mayores volimenes de orina. Esto se debe a que la acuaporina 2
permanece en el interior de la célula y no se incorpora a la membrana,
disminuyendo la reabsorciéon de agua. Existen individuos que poseen una
mutacioén en el gen de la acuaporina 2 o en el receptor de AVP y desarrollan
una enfermedad denominada diabetes nefrogénica insipida. Estos pacientes
pierden la capacidad de reabsorber agua y llegan a eliminar hasta 20 litros de
orina por dia. También fue documentada una disminucién en la expresién de la
acuaporina 2 en pacientes que sufren incontinencia urinaria. Por el contrario, el
aumento en la expresion de la acuaporina 2 conduce a una retencién excesiva
de liquido, caracteristica durante el embarazo o en pacientes que sufren de
insuficiencia cardiaca congestiva. Recientemente, se propuso que, ademas de la
activacion de la via de sefalizaciéon que involucra al AMPc, inducida por la
AVP, la osmolaridad externa efectiva seria crucial para la expresion de AQP2 lo
cual estaria mediado por elementos sensibles a la tonicidad (Storm y col, 2003).

La participaciéon de la AQP2 en el proceso de reabsorcién de agua debido
a la exposiciéon de la membrana apical a disminuciones en la osmolaridad
luminal, implica elevados flujos de agua y rapidos cambios de volumen en estas
células. Como vimos anteriormente, en respuesta al hinchamiento osmético, se
ponen en marcha en las células diversos mecanismos de regulacién. Aunque se
asume que durante la regulaciéon del volumen celular los movimientos de iones
conducen a movimientos de agua, el posible rol de las AQPs en estos procesos
ha sido muy poco investigado. Estos estudios cobran importancia no sélo para
entender los procesos fisiolégicos, sino también en ciertas situaciones

patoldgicas.

1.4.2. Las lineas celulares de tabulo colector

Debido a la complejidad del estudio de la regulacion del transporte de

agua e iones en los tibulos enteros, la posibilidad de contar con un sistema
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celular en cultivo provee una herramienta muy importante para los estudios
fisiol6gicos. Nuestro laboratorio ha contribuido al establecimiento de una
nueva linea celular de origen renal derivada de ttbulos colectores corticales de
nefrén de rata: la linea celular WT-RCCDs (Rat Cortical Collecting Duct Wild-
Tipe) (Blot-Chabaud y col, 1996). Esta es la primera linea de TC que mantiene
muy elevadas resistencias transepiteliales (2400 Q .cm?) como ocurre en el
tabulo nativo. Ademads, posee propiedades de transporte vectorial idnico
proximas a aquellas observadas en los colectores nativos y conserva fenotipos
caracteristicos de las células principales e intercalares del epitelio renal del cual
derivan. Los estudios morfolégicos e inmunocitoquimicos indican que las
células WT-RCCDs son polarizadas con uniones estrechas bien establecidas
(Figura 1.7), expresan el canal de sodio-amiloride sensible en la membrana
apical y la bomba Na*- K*-ATPasa en la membrana basolateral. Por otra parte,
conservan el receptor V2 a la AVP, caracteristico de las células principales de
los CCD nativos (Blot-Chabaud y col, 1996) sin embargo no expresan

acuaporinas (Capurro y col, 2001).

Células Principales

Uniones estrechas

Células Intercalares

= B
e

Figura 1.7: Micrografia electronica de las células RCCD;. La foto muestra las caracteristicas
morfolégicas de las células cuando son crecidas en soporte permeable.

El establecimiento de esta linea celular permitié avanzar en el estudio de
algunos de los eventos vinculados con el transporte de agua y solutos, antes
mencionados (Djelidi y col, 1997; Djelidi y col, 1999; Capurro y col, 2001; Ford y
col, 2002; Rivarola y col, 2005; Rivarola y col, 2007). En las células WT-RCCD; se
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demostré que los movimientos de agua son independientes de la expresion de
las AQPs hasta el presente descritas en los tibulos colectores nativos (Capurro
y col, 2001). Adicionalmente la transfeccion estable de esta linea celular con
aquaporina 2 muestra un fenémeno de rectificaciéon osmética en hipotonia. Es
decir que la permeabilidad osmética de la membrana depende de la direccion
del gradiente hipoténico impuesto. Esto sugiere que existirian mecanismos que
modulan la permeabilidad osmética de la AQP2 en la membrana en presencia

de estimulos osméticos (Chara y col, 2005).

1.5. AQPs y regulacién de volumen.

Tal como ha sido descrito en la primera parte de esta introduccién, una
serie de canales y transportadores se han identificado como vias para los flujos
de regulacion de volumen (Lang y col, 2007; Okada y col, 2001), sin embargo la
via de pasaje de agua a través de la membrana plasmatica en los procesos de
regulacion de volumen no ha sido metédicamente investigada (Kida y col,
2005). Las herramientas como tranfecciéon, knockdown y knockout de canales de
agua especificos han provisto nueva informacién acerca de un posible rol de las
acuaporinas en la regulaciéon de volumen.

AQP5 fue el primer canal de agua descrito en tener un rol en la
regulacion de volumen en células acinares de glandulas parétidas y
sublinguales (Krane y col, 2001). Los ratones deficientes en AQP5 presentan en
esas células, una reducida permeabilidad osmética e inhibida su RVD. Estos
resultados estan en concordancia con el reciente trabajo que muestra un rapido
swelling y un completo RVD en células acinares submandibulares de rata
(Hansen y col, 2007), en las cuales los niveles de expresiéon de AQP5 se
encuentran incrementados. Otras acuaporinas han sido vinculadas a la
regulaciéon de volumen, por ejemplo, se ha demostrado que la delecion de
AQP1 en el endotelio de la cornea murina reduce la permeabilidad osmética y
produce un RVD incompleto (Kuang y col, 2004). Por otra parte la disminucién

de la expresion de AQP3 por tratamiento antisense suprime el RVD de las
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células intestinales 407, indicando un rol importante de la AQP3 en este proceso
(Kida y col, 2005). En algunos otros tipos de células no epiteliales se ha sugerido
el rol de AQP4, AQP8, AQP9 y AQPs de protozoos en la regulacién de volumen
(Benfenati y col, 2007; Callies y col, 2008; Dibas y col, 2007; Figarella y col, 2007).

En cuanto a la participacion de la AQP2 en la regulacion de volumen,
nuestro grupo reporté que las células de tabulo colector cortical transfectadas
con AQP2 (AQP2-RCCD1) presentan mecanismos rapidos de RVD (Ford y col,
2005). En este trabajo se postularon dos mecanismos paralelos de regulacién de
volumen, uno de activacion rapida, que estd gatillado por AQP2 e involucra los
canales de potasio sensibles a bario y el canal CFTR (Figura 1.8) y otro de

activacion lenta , que seria independiente de la expresién de acuaporina 2.

RCCD,-AQP2 RCCD,-WT

HCO, g—
Q— — o RVD rapido _%z =
°'==__ —_— o
o — ——
RVD lenio RVD lenio
Extracelular o— — OIntracelular Extracelular Intracelular

Figura 1.8: Mecanismos de regulacion de volumen en las células RCCD;. Las células AQP2-
RCCD; son capaces de activar al CFTR y a canales de K* sensibles a bario de tal manera que se
logra activar un mecanismo rapido de RVD. En las células WT-RCCD; no se activan estos
transportadores a pesar de que si se expresan. Por otra parte los 2 tipos celulares presentan un
mecanismo mas lento de regulaciéon de volumen que es independiente del CFTR y de los
canales de K*.

1.5.1. ;Por qué las AQPs pueden ser importantes para el RVD?

Cuando aplicamos un gradiente hiposmoético a una célula, podemos
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dividir los cambios de volumen que observamos en dos fases (Figura 1.9) 1- un
incremento debido al flujo de agua impulsado por el gradiente osmético y 2- un
decremento en el volumen debido a movimientos de agua cercanos a la

isosmolaridad impulsados por el flujo de soluto hacia el exterior de la célula.

t 0 HIPO |
- AQP
VIV, 2 - AQP
+ AQP
Tiempo

Figura 1.9: Esquema de la evolucion temporal del volumen relativo, luego de aplicar un
shock hipotdnico en células que expresan acuaporinas (+AQP) vs células que no expresan
acuaporinas (-AQP). Se observa una respuesta bifésica: 1 - Regién donde el transporte pasivo
de agua maneja los cambios de volumen. 2 -Regién donde el volumen celular esta impulsado
por el RVD.

La presencia de una AQP, le otorga a la membrana de dicha célula una
tasa rapida de hinchamiento (Fase 1). Si las acuaporinas no estan presentes, este
hinchamiento (Fase 1) igualmente ocurrird, sin embargo la tasa de incremento
de volumen se verd reducida. Por lo tanto, ambas alcanzan un volumen
maximo similar, sin embargo las células que expresan AQP lo hacen en un
menor tiempo. Luego del incremento en el volumen celular una rapida
activacion de mecanismos de RVD ocurriria s6lo en prescencia de las AQPs
(Liu y col, 2006; Kida y col, 2005; Ford y col, 2005; Hansen y col, 2007; Benfenati
y col, 2007). En ausencia de AQPs el RVD aparece a veces inhibido totalmente y
otras veces activado tardiamente (Hansen y col, 2007; Kida y col, 2005; Kuang y

col, 2004; Krane y col, 2001; Pasantes-Morales y col, 2006).

Aunque la expresion de acuaporinas claramente favorece el RVD, se
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desconoce si esto se debe a la funcién que ejercen como via de salida de fluido
una vez generada la respuesta regulatoria y/ o si son relevantes en los procesos
de activacion del mecanismo de RVD. Es probable que las acuaporinas
participen en procesos celulares més alla de ser vias de pasaje de agua (Hill y
col, 2004).

Siguiendo esta linea las acuaporinas se han propuesto como sensores de
estrés mecédnico o de diferencia de presién osmética en la membrana plasmaética
(Ford y col, 2005; Hill y col, 2004; Kuang y col 2004). Ademas se ha sugerido que
las acuaporinas pueden contribuir al ajuste del volumen celular de reposo

(Stamer y col, 2001).
1.6. Objetivos generales

El proceso de sensado de cambios de volumen en células es un fenémeno
de gran importancia para la regulaciéon de la homeostasis. Para los epitelios que
presentan una alta permeabilidad al agua como el caso del tabulo colector
renal, resulta un fendmeno evidentemente critico para que la rapida entrada de
agua pueda desencadenar rdpidos mecanismos de transducciéon que
restablezcan el volumen. La naturaleza misma del sensado de volumen es una
pregunta abierta y no hay hasta el momento una explicacién general que pueda
aplicarse a todas las células. Como vimos, la reabsorcién de agua en los tabulos
corticales del rinén de mamiferos estd dada por la regulacion de la expresion de
acuaporina 2 en la membrana apical. Esta regulacion se lleva a cabo
fisiolégicamente por AVP que aumenta la localizacion de AQP2 en Ia
membrana apical. La expresiéon de AQP2 en la membrana favorece la pronta
activacion y gatillado de mecanismos de regulacion de volumen. Sin embargo

no se conoce como la acuaporina puede gatillar dichos eventos.

El objetivo general de este trabajo de tesis es estudiar los mecanismos celulares
involucrados en la activacion y serializacion del RVD en células de tibulo colector

cortical renal evaluando el rol de la AQP?2 en este proceso.
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Capitulo 2: Participacion de la AQP2 en el
incremento de calcio intracelular inducido por
hipotonia: Implicancias en la regulacion de

volumen celular
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2.1. Introduccion

Trabajos previos de nuestro grupo demostraron que la presencia de
AQP2 en la membrana de las células RCCD; es crucial para la activacion de
mecanismos rapidos de regulacion de volumen. Estos mecanismos rapidos
involucran la activaciéon de un sistema efector del RVD compuesto por el canal
de potasio sensible a Ba?* y el CFIR, que solo se activan cuando la AQP2 esta
expresada en membrana apical (Ford y col, 2005).

El paso siguiente fue estudiar en las células AQP2-RCCD; la existencia
de sefiales citoplasmaticas que activen los mecanismos efectores del RVD. Hasta
el momento, la existencia de esas sefiales es desconocida y se ignoran los
eventos moleculares que vinculan la presencia de la AQP2 con la activacion de
los rapidos mecanismos efectores del RVD. Uno de los posibles candidatos para
ser estudiados es la generacién de sefiales de calcio intracelular ya que se ha
descripto ampliamente al calcio intracelular como un mecanismo de

sefializacion del RVD (Hoffman y col, 2009).

21.1. Mecanismos celulares generales involucrados en la

senalizacion de calcio

El calcio citosdlico es fundamental para regular una inmensa variedad de
procesos celulares como la transcripcién de genes, la activaciéon de enzimas
citoplasmaticas, el ciclo celular, la migracion, o incluso para la comunicacién
célula-célula (Munaron y col, 2004). Su correcta participacion en dichos
procesos depende esencialmente del adecuado funcionamiento del mecanismo
de sefializacién y del correcto mantenimiento de la concentracién de calcio libre
citos6lico. De esta manera, la elevacién de calcio citosdlico producida en
respuesta a un estimulo especifico (por ejemplo una hormona), conforma en el
citosol una senial determinada que, de acuerdo a su cinética, su amplitud, su
duracion y a su localizacion podra desencadenar respuestas fisiologicas

especificas.
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Las fuentes del calcio libre pueden ser extracelulares o de depdsitos
intracelulares de los cuales el reticulo endoplasmatico (RE) es el mayor
reservorio. Sin embargo existen otros depésitos intracelulares de calcio
vinculados a la sefializaciéon como el nicleo y las mitocondrias, el citoesqueleto
de actina o las proteinas de unién a calcio (CBP). Dada la complejidad del
sistema de sefalizaciéon de calcio como segundo mensajero es importante
comprender los componentes celulares vinculados a la generacion de las
sefales citosolicas, que incluyen el mantenimiento del calcio intracelular, las
vias de entrada desde el extracelular, la liberacion desde los reservorios
intracelulares y finalmente las vias de sefalizacién conocidas en las que actdan
conjuntamente ambos  compartimentos. Los mecanismos generales
involucrados en la sefializacién, descriptos a continuacién, nos servirdn para
comprender a lo largo del capitulo, los posibles fenémenos que ocurren durante

la sefializacion de estimulos osmaticos.

i. Mecanismos de mantenimiento de la concentracioén de calcio libre citosélico

Las concentraciones de calcio libre en el citosol ([Ca?*]i ) se mantienen
muy bajas (aproximadamente 10- 7 M) asegurando el correcto funcionamiento
de los sistemas celulares. En mamiferos la concentraciéon de calcio libre
extracelular ([Ca%*]e) se encuentra en el rango milimolar y la concentracién de
calcio del RE ([Ca2?*]rg) se estima en el orden micromolar. Por lo tanto la
relacion de concentracion para el calcio entre el compartimiento intracelular y
cualquiera de los compartimentos que lo rodean es al menos 1000 veces menor.
Este elevado gradiente hace que, aunque las permeabilidades al calcio de la
membrana plasmatica o del RE sean pequefias, existan fugas a través de canales
pasivos (Figura 2.1). Estas pequefas fugas, de producirse de manera continua,
podrian atentar contra la estabilidad de la [Ca?*]i. Las bombas Ca?*-ATPasa de
membrana plasmética (PMCA) y de reticulo endoplasmatico (SERCA) son
fundamentales en la extrusion constitutiva de calcio fuera del citosol, mientras

que el intercambiador Na*/Ca?* (NCX), al funcionar acoplado a gradiente de
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Na* se utiliza especificamente durante algunos procesos (Figura 2.1).
Ocasionalmente este transportador, también podria contribuir a la entrada de
Ca?* especialmente en situaciones de elevada concentraciéon de Na* intracelular

o de importante despolarizacion.

fCa?*] =1 mM

NCX

[Ca?*]pe = 1uM

Figura 2.1: Mecanismos generales de mantenimiento del calcio intracelular. Las bombas
PMCA, SERCA vy el intercambiador NCX se encargan de mantener la concentracion citosélica
de calcio.

ii. Mecanismos de entrada de calcio

La entrada de calcio desde el extracelular estd dada principalmente por
canales que aumentan su probabilidad de apertura cuando la célula es
estimulada. Los canales son clasificados de acuerdo al estimulo que los activa
directa o indirectamente (Figura 2.2). De esta manera podemos describir canales
activados por voltaje (VOC del inglés voltage-operated channel) dependientes de
voltaje, activados por receptor (ROC, del inglés receptor-operated calcium) que se

abren por unién directa a agonistas (por ej. neurotransmisores), activados por
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segundos mensajeros (SMOC, second messenger oparerated channels) que
responden a mensajeros intracelulares liberados en respuestas a agonistas (por
ej ATP, hormonas esteroideas, factores de crecimiento y mitégenos). Los canales
SMOC parecerian ser una via importante en la entrada de calcio en respuesta a
agonistas en células no excitables (Zitt y col 2002; Munaron y col, 2004). Los
canales SOC (Store operated channels) se activan ante estimulos que vacian los
reservorios intracelulares (descriptos mas adelante).

Finalmente podemos mencionar a los canales MSCC (del ingles
mechanosensitive calcium channels) que son sensibles a cualquier estimulo de
tipo mecanico como el stress osmoético, el estiramiento de membrana o el shear
stress’. Los MSCC incluyen a los canales activados directamente por
estiramiento (por ejemplo por la aplicacién de una presiéon hidrostatica) (Morris
y col, 1990) y otro tipo de canales mecanosensibles que se activan ante estimulos

osmoticos, pero no en forma directa (Lietdke y Kim, 2005).

SMOC SocC ROC
voc Ca2+ Ca2+ Ag. Ca?* MSCC
Ca2+ \ Ca2+ Gradiente osmético

Estiramiento de memb.

aassodiesonsolfs It
o R zgzg@zza@ 222220 ,-g%fg Prse
3

¢
Fosfafidil Inositoles
MNucleotidos ciclicos
IMensajeros lipidicos ﬁ

Ca2+

Figura 2.2: Modos de entrada de calcio a través de la membrana. El calcio puede entrar a la
célula a través de varias clases generales de canales, incluyendo los VOC Voltaje operated
channels), los SMOC (Small molecule operated channels), los SOC (Store operated channels), los ROC
(Receptor operated Channels) y los MSCC (mechanosensitive calcium channels).

3 Shear stress, o cizallamiento , es el efecto que produce una fuerza mecénica aplicada de forma paralela a la superficie de
las células, en contraste con el normal stress, en el que las fuerzas se aplica de forma perpendicular. Ocurre en algunos
sistemas celulares por ejemplo en los tabulos, cuando el pasaje de fluido a lo largo de la luz, produce deformaciones en
las células que forman el epitelio.
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iii. Mecanismos de liberacion de calcio desde los reservorios intracelulares

El reticulo endoplasmatico (RE) es uno de los reservorios intracelulares
de calcio mds importantes y es la fuente de liberacién de calcio al citosol en
respuesta a estimulos externos que mas ha sido estudiada. Existen dos tipos de
canales de calcio en el RE, los receptores IP3 (IP3R) y los receptores de
Ryanodina (RRy Figura 2.1).

El IP3R es un canal de calcio multimérico que se abre luego de unirse a
IP3, que puede estar estimulada ya sea por receptores acoplados a proteina G
(GPCR) o por receptores acoplados a tirosin Kinasas (RTK) que activan una
cascada de PLC (Putney y col, 2001). La liberacién de calcio inducido por IP3 en
general da lugar a una sefal rapida y corta que es regulada por las bombas
SERCA (en el reticulo) y PMCA (en la membrana). El RRy es un canal
multimérico que es modulado en si mismo por calcio y puede dar lugar a

oscilaciones de la concentracion intracelular de calcio.

iv. Mecanismos de seiializacion que utilizan ambas fuentes.

La sefializaciéon de estimulos extracelulares en la mayoria de los casos
puede involucrar vias complejas que utilizan ambas fuentes. De acuerdo a los
mensajeros que se activan y a los componentes moleculares que participan,
estos mecanismos de sefializaciéon se han dividido principalmente en dos tipos:
Liberacion de calcio inducida por calcio (CICR, calcium induced calcium release)
(Figura 2.3) y entrada de calcio capacitativa (CCE, capacitative calcium entry)

(Figura 2.4).
a- CICR

En lineas generales la liberacion de calcio inducida por calcio involucra
un incremento inicial de calcio intracelular a través de un flujo de entrada desde

el extracelular (por ej. canales VOC o MSCC) que es capaz de activar la apertura

de receptores de RRy en el RE y de esa manera producir una rapida liberacién
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de calcio. En general este mecanismo requiere que los receptores de rianodina
del RE estén acoplados funcionalmente a dichos canales de membrana de
manera de que la cercania fisica asegure una liberaciéon rapida y especifica. Se
describié inicialmente en células musculares, en las cuales la entrada de calcio
por canales voltaje dependientes gatilla la activacion de RRy en el tabulo T.
Posteriormente se encontraron evidencias que los estimulos osméticos pueden
desencadenar una CICR en células epiteliales. Existen adicionalemente algunos

reportes que involucran a los IP3R en la liberacién (Figura 2.3).

Figura 2.3: Esquema de la sefializacion de calcio por el mecanismo denominado CICR
(Liberacién de calcio inducida por calcio). La activaciéon de una corriente entrante de calcio
activa a los RRy o los IP3R del RE, gatillando la liberacién de los depésitos.

b- CCE

La CCE se activa cuando un estimulo externo (un ligando que se une a
un receptor de membrana o un estimulo fisico), es capaz de desencadenar el
vaciamiento de calcio del RE. En general esta disminuciéon en la [Ca?*]re se
produce al activarse la liberacion de calcio por la unién IP3-IP3R. Una vez que
la [Ca?*]re disminuye por debajo de un determinado umbral de concentracién,
una serie de mecanismos son capaces de producir la activacién de una via de

entrada especifica en la membrana plasmética desde el compartimiento
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extracelular (Figura 2.4). La CCE provocard una sefial con dos componentes,
primero una liberacién rapida, transiente y luego una entrada lenta y sostenida
(Putney y col, 2001). A los canales que pueden activarse por este mecanismo de
entrada se los denomina, genericamente, canales SOC (del inglés Store-operated

Channel).

SR
@»

Figura 2.4: Esquema de la sefializacion de calcio por el mecanismo denominado CCE (Entrada
de calcio capacitativa). Se esquematiza un ejemplo en el que la estimulacién por un agonista
que se une a su receptor GPCR, activa PLC y libera IP3. El IP3 se une al receptor de IP3
produciendo la primera fase de la liberacion: el vaciamiento de los depdsitos. Este provocara la
activacion de canales SOC en la membrana, que producirdn una entrada sostenida.

Respecto de los mecanismos que activarian estos canales se han
postulado tres hipétesis (Figura 2.5): la existencia de un acoplamiento
conformacional, la activacion de insercion de vesiculas y la presencia de mensajeros

difusibles intracelulares que estimulan la apertura del canal (Elliot y col, 2001).

El acoplamiento conformacional sugiere que los receptores de IP3 del

35



reticulo endoplasmatico, IP3R se hallan fisicamente acoplados a los canales de
calcio de la membrana plasmaética. De esta manera, cuando los canales IP3R se
abren, por accién del IP3, se gatilla la apertura de los canales de membrana por
un cambio conformacional (Putney y col, 2001) (Figura 2.5 A).

El mecanismo de insercion de vesiculas o exocitosis establece de manera
similar al anterior que el vaciamiento de los depésitos por activacion de
receptores IP3 del reticulo endoplasmatico, gatilla la inserciéon en la membrana
plasmaética de vesiculas que contienen canales de calcio (Figura 2.5 B).

El mecanismo de activacion de la corriente capacitativa por mensajeros
intracelulares postula la existencia de moléculas que se liberan luego del
vaciamiento de los depésitos intracelulares y que activan canales de membrana
plasmatica. Entre estas moléculas se han postulado el IP4, los metabolitos del
Citocromo P oxidasa 450 (CYP 450) y factores hipotéticos como el CIF (factor de
flujo de calcio) (Figura 2.5 C).

b
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Figura 2.5: Modelos hipotéticos propuestos para la activacion de canales SOC en la
generacion de la entrada de calcio CCE. A: Modelo de acoplamiento conformacional, B:
modelo de la insercién vesicular, C: hipétesis del mensajero intracelular (Modificado de Putney
y col, 2001).

2.1.2. Objetivos

El objetivo general de este capitulo es estudiar el rol del calcio
intracelular en la activacién y senalizacién del RVD en células del tabulo
colector cortical renal, evaluando el rol de la AQP2 en este proceso. Para ello
se utilizaron dos lineas celulares de tibulo colector cortical de rata, una que
no expresa acuaporinas (WT-RCCD1) y otra que expresa de manera

constitutiva AQP2 en la membrana apical (AQP2-RCCDx).
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Cultivo celular

La linea celular WT-RCCD; fue establecida a partir de tabulo colector
cortical de rata (CCD). Esta linea presenta una elevada resistencia transepitelial
y caracteristicas de permeabilidad semejantes al tabulo nativo (Blot-Chabaud y
col, 1996), sin embargo no expresa acuaporinas. Por lo tanto transfectamos esta
linea con cDNA de AQP2 de rata. La transfecciéon estable se realizé con el
simian virus 40 (SV40). Por estudios de inmunolocalizacion y microscopia
confocal comprobamos que AQP?2 se localiza constitutivamente en la membrana
apical y en el compartimento subapical (Ford y col, 2005).

Las células WT- RCCD; fueron cultivadas a 37°C, en una atmodsfera de
5% COz, con un medio de cultivo definido (DM) de composicién: 1:1 Ham's F-
12/DMEM; 14 mM NaHCOs3; 3.2 mM glutamina; 5x108 M dexametasona; 3x10-8
M selenito de sodio; 5 pg/ml insulina; 10 pg/ml factor de crecimiento
epidérmico; 5x10® M triodotironina; 10 unidades/ml penicilina/estreptomicina;
20 mM HEPES, 10 mM Tris (pH 7,4), apotransferrina (5mg/ml) y 2% suero fetal
bovino (Internegocios). El medio se les cambié cada 2 dias y se repico
semanalmente utilizando Tripsina-EDTA (Gibco-BRL). Las células AQP2-
RCCD; fueron cultivadas de la misma manera con el agregado de geneticina

(G418).

2.2.2. Medicién de Volumen Celular.

Para la medicion de volumen celular se utilizaron técnicas de
fluorescencia. Los experimentos fueron realizados con el fluoréforo derivado de
la fluoresceina BCECF/ AM. El hecho de que el fluoréforo esté modificado como
un acetoximetil ester (AM) le permite ser permeable a la célula y evita la
engorrosa técnica de inyecciéon donde se dafia la membrana de las células. La

forma AM ingresa a la célula atravesando la membrana plasmatica y es luego

37



clivado por estearasas intracelulares (presentes en casi todas las células). De
esta forma el fluoréforo se transforma en una especie impermeable y queda en
forma libre atrapado en el interior de la célula.

El fluoréforo BCECF/AM fue reportado por primera vez por Tsien
(Tsien ycol, 1981) y es el indicador intracelular méas utilizado para la mediciéon
de pH intracelular. Adicionalmente este fluoréforo, asi como la calceina (otro
derivado de la fluoresceina) pueden actuar como marcadores de cambios de
volumen de agua intracelular. A una determinada longitud de onda de
excitacién, denominada punto isosbéstico, la fluorescencia del BCECF no se ve
afectada por cambios en el pH. Esta técnica fue ampliamente utilizada para la
medicién de cambios de volumen celular, ya que los cambios de concentracién
de fluoréfo son proporcionales a los cambios de volumen en células aisladas
(Alvarez-Leefmans y col, 1995; Alvarez Leefmans y col, 2006; Pafundo y col,
2004). Sin embargo se report6 que para algunas células crecidas en monocapas,
el comportamiento es inverso al esperado ya que al diluirse el interior celular
(luego de un shock osmético) se producen aumentos de la intensidad
fluorescencia, a este fenémeno se lo ha denominado extincién de fluorescencia
(Self quenching) (Hamman y col, 2002; Wehner y col; 1995). Posteriormente se ha
demostrado que dicho fenémeno de extinciéon puede deberse también a
interaccién entre el contenido citosélico y el fluoréforo (Solenov y col, 2004). En
nuestro laboratorio se adapt6 la técnica de videomicroscopia de fluorescencia
para la medicion de cambios de volumen de agua en células epiteliales de
tabulo colector cortical (Ford y col, 2005). Dicha adaptacion para células
epiteliales se basa en que la medicién de los cambios de fluorescencia en una
pequenia region (pinhole) localizada en la periferia de las células, resulta
directamente proporcional a los cambios de volumen (Figura 2.6). Este
fenémeno, inverso al esperado por dilucién de fluoréforo, no se deberia a la
auto-extincion de fluorescencia como fue reportado previamente (Hamman y
col, 2002; Solenov y col, 2007) sino a los cambios de altura durante el
incremento de volumen de las células registradas en la periferia (Ver Anexo

metodolégico).
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Figura 2.6: Esquema de mediciones utilizadas para la técnica de medicion de cambios de
volumen. A: Células RCCD; cargadas con fluoréforo BCECF y ubicacién de las pinholes. B:
Registro de intensidad de fluorescencia de las células cargadas con BCECF y registradas en el
centro y en la periferia en medio hiperténico. C: Fluorescencia relativa en funcién del tiempo en
células expuestas a distintos gradientes osmoticos D: Fluorescencia relativa en funcién del
gradiente (Ford y col, 2005).

Las células crecidas en confluencia en cubreobjetos circulares de 12 mm
de diametro (Fisher), fueron montadas en una cdmara de aluminio y se
cargaron con 2 uM del fluoré6foro BCECF/ AM (Molecular Probes) durante 30-
45 minutos a 37°C, en oscuridad. Luego la cdmara que contiene las células fue
colocada en la platina de un Microscopio invertido de epifluorescencia Nikon
TE-200 (objetivo Nikon Panfluor X40 apertura numérica 1.3 de aceite de
inmersién). El setup de microscopia utilizado es similar al descripto en los
trabajos del grupo de Alvarez-Leefmans (Alvarez-Leefmans y col, 1997). Las
células son lavadas varias veces con solucién Ringer isoténico libre de
fluoréforo con el fin de remover el BCECF del sobrenadante y luego se
mantienen en esa solucion libre de fluoré6foro al menos 15 min. antes de
comenzar con los experimentos y se lava nuevamente. La temperatura del

cuarto se mantiene a20+ 2 ° C.
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Durante el transcurso de los experimentos la solucién de bafio en la
camara se cambia aspirando por medio de pipetas pasteur y agregando
rapidamente la soluciéon deseada. Este intercambio de fluidos es completado en
un lapso menor a 5s.

La intensidad de fluorescencia es registrada al excitar el BCECF en su
punto isosbéstico (440 nm), longitud de onda a la cual el fluoréforo es insensible
a variaciones de pH (Figura 2.7).

Los datos de fluorescencia son adquiridos cada 10 s utilizando una
camara CCD (charge-coupled device camera: Hamamatsu C4742-95) conectada
a una PC en la que se utiliza el software de adquisicion Metafluor (Universal
Imaging, West Chester, PA, USA). Este sistema permite tomar imagenes de la
fluorescencia emitida por las células, con una frecuencia de adquisicién elegida
por el usuario y permite calcular la intensidad de fluorescencia de regiones
especificas de las células (Figura 2.6 A). A estas regiones se las denomina

pinhole digitales (Alvarez-Leefmans y col, 1997).
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Figura 2.7: Espectro de excitaciéon del Fluoréforo BCECF. En el detalle se muestra el punto
isosbéstico del fluoréforo aproximadamente en 440 nm el cual es insensible a pH.

El procedimiento para estimar el cambio en el volumen celular de agua

es similar al descripto para células epiteliales de retina (Hamman y col, 2002).
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Doénde:
V es el volumen celular a tiempo t
Voes Vcuando t =0
Fo representa la sefial de fluorescencia medida en una regién pequefia (pinhole)
en presencia de un medio de osmolaridad OsMo
Fi es la intensidad de fluorescencia de la misma regién a tiempo t en una
solucién de una osmolaridad OsM;
f es la fluorescencia de fondo (background)
El pardmetro f, corresponde a la interseccion en las ordenadas de un grafico
Fi/F,en funciéon de OsMo/OsM;, (Figura 2.6 D)

El RVD asociado con la respuesta volumétrica de las células expuestas a
un medio hipoténico fue evaluado con el pardmetro %RVD: que evalta el
porcentaje de recuperaciéon del volumen celular en el tiempo t, y se calcula por

medio de la siguiente ecuacion:

e
— max—| — |t
%RVDt = V”V—V" x100
(g5 o=
Vo
Donde (V/ Vo) max corresponde al maximo valor de V/Vy alcanzado durante el
shock hipoténico (Pico maximo) y Vt/Vo representa el valor de V/Vp en el

tiempo evaluado.

2.2.3. Medicion del coeficiente de permeabilidad osmética

La permeabilidad osmética al agua de las células RCCD: fue estimada
utilizando los dos primeros minutos de los registros del curso temporal del
volumen relativo obtenido con células cargadas con BCECF segtin se describi6

en el punto 2.2.2. Las curvas fueron ajustadas a exponenciales simples con el

41



software Prism 3.0 y se obtuvo el parametro correspondiente a la constante de

tiempo (1) . El Posm (en cm?/s) se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion,

Vo

Posm=———
T.AAOsM Vw
Donde A es el area correspondiente a la superficie de la célula (en cm?), Voes el
volumen relativo inicial, AOsM es el gradiente osmético y Vw representa el

volumen molar parcial del agua (18 cm3/ mol).

2.2.4. Medicion de calcio intracelular

Para la medicién de cambios en la concentracion de calcio intracelular a
partir de estimulos en los que se modifica la concentracion de las especies en el
citosol por cambios de volumen (como es el caso de de estimulos hipoténicos o
hiperténicos) es necesario utilizar fluoré6foros que permitan visualizar sefiales
de fluorescencia independientemente de los cambios de dilucién. Por esto se
utilizaron fluoréforos que permiten mediciones ratiométricas. Esto significa que
para la estimacion de la concentracién intracelular de calcio se toman en cuenta
la relacion de fluorescencia de dos longitudes de onda de excitacion.

El fluoréforo Fura-2 es el mas ampliamente utilizado desde su desarrollo
por Grynkiewicz en 1985. Un espectro de excitacion del Fura-2 se muestra en la
figura 2.8. Segtin el espectro, este fluoréforo tiene tres longitudes de onda de
excitacion relevantes para la medicién de calcio: una a 340 nm, la cual aumenta
su intensidad al aumentar el calcio libre, otra a 380 nm que disminuye su
intensidad al aumentar la concentraciéon de calcio y finalmente la de 360 nm, en
la que la intensidad no varia en estos cambios, o sea el punto isosbéstico

(Muallem y col, 1992; Alvarez-Leefmans y col, 2006).
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Figura 2.8: Espectro de excitacion del fluor6foro Fura-2/AM. El maximo de excitacion de este
fluoréforo se encuentra aproximadamente en 340 nm (correspondiente al fluoréforo unido a
calcio) mientras que el minimo de excitacion estd en 380 nm (correspondiente al fluoréforo 0-
Caz*,).

La concentracién de calcio intracelular se evaltia mediante la relaciéon de
intensidades a partir del registro de fluorescencia de 340 nm y 380 nm en un
pinhole central en cada célula. Para los experimentos las células crecidas en
confluencia se cargaron con Fura-2/AM (10 pM) durante 1 hora a temperatura
ambiente (20 £2 ° C).

Las concentraciones de Ca?* intracelular fueron calibradas a partir de las
seflales méximas y minimas de Fura-2 al finalizar cada experimento. La
solucién del bano utilizada fue de 3.5 pM del ionéforo de Ca2* ionomicina con
una concentracion 1 mM de Ca?* para establecer maximas sefales de Fura-2 y
luego una soluciéon libre de Ca?* y 100 pM EGTA utilizando la misma
concentracion de ionomicina para alcanzar sefiales minimas de Fura-2.

La [Ca?*]; fue calculada como se report6 previamente (Grynkiewicz y col, 1985):

[Ca?*]; = K4.(R - Rmin)/(Rmax - R ). F
Donde:

K4 es la constante de disociacién de Fura-2 (224 nM)

R es la relacion de intensidades de fluorescencia en las longitudes de onda de
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excitacion 340 y 380 nm

Rmax y Rmin son las relaciones maximas y minimas de Fura-2 alcanzadas en
presencia y ausencia de Ca?*,

y F es la relacion de intensidades de Fura-2 a 380 nm en presencia y ausencia
de Ca?*.

Para cuantificar los efectos del estimulo sobre la concentracion
intracelular de calcio se calcul6 la diferencia de la [Ca2*]i (A[Ca?*];) respecto de
la condicién basal. El setup experimental utilizado para estos experimentos es el
mismo que describimos en el punto anterior, utilizando los filtros de excitacién

340 nm y 380 nm y el filtro de emision para Fura-2 de 510 nm.

2.2.5. Soluciones

Las soluciones isosméticas contienen (en mM): 90 NaCl, 10 NaHCOs, 5
KCl, 1 CaClz, 0.8 MgSOs, 1 MgCly, 100 manitol, 20 Hepes, 5 glucosa. Las
soluciones hiposmoéticas se prepararon removiendo manitol hasta lograr el
AOsM = 100 mOsM, manteniendo la fuerza iénica. Las soluciones de gradiente
osmoético mayor (AOsM = 200 mOsM), se prepararon por dilucién hasta
alcanzar la osmolaridad final de 120 £+ 3 mOsM. Las soluciones 0-Ca2*, se
realizaron sustituyendo CaClz por MgCl, y agregando EGTA (ImM) para
quelar el calcio libre.

Las osmolaridades fueron sistematicamente medidas por medio de un
osmoémetro de presion de vapor (Werked). Todas las soluciones fueron llevadas
a un pH de 7.4 con Tris (Sigma). En algunos experimentos se us6 100 pM
Cloruro de Gadolinio (Sigma), 100 uM BAPTA/AM (Molecular Probes), 1 uM
Tapsigargina (Molecular Probes), 300 uM HgCl> (Sigma), 100 pg/ml

Anfotericina (Sigma).
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2.2.6. Estadistica

Todos los valores reportados corresponden a media * el error standard
de la media (SEM), y n es el nimero de células evaluadas utilizando entre tres a
seis experimentos diferentes. Para todas las comparaciones se realizaron
pruebas de t de Student para datos no pareados y p < 0.05 fue considerado como

estadisiticamente significativo

2.3. Resultados

2.3.1. La hipotonia induce un incremento de calcio intracelular en

células que expresan AQP2

Para estudiar las variaciones de calcio intracelular ante estimulos
osmoticos en las células de tibulo colector renal y evaluar el rol de la AQP2 en
este proceso realizamos experimentos donde se expuso a las células AQP2-
RCCD; y WT-RCCD» a gradientes hipoténicos, y se midieron los cambios de
calcio citosdlico.

En la figura 2.9 A se muestra el curso temporal de la fluorescencia
relativa de células AQP2-RCCD; y WT-RCCD; cargadas con Fura-2/AM en
presencia de un shock hipoténico. La reduccion de la osmolaridad produce un
importante aumento transiente del calcio citosdlico sélo en las células AQP2-
RCCD;s. En cambio en las células WT se produce un pequefio aumento seguido
de un decremento por debajo de los niveles basales.

Para estudiar si la inhibicion de la permeabilidad osmética al agua de las
células AQP2-RCCD; tiene efectos sobre el incremento de la sefial de calcio en
respuesta a hipotonia, realizamos experimentos de inhibiciéon de la AQP2 por
medio de una preincubacién con cloruro de mercurio (0.3 mM) el cual ha sido
ampliamente utilizado como inhibidor de AQPs. Trabajos anteriores en el

laboratorio mostraron que este tratamiento inhibe un 80 % el Posm de las células
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AQP2-RCCD; (Ford y col 2005).
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Figura 2.9: Efectos de la hipotonia en la[Ca?*]; en células AQP2-RCCD; y WT en presencia y
ausencia de HgCl,. A: Dinamica de la relaciéon 340/380 luego del shock hipoténico (AOsM = 100
mOsM) de células cargadas con Fura-2/ AM. B: A[Ca?*];max representa el maximo incremento de
[Ca?*]; luego del shock hipoténico. Los valores son medias + SEM de 80 a 100 células de 5-6
experimentos * p <0.001, comparando HgCl> vs Control.
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La figura 2.9 B muestra que el valor maximo de incremento de la
concentracion [Ca?*]i luego del shock hipoténico (A[Ca?*]; ™) en las células
AQP2-RCCD; se redujo significativamente al incubarlas con HgCl,
obteniéndose valores similares a los de WT. En contraste en las células WT-

RCCD: la inhibicién con HgClz no mostré efectos en el A[Ca2*]jmax (Figura 2.9 B).

Con el objetivo de evaluar si los efectos de la hipotonia sobre el
incremento de calcio son debidos a la presencia de AQP2 per se o si solamente
son debidos a los rdpidos cambios de volumen que se dan cuando el Posm
aumenta, incubamos las células WT-RCCD; con el poro artificial anfotericina B
(Holz y col, 1970). Esta droga se ha utilizado por distintos autores para simular
un incremento en la permeabilidad similar a la producida por las acuaporinas
(Capurro y col, 1994; Zelenina y Brismar, 2000; Zhang y Verkman, 1991; Yano y
col, 1996).

La figura 2.10 A muestra el coeficiente de permeabilidad osmética
estimado luego de la exposicién a un medio hipoténico de las células WT-
RCCD: tratadas con anfotericina o vehiculo. La preincubacién de las células WT
con anfotericina produjo un incremento de 6 veces en el Posm, sin embargo no
hubo cambios significativos en el aumento de calcio intracelular (Figura 2.10 B).
Este resultado refuerza la idea de que el sélo incremento de el Posm a través de

un poro no es suficiente para producir incrementos en [Ca?*];.
Todos estos resultados en conjunto muestran que la presencia de la AQP2

funcional en la membrana de las células RCCD1 es condicion necesaria para la

activacion del incremento de calcio citosélico en respuesta a estimulos hipotonicos.
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Figura 2.10: Efectos de la anfotericina en el Posm y en la [Ca?*]; en células WT-RCCD; en
respuesta a hipotonia. A: El coeficiente de permeabilidad osmética fue estimado a partir de los
cambios de volumen relativo en respuesta a un shock hipoténico (AOsM = 100 mOsM) en
células WT-RCCD; pre incubadas con anfotericina B (100 ng/ml) o vehiculo (DMSO). Para
comparar estos valores con los valores de permeabilidad osmética de las células AQP2-RCCDy,
éstas fueron preincubadas con vehiculo. B: A[Ca?*]imx representa el maximo incremento de
concentracién de calcio intracelular luego de un shock hipoténico en las condiciones ya
descriptas. Los valores representan la media + SEM de 50 a 100 células de 4-5 experimentos, *
p< 0.001, comparando con células WT-RCCD; preincubadas con vehiculo.

2.3.2. El incremento de calcio inducido por hipotonia en células

AQP2-RCCD; depende de la fuente extracelular de calcio.

Para evaluar si el aumento de la [Ca?*]; en respuesta a hipotonia depende

de fuentes extracelulares, expusimos las células a un medio libre de Ca?*..
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Figura 2.11: Efecto de la remocién del calcio extracelular en la variacion de la [Ca?*]; en
células AQP2-RCCD; y WT-RCCD; luego de un tratamiento hipoténico. Dindmica de la
relacién 340/380 luego del shock hipoténico (AOsM = 100 mOsM) en células AQP2-RCCD; (A)
y WT-RCCD; (B) cargadas con Fura-2/AM en ausencia y presencia de calcio extracelular (C)
A[Ca?*]; max representa el maximo incremento de [Ca?*]i luego del shock hipoténico. Los valores
son medias + SEM de 80 a 100 células de 5 a 6 experimentos, * p < 0.001.
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La figura 2.11 A muestra que la ausencia de calcio extracelular en las
células AQP2-RCCD1 reduce significativamente la capacidad de aumentar el
calcio intracelular. Al cuantificar estos experimentos, se evidencia que el
promedio maximo de concentracién de calcio intracelular A[Ca?*]max se reduce
a un 27 % en ausencia de calcio extracelular (Figura 2.11 C). Por el contrario, la
ausencia de calcio extracelular en las células WT-RCCD; no modificé la

respuesta maxima observada (Figura 2.11 By C).

Estos resultados muestran que en la osmosenalizacion de células RCCDs, la
presencia de AQP2 en la membrana plasmdtica participa en la activacion de

mecanismos de entrada de calcio desde el compartimento extracelular.

2.3.3. La entrada de calcio dependiente de AQP2 es requerida para
la rapida activaciéon del RVD

Dado que previamente reportamos que la AQP2 es crucial para la
activacion de los mecanismos rapidos de RVD (Ford y col, 2005) evaluamos si la
entrada de calcio desde el extracelular es requerida para dicha respuesta. La
figura 2.12 A muestra los cursos temporales de cambio relativo de volumen de
células AQP2-RCCD: en soluciones control y libres de calcio. Al someter a las
células al shock hiposmoético, las cinéticas de ambas condiciones resultan
diferentes mostrando una inhibicién en la respuesta de recuperaciéon de
volumen en los experimentos realizados con soluciones libres de calcio. El
porcentaje de RVD a los 20 minutos (%RVDao) fue significativamente menor en
las células expuestas a 0-Ca?*, (Figura. 2.12 C). Por el contrario las células que
no expresan AQP2, en las cuales reportamos la ausencia de mecanismos rapidos

de RVD, el %RVDzono se ve alterado en medio 0-Ca?*, (Figura 2.12, By C).
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Figura 2.12: Efecto de la remocién de calcio sobre el RVD en las células AQP2 y WT -RCCDq
(AOsm = 100 mOsM). Los cambios de volumen fueron medidos en células AQP2(A) y WT (B)
cargadas con BCECF en condiciones control y en ausencia de calcio extracelular. C: Porcentaje
de recuperacién de volumen a los 20 minutos (% RVDa). Los valores son medias + SEM de 80 a

100 células de 5-6 experimentos, * p < 0.001.
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Dado que ha sido reportado que el Ca?* puede modular la permeabilidad
osmoética de algunas acuaporinas (Nemeth-Cahalan y col, 2000) evaluamos que
el Posm no se estuviera modificando con el Ca?* y que esta fuese la causa de la
inhibicién del RVD. En la figura 2.13 mostramos que la permeabilidad osmética
de las células AQP2-RCCD: no se modifica por una disminuciéon de la

concentracion extracelular de calcio.

Estos resultados sugieren fuertemente que en las células AQP2-RCCD; Ia

rapida activacion del RVD requiere una entrada de calcio desde el espacio extracelular.
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Figura 2.13: Efecto de la remocion de calcio sobre la permeabilidad osmética al agua (Posm) en
las células AQP2 y WT-RCCDs. El Posm se estimd a partir de los cambios de volumen
registrados en células AQP2 y WT sometidas a un medio hipoténico (AOsM = 100 mOsM) en
condiciones control y en ausencia de calcio extracelular. Los valores representan medias + SEM
de 80 a 100 células de 5-6 experimentos.

23.4. El Gadolinio inhibe el incremento de calcio y el RVD
dependiente de AQP2
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El siguiente paso fue investigar la posible via de ingreso de Ca 2* desde el
compartimento extracelular. Evaluamos la posible participaciéon de canales
inhibidos por GdCls. El gadolinio ha sido reportado como un inhibidor del
ingreso de calcio extracelular a través de canales mecanosensibles durante el

hinchamiento osmético (Urbach y col, 1999).

La figura 2.14 A muestra que la incubacion de las células AQP2-RCCD1
con 100 pM Gd3* inhibe sustancialmente el pico del incremento transientede
calcio intracelular producido por el hinchamiento, y se reduce a un 34 %

respecto del control (Figura 2.14 B).
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Figura 2.14: Efecto del Gadolinio en la entrada de calcio estimulada por hipotonia en células
AQP2-RCCD:;. Se utilizé una concentracion 100 uM de Gd3* que fue agregada 10 minutos antes
del shock hipoténico y mantenida durante todo el experimento. A: Curso temporal de relacién
340/380 en células control y en células tratadas con GdCls B: Concentracién intracelular de
calcio maxima luego de un shock hipoténico [Ca?*]; m2x, Los valores representan la media + SEM
de 70 a 90 células a partir de 5-6 experimentos, * p < 0.001.

Posteriormente evaluamos si la sefializacién por estimulos osméticos
sensible a gadolinio observada en AQP2-RCCD; es relevante en la activacion de
mecanismos rapidos de RVD. Para ello realizamos mediciones de cambios de
volumen en presencia de un gradiente osmoético en células AQP2-RCCD1
incubadas con gadolinio.

La presencia de gadolinio produce una cinética de volumen diferente al

control con un retardo en alcanzar el maximo y una reduccién de la
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recuperaciéon de volumen (Figura 2.15 A). De esta forma el % RVD2o fue
reducido significativamente (Figura. 2.15 B).

Para evaluar si el rapido estiramiento provocado por un gradiente
osmoético en células RCCD; es capaz de activar mecanismos de RVD
independientemente de la presencia de AQP2 realizamos experimentos de
medicién de volumen en células WT-RCCD: incubadas con anfotericina (100
ng/ml). La figura 2.16 muestra que el %RVD de las células WT-RCCD; tratadas
con anfotericina ante un gradiente osmoético (A OsM = 100 mOsM) no difiere
significativamente de las células tratadas con vehiculo. Por lo tanto, el rapido
swelling no puede activar la respuesta de RVD, reforzando la participacién de

la AQP2 en una via especifica sensible a estimulos osméticos.
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Figura 2.15: Efecto del Gadolinio en la regulacion de volumen (RVD) en células AQP2-
RCCD; A: Curso temporal del volumen celular en células control y tratadas con Gd* B:
porcentaje de recuperacion de volumen a los 20 minutos (%RVDzg). Los valores representan
media + SEM de 70 a 90 células a partir de 5-6 experimentos, * p < 0.001.

Estos resultados son consistentes con la hipdtesis de que una via especifica
activada por cambios de volumen y sensible a gadolinio media la entrada de calcio
durante el swelling de las células AQP2-RCCD1 vy que esto cumple un rol clave en la

respuesta rapida de regulacion de volumen.
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Figura 2.16: Efectos de la anfotericina en el RVD en células WT-RCCD;. A: Curso temporal de
cambio de volumen relativo en respuesta a un shock hipoténico (AOsM = 100 mOsM) en células
WT-RCCD;. La flecha indica el tiempo en el cual se agregé anfotericina B (100 pg/ml) o
vehiculo (DMSO) al medio. B: porcentaje de regulaciéon de volumen a los 20 minutos (%RVD2o)
en las condiciones descriptas previamente. Para comparar estos valores con los de las células
AQP2-RCCDy, éstas fueron preincubadas con vehiculo. Los valores representan la media + SEM
de 60 a 100 células de 4-5 experimentos, * p < 0.001 comparado con células WT-RCCD;
preincubadas con vehiculo.

2.3.5. La liberacién de calcio de los compartimientos intracelulares

también estd involucrada en la respuesta de calcio a hipotonia

mediada por AQP2

Dado que la incubaciéon de las células AQP2-RCCD;x con solucién 0-Ca2*,
no inhibe completamente la respuesta de calcio a hipotonia observada en las
células AQP2-RCCD; (Figura 2.11 A) nos preguntamos si no estarian también
implicados los depdsitos intracelulares en la respuesta. Para estudiar si los
reservorios de calcio estdn involucrados en la generacion de la sefial sensible a
volumen investigamos el efecto de la hipotonia sobre los niveles de calcio
intracelular y luego de un tratamiento con tapsigargina, un inhibidor de la
bomba Ca2*/ ATPasa (SERCA) que evita el llenado de los reservorios (Thastrup
y col, 1990).

La figura 2.17 A muestra el curso temporal de la fluorescencia relativa en
células AQP2-RCCD; incubadas con tapsigargina 1 uM o con vehiculo (DMSO)

durante 10 minutos previos a la adicién de la solucién hipoténica.
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Figura 2.17: Efectos de la Tapsigargina (Taps) y BAPTA-AM en el incremento de [Ca?*] luego
de un shock hipoténico en células AQP2-RCCD;. A: Dindamica de la relacion 340/380 luego del
shock hipoténico (AOsM = 100 mOsM) en células cargadas con Fura-2/AM tratadas con
tapsigargina 1 uM o vehiculo (DMSO). Las drogas se agregaron 10 minutos antes del shock
hipoténico y fueron mantenidas durante todo el experimento. B: A [Ca?*]; m> (nM) luego del
shock hipoténico en células tratadas previamente con Taps durante 10 o 20 minutos, con o sin
calcio extacelular o incubadas 60 minutos con BAPTA/AM. Los valores representan promedios
+ SEM de 50 a 100 células de 4-5 experimentos. * p < 0.01 comparado con vehiculo # p < 0.01
comparada con Taps 10 min.
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Se puede observar que ocurre una inhibicién parcial pero significativa
del pico que sigue al shock hipoténico en células donde los reservorios fueron
previamente depletados. No se observaron diferencias cuando se incubo
durante 20 minutos. Al incubar con tapsigargina en ausencia de calcio
extracelular, se observo una inhibicién total. Resultados similares se observaron
al tratarse las células con el quelante de iones divalentes BAPTA/AM (Figura

217 B).

Todos estos resultados sugieren que en células AQP2-RCCD1 el incremento de
[Ca?*]i provocado por hipotonia, ademds de activar una via de entrada desde el
extracelular, produce una movilizacion de reservorios intracelulares sensibles a

tapsigargina.

Con el fin de establecer si el pequefio incremento en la [Ca?*]; observado
en las células WT-RCCD1 (Figura 2.9) ante un shock hipoténico involucra
también una liberacion desde los reservorios, examinamos cambios de [Ca2*]; en
células WT previamente tratadas con tapsigargina. No observamos cambios en
A[Ca?*]; max entre los controles y las células tratadas con tapsigargina (vehiculo:

14 + 4 nM; n= 60 vs. tapsigargina: 12.5 £ 2 nM; n = 60, no significativo).

2.3.6. La liberacion de «calcio de reservorios ante estimulos
hipoténicos dependiente de AQP2 es requerida para la rapida
activaciéon del RVD.

Para estudiar si la liberacién desde los reservorios intracelulares de calcio
en respuesta a estimulos hipoténicos existente en las células AQP2-RCCD; es
un evento fundamental en la osmosenalizacion de mecanismos rapidos de
RVD, evaluamos la regulacion de volumen en ausencia de una fuente
intracelular de calcio. Para esto indujimos con tapsigargina una deplecién de los
reservorios intracelulares previo al estimulo osmético. Este tratamiento con

tapsigargina produjo una reduccion significativa del %RVDyo (Figura 2.18). La
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reduccion de los mecanismos rapidos de RVD (a aproximadamente un 50% del
control) también se observd cuando la regulaciéon de volumen se evalud
simultadneamente en presencia de tapsigargina y ausencia de calcio extracelular

o cuando se utiliz6 el quelante de calcio intracelular BAPTA /AM (Figura 2.18).

Estos resultados indican que ademds de la entrada de calcio desde el extracelular,
la liberacion de calcio de los reservorios intracelulares frente a estimulo hipoténico en
células AQP2-RCCD;s es fundamental para la activacion de mecanismos rdpidos de

RVD.
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Figura 2.18: Efectos de la Tapsigargina (Taps) y BAPTA-AM en el %RVDy luego de un shock
hipoténico en células AQP2-RCCD;. Porcentaje de recuperaciéon de volumen celular a los 20
minutos (%RVDap). Todos los valores representan medias + SEM de 60 a 100 células de 4 a 6
experimentos, * p < 0.001 comparado con vehiculo.

2.3.7. El incremento de calcio en las células AQP2-RCCD; depende
de la magnitud del estimulo osmotico: posible activacion de la

entrada capacitativa.

Para estudiar si el incremento en la magnitud del gradiente osmético

afecta las caracteristicas de la respuesta, las células fueron expuestas a una
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solucion mas diluida (AOsM = 200 mOsM, un gradiente similar al gradiente
existente entre la luz del TC y el intersticio). Los efectos en las respuestas de
calcio a gradientes osmoticos mayores en las células AQP2-RCCD; y WT se
muestran en la figura 2.19. Se observa que las cinéticas de AOsM= 100 y 200
mOsM son similares en las células WIT-RCCD; pero resultan muy diferentes en
las células AQP2-RCCDs (Figura. 2.19 A). En células AQP2 estas diferencias

desaparecen cuando las células son incubadas con tapsigargina (Figura. 2 19 B).

—Hl— AQP2 (200 mOsM)

-l - AQPZ (100 mOsM)

—@—WT (200 mOsmM)
@ WT (100 mOsh)

Tiempo (min)

180 - * AQP2-RCCD,

B AOsm = 100 mOsM
Bl AOsm = 200 mOsM

Vehiculo Tapsigargina

Figura 2.19: Efectos de la magnitud del gradiente osmético en la [Ca?*]; en células WT y
AQP2-RCCD;. A: Curso temporal de la relacién de fluorescencia 340/380 luego de un shock
hipoténico (AOsM = 100 mOsM, AOsM = 200 mOsM) en células WT y AQP2-RCCD; cargadas
con Fura-2/AM B: [Ca?*]; m (nM) luego del shock hipoténico en células AQP2-RCCD; en
condiciones control o pretratadas con tapsigargina por 10 minutos. Los valores representan
medias + SEM de 60-80 células a partir de 4-5 experimentos, * p < 0.001.
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Dado que la cinética de AOsM = 200 mOsM en AQP2 muestra un
incremento sostenido similar al que generalmente se describe en la entrada
capacitativa (Putney, 2001), testeamos si la depleciéon de los reservorios por
tapsigargina promueve la activacién de la via CCE.

Un protocolo tipico utilizado para distinguir la corriente de calcio

capacitativa se muestra en la figura 2.20.
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Figura 2.20: Protocolo utilizado para inducir entrada de calcio por vaciamiento de depésitos
intracelulares (CCE) en células AQP2-RCCD;. Curso temporal de relacién de fluorescencia
340/380 en células tratadas con tapsigargina o con vehiculo. La tapsigargina o vehiculo fueron
agregados en el tiempo indicado por la flecha. En ausencia de calcio extracelular la tapsigargina
induce un incremento de calcio transiente en células AQP2-RCCD; (Picol). El restablecimiento
del calcio extracelular en el tratamiento con tapsigargina estimula un incremento de calcio
mayor que en los experimentos control (Pico2) indicando la presencia de CCE. . Los valores
representan la medias + SEM de 40 a 60 células de 4 a 5 experimentos, * p < 0.001

El vaciamiento de los reservorios se induce en primer lugar por la
adicién de tapsigargina (1pM) en medio 0-Ca?*, seguido por la reintroduccién
de Ca 2* 1 mM. La preincubacién de las células AQP2-RCCD1 con tapsigargina
en medio 0-Ca?*. induce un transiente de calcio intracelular (pico 1: que
corresponde al vaciamiento de los depésitos). Un incremento mayor se da

cuando se reestablece el calcio extracelular (pico 2: correspondiente a una
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entrada de calcio del medio extracelular). Cuando el mismo protocolo es
realizado con el vehiculo (DMSO) no aparece ningtn incremento durante la
exposiciéon a un medio 0-Ca?*. y un pequefio aumento puede observarse cuando
se agrega calcio extracelular. Este incremento independiente de tapsigargina
podria explicarse por una depleciéon parcial de los reservorios durante la
exposicion a la soluciéon 0-Ca?*. o a un posible dafio de las células. Por lo tanto
el restablecimiento de calcio extracelular en el tratamiento con tapsigargina
estimula un incremento de calcio mayor que en los experimentos control (Pico
2) indicando la presencia de CCE. Resultados similares fueron obtenidos en

células WT-RCCDx cuando se aplica el mismo protocolo.

La figura 2.21 muestra la [Ca?*]j*® cuando se reestablece la concentracién
extracelular de calcio (pico 2 de la figura 2.9) en ambas lineas celulares. La

diferencia entre tapsigargina y vehiculo representa la entrada capacitativa de

calcio.
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Figura 2.21: Presencia de entrada de calcio capacitativa en las células RCCD..
A[Ca?*]imaxcalculado cuando el calcio se reestablece (pico 2) en células AQP2 y WT-RCCD;. Los
valores son medias = SEM de 40 a 60 células de 4 a 5 experimentos, * p < 0.001.
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Nuestros resultados indican que ambas lineas celulares tienen reservorios
sensibles a tapsigargina y que en ambas se puede inducir una via CCE. Sin embargo la
activacion de esta via por estimulos osmoticos sdlo se evidencia en las células que

expresan AQP2.

2.4. Discusion

2.4.1. La presencia de la AQP2 funcional en las células del CCD es
crucial para producir los incrementos de calcio necesarios para

activar el RVD

Previamente se ha reportado en una gran diversidad de tipos de células
que luego del swelling osmotico existen incrementos en la concentraciéon de
Ca?*j, mientras que en otras permanece constante (Lang y col, 1998; McCarty y
O"Neil, 1992). En algunas células estos incrementos de calcio son necesarios
para el RVD, sin embargo en otros tipos de células estos aumentos por swelling
se observan pero no resultan necesarios para el control de volumen (Beck y col,
1991; Best y col, 1996; Hansen y col, 2007). Estas diferencias pueden deberse a la
variacion en los canales que participan del RVD en los distintos tipos de células.
Previamente a este trabajo de tesis, nuestro grupo demostr6 que la expresién de
la AQP2 en las células RCCD; es crucial para la rdpida activacion del RVD a
través de la activacion del CFIR y canales de K* (Ford y col, 2005). En este
capitulo investigamos si el calcio intracelular es parte de la via de sefializaciéon
que vincula la AQP2 con la rapida activacion de la regulacion de volumen.

En las células AQP2-RCCD; el swelling osmético produce un incremento
transiente en el calcio intracelular que resulta insignificante en las células que
no expresan AQP2. El incremento en la [Ca 2*]; puede ser debido a la activacion
de canales permeables a calcio en la membrana de la célula y/o a la liberacion

de calcio desde los reservorios. Nuestro hallazgo de que la exposicién a una
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solucion libre de calcio extracelular o a una solucién 100 pM Gd3* no bloquea
completamente la respuesta, indica que el calcio extracelular no es la tnica
fuente para el incremento de calcio luego del swelling. En este sentido
mostramos que el tratamiento con tapsigargina, reduce el aumento en la [Ca 2*];
producida por un shock hipotonico y el tratamiento con tapsigargina en una
solucion libre de calcio inhibe casi completamente la respuesta. Todos estos
resultados indican que, el aumento en la [Ca ?*]ise debe tanto a una entrada de
calcio desde el compartimiento extracelular como a una liberaciéon de los
depdsitos.

Por otro lado, el descenso en la [Ca 2*] intracelular provocado por el
swelling osmético puede deberse a una recaptacion de calcio de los reservorios
y/0 a una extrusién hacia el extracelular. También podria estar involucrada
alguna proteina de unién a calcio, como por ejemplo la calciclina. En rifién, la
calciclina se localiza a lo largo del tabulo colector cortical y en las células
RCCD;, se ha informado su presencia en el citoplasma (Courtois-Coutry y col,
2002). Nuestra observacion de que en las células WT existe un descenso en el
[Ca%*]i por debajo de los niveles basales, sin observarse un incremento
sustancial, sugiere que el hinchamiento osmético probablemente induzca la
estimulaciéon de mecanismos de disminuciéon del calcio citosdlico libre,
independientemente de la activaciéon de los mecanismos de incremento de
calcio. Adicionalmente nuestros experimentos muestran que esta disminucién

del calcio citosélico es dependiente de calcio extracelular (Figura 2.11 B)

El incremento en la concentraciéon de calcio intracelular en las células
AQP2-RCCD;s provocado por un shock hiposmético es consistente con lo que
ha sido reportado para muchos tipos de células renales (Ankorina-Stark y col,
2007; Hirsch y col, 1993; McCarty y O"Neil, 1992; Tamma y col, 2007; Tinel y col,
2000; Tinel y col, 2002; Urbach y col, 1999). En el CCD de rata se ha descripto
que una entrada de calcio es estimulada por swelling hiposmotico y es
fuertemente dependiente de calcio extracelular, pero que no involucraria la

liberacién de calcio de los depésitos (Hirsch y col, 1993). Sin embargo un trabajo

63



posterior reporté que en CCD prefundidos, el incremento de calcio debido a
estiramiento involucra una liberacién desde los reservorios ademas de una
entrada desde el extracelular (Woda y col, 2002). En células de tibulo colector
CD8 y en células de tabulo colector medular, el shock hipoténico es
acompafiado por una liberacién de calcio desde los reservorios, y por una
entrada proveniente de fuentes extracelulares (Tamma y col, 2007; Tinel y col,
2002). Sin embargo, ninguno de estos trabajos evalta si estas respuestas de

calcio, se encuentran afectadas por la expresion de AQP2.

Nuestro hallazgo mas importante es que la expresiéon de AQP2 en la
membrana celular es critica para producir el incremento en la [Ca 2*]; necesario
para activar los mecanismos rapidos de RVD. Nosotros previamente
demostramos que en las células RCCD:1 un canal de K* estd implicado en la
respuesta de volumen. En las células del CCD se expresan en la membrana
apical los canales de potasio activados por calcio de baja conductancia (SK) y de
alta conductancia BK (Liu y col, 2007). Por lo tanto proponemos que el
incremento de calcio es necesario para gatillar la apertura de canales de potasio

activados por calcio, requeridos para el rdpido RVD.

Previamente al desarrollo de esta tesis en el laboratorio se reporté la
disminucién del Posm de las células AQP2-RCCD; a un 80% con un compuesto
mercurial (Ford y col, 2005). En este trabajo de tesis mostramos que esta
inhibicién produce un bloqueo en la respuesta de calcio ante estimulos
osmoéticos impidiendo la activacion de los mecanismos de RVD.
Adicionalmente mostramos que en las células WT, la anfotericina B aumenta la
permeabilidad osmética pero no es capaz de producir un aumento del calcio
intracelular. Estos resultados refuerzan la idea de que se requiere una AQP2
funcional y que una alta permeabilidad osmética séla no es suficiente para
activar los mecanismos de sefializacién de calcio intracelular.

Dado que se ha descripto que las variaciones en la concentraciéon

extracelular de calcio pueden modificar el Posm de AQP0 (Németh-Cahalan y
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col, 2004), resulta importante descartar la posibilidad de que las diferencias
observadas en el incremento de calcio intracelular y el RVD en ausencia de
calcio extracelular no se deba a una disminucién en el Posm mediada por AQP2.
Una cantidad de estudios documentan el papel que desarrolla la sefializacion
de calcio intracelular en el trafico de AQP2 mediado por arginina vasopresina
(Noda y col, 2006). Sin embargo hasta el momento, no existen estudios que
evalten el efecto directo del calcio extracelular en la permeabilidad de las
células que ya posean AQP2, es decir de manera independiente del tréfico.
Nosotros demostramos por primera vez que la permeabilidad osmética a través

de AQP2 no se afecta por la remocién de calcio extracelular.

2.4.2. El incremento de calcio inducido por swelling dependiente de

AQP2 involucraria canales mecanosensibles

El efecto inhibitorio de Gd3* en el incremento de la [Ca 2*]; inducido por
swelling y en el RVD sugiere la participacion de canales mecanosensibles en esta
respuesta. Como el swelling osmoético es un tipo de estiramiento mecanico,
sugerimos que la apertura de canales de calcio activados por estiramiento
(directo o indirecto) contribuye a la entrada de Ca ?* inducida por hipotonia que
es necesaria para la activacion de los transportadores implicados en el RVD en

células AQP2 pero no en WT.

Podemos plantear la hipotesis de que la presencia de AQP2 facilita la
activacion de un via de entrada de calcio, aunque la identidad molecular de este
canal permanece indefinida. Los miembros de la superfamilia TRP (Transient
receptor potential), como el TRPV4, el TRPC6, el TRPP1 y el TRPP2 resultan
candidatos atractivos (Pedersen, 2005) ya que todos estos canales se
propusieron como implicados en el incremento de calcio inducido por flujo en
el CCD (Liu y col, 2007; Wu y col 2007). En el capitulo préximo investigaremos
si los TRPs son las proteinas implicadas en el incremento de la [Ca 2*]; en las

células AQP2- RCCD;.
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2.4.3. Posible participacion de una via CCE en el incremento de

calcio inducido por swelling en AQP2-RCCD;

Adicionalmente nuestros resultados nos indican que en las células AQP2
expuestas a gradientes osmoticos de AOsM = 200 mOsM producen un
incremento de calcio citosolico de magnitud incrementada y con una respuesta
sostenida, que presenta una importante contribucién de los reservorios
intracelulares. Esta evidencia sugieriria un mecanismo de entrada de calcio
CCE. Como hemos descripto, las células AQP2-RCCD1 y WT son capaces de
producir este tipo de entrada de calcio de tipo capacitativa cuando la deplecion
es inducida por tapsigargina. Sin embargo su activacién en las células RCCD,
por estimulos osméticos s6lo se manifestaria en la presencia de la AQP2 en la

membrana y se haria mds evidente a mayores gradientes osmoticos.

En conjunto los resultados nos permiten proponer de forma general
que independientemente de la identidad molecular de los canales
involucrados en estos mecanismos de entrada y de liberaciéon de calcio, en
respuesta a hipotonia, estas dos fuentes de calcio parecen actuar de forma
sinérgica para producir el nivel de [Ca?*]; requerida para activar el canal de
potasio necesaria para el RVD. Las células que no expresen AQP2, muestran
un pequefio incremento no pudiendo en consecuencia activar mecanismos

rapidos de RVD.
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Capitulo 3: Participacion del TRPV4 en el
aumento de la concentracion de calcio
intracelular en respuesta a hipotonia en las

células AQP2- RCCD;
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3.1. Introduccion

En el capitulo anterior mostramos que un aumento en la concentracién
de calcio intracelular en respuesta a hipotonia s6lo se manifiesta en la linea
RCCD; cuando expresa AQP2 funcional en la membrana. Esta
osmosefalizacion de calcio resulté ser fundamental para la activacion rapida de
los mecanismos de RVD. Una de las hipotesis que explicaria estos resultados es
que la hipotonia activa canales i6nicos permeables a calcio modulados directa o

indirectamente por la AQP2.

Las diversas entradas de Ca?* en respuesta al hinchamiento osmético en
general se las asocia a canales mecanosensibles que presentan corrientes
catiénicas de baja selectividad activadas por deformaciones mecanicas. La
identidad molecular de estos canales que responden a estimulos osméticos se
ha descripto recientemente y serian algunos de los integrantes de la familia de

canales TRP (Pedersen y Nilius, 2007).

3.1.1. La familia de los TRP

Los canales de la superfamilia de los TRP han sido propuestos como
sensores celulares dado que son capaces de detectar fuerzas mecanicas, cambios
en el volumen celular y/o modificaciones en la osmolaridad extra e intracelular.
De acuerdo a la homologia de la secuencia, los TRP de mamiferos se dividen en
siete subfamilias: TRPC (canénico), TRPV (vanilloid), TRPM (melastatin), TRPP
(polycystin), TRPML (mucolipin), TRPA (ankyrin) y TRPN (“NOMP-C”)
(Evearerts y col 2009). La mayoria de los TRPs son canales polimodales
activados por mdltiples estimulos fisicos y quimicos a través de distintos
mecanismos moleculares (Voets y col, 2002; Liedtke y Kim, 2005; Liedtke, 2006;
Voets y col, 2005; Nilius y col, 2007; Pedersen y Nilius, 2007; Everaerts y col,
2009). Estos canales funcionan como integradores de multiples sefiales externas

e internas por lo cual sus respuestas deben ser transitorias, altamente
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especificas, espacialmente confinadas, amplificadoras y en algunos casos su
activacion debe ocurrir extremadamente rapido.

Los canales TRP presentan wuna estructura de 6 dominios
transmembrana. Se considera que al igual que el canal Shaker de K* estas
subunidades se asocian como tetrdmeros (Shigematsu y col, 2009) formando
una unidad funcional con posible heterotetramerizacién, con un poro formado
por los segmentos transmembrana TM5 y TM6. Las secuencias transmembrana
son las mas conservadas entre todos los integrantes de esta superfamilia. Las
diferencias estructurales mas distintivas entre los diversos TRPs se encuentran
en los dominios citoplasméticos amino y carboxi-terminal, que contienen los
sitios putativos de interaccion con proteinas. De hecho, recientes estudios
estructurales muestran que las regiones citoplasmaticas regulatorias
conformarfan un dominio mucho mas grande que la regiéon transmembrana
(Shigematsu y col, 2009). Esta variabilidad en las regiones regulatorias
brindarian las diferencias funcionales que los TRPs muestran, ya que presentan
una sorprendente diversidad en las caracteristicas de permeabilidad desde ser
canales catidnicos no selectivos hasta ser canales altamente selectivos para Ca?*
(Pedersen y Nilius, 2007). Existen evidencias emergentes, en distintos tipos
celulares, de que varios miembros diferentes de la familia de los TRPs estan
involucrados en las respuestas de regulaciéon de volumen dependientes de un
influjo de Ca?* (Pan y col, 2008; Arniges y col, 2004; Becker y col, 2009; Becker y
col, 2005; Liu y col, 2006; Numata y col, 2007; Pedersen y Nilius, 2007).

3.1.2. Los TRP mecanosensibles en rifidon

Hasta el momento, los canales TRP que se activan por estimulos
mecanicos u osmoéticos son el TRPC1, -C6, -M3,- M7,-Al, -V1, -V2, -V4, P1 y P2
(Maroto y col, 2005; Spassova y col, 2006; Grimm y col, 2003; Numata y col,
2007; Zhang y col, 2008; Birder y col, 2002; Muraki y col, 2003 ; Vriens y col,
2004; Montalbetti y col, 2005). De los canales osmosensibles en el CCD de
mamifero tnicamente se expresan el TRPC6 y el TRPV4 (Goel y col, 2007;
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Cohen, 2005), ambos canales producen en hipotonia corrientes inhibidas por
Gd3*. Adicionalmente el canal TRPV1 se ha descripto en células de tabulo
colector de rata (Feng y col, 2008). Si bien estos canales responden a estimulos
osmoéticos, solo el TRPV4 ha sido ampliamente caracterizado como
osmosensible en distintos tipos de células (Plant y Strotmann, 2007; Strotman y
col, 2000; Becker y col, 2005; Pan y col, 2008; Vriens y col, 2004; Vriens y col,
2007; Watanabe y col, 2003; Arniges y col, 2004; Liu y col, 2006). En el CCD
existe un trabajo que muestra que el TRPV4 se activa por hipotonia (Wu y col,
2007). En cambio para el TRPC6 existen sélo 2 reportes donde se evidencia ésta
funcién los cuales hasta el momento, no incluyen al CCD (Spassova y col, 2006;
Mederos y Schnitzler, 2008). En el caso del TRPV1 si bien se ha propuesto su rol
como osmosensor, solo existen evidencias indirectas de su activacion (Birder y
col, 2002) y no existe al momento ningun trabajo que muestre en sistemas de
expresion heteréloga que el TRPV1 se activa ante estimulos osmoticos.
Complementariamente, sélo para el TRPV4 se ha descripto ampliamente un rol
en la regulaciéon de volumen (Fernadez-Ferndndez y col, 2008; Arniges y col,
2004; Becker y col, 2005, Liu y col, 2006; Pan y col, 2008; Becker y col, 2009) sin

haberse documentado hasta el momento una participacién concreta en el CCD.

3.1.3. El canal TRPV4

El canal TRPV4 fue clonado en paralelo por distintos grupos de
investigacion en el afio 2000 recibiendo diferentes nombres: OTRPC4
(osmosensitive transient receptor potential channel) (Strotman y col, 2000), VR-OAC
(vanilloid receptor-related osmotically activated channel) (Lietdke y col, 2000), TRP-
12 (Wissenbach y col, 2000) y VRL-2 (vanilloid receptor-like 2) (Delany y col,
2001). Inicialmente fue descrito como el primer canal catiénico no selectivo
sensible a cambios osmdticos identificado en mamiferos y propuesto como un
canal mecanosensible y osmosensor (Strotman y col, 2000; Lietdke y col, 2000;
Wissenbach y col, 2000). No obstante, pronto se observé que esta proteina podia

activarse frente a un amplio rango de estimulos fisicos y quimicos, pasiandose a
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considerar un canal integrador de estimulos capaz de participar en una gran

variedad de respuestas fisioldgicas y celulares (O™neil y col, 2003; Nilius y col,

2007).

Hasta la fecha, se ha demostrado que este canal responde a cambios en la
osmolaridad extracelular (Strotman y col 2000), al shear stress (Gao y col, 2003), a
variaciones de temperatura (Giiler y col, 2002; Chung y col, 2003; Watanabe y
col, 2002) y a variaciones del pH (Suzuki y col, 2003a). Ademas se ha descripto
que el TRPV4 puede ser estimulado por activadores naturales como citrato
(Suzuki y col, 2003a), acido araquidénico (AA) y derivados (Watanabe y col,
2003), endocanabinoides (anandamida) (Watanabe y col, 2003), y por ligandos
sintéticos como el 40-PDD (4o-forbol 12,13 didecanoato) (Watanabe y col, 2002).
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Figura 3.1: Caracteristicas estructurales y funcionales del TRPV4. Se muestra la topologia de
las regiones transmembrana de un monémero de TRPV4 indicando las regiones caracteristicas
de la proteina y de los residuos aminoacidicos involucrados en la regulacion del canal, o
determinantes de las propiedades de activacion. El poro se forma entre los segmentos TM5 y 6,
conteniendo este loop los sitios de bloqueo por RRu y de inhibicién por calcio extracelular D632
y D672, ademds contiene el sitio que le confiere la permeabilidad al calcio M®0. Otra regién
relevante es la conformada entre los segmentos TM3 y 4, que media la activaciéon por 40-PDD o
por temperatura. El sitio de inactivacion se encuentra en el segmento TM6 en la F707. Se
muestran ademas los sitios de modificaciones postraduccionales de fosforilacién en Y?%, en el
N-terminal y de glicosilacion N5 cerca del TM5, necesarios respectivamente, para la activacion
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por hipotonia y para la regulacién de la expresiéon en superficie. Finalmente esquematizamos
los sitios de interaccion, en el N-terminal, con Pacsina 3, necesaria para la insercion en
membrana y en el C-terminal con MAP7, fundamental para su asociacién a citoesqueleto y con
calmodulina, crucial en la activacién por calcio desde el intracelular. La region N-terminal
donde se encuentran los motivos ankrina es fundamental para el correcto tréfico.

Esta diversidad de estimulos que modifican la actividad del canal a través
de mecanismos diversos, pone de manifiesto que el TRPV4 es actualmente un
importante ejemplo del comportamiento de activacién polimodal caracteristico
de esta familia de canales TRP (O"Neil y col, 2003). Esta capacidad de responder
a estimulos tan variados en conjunto con su amplia distribucién en tejidos de
mamiferos (Tabla 3.1), le confiere una diversidad de funciones fisioldgicas entre
las que se encuentran la osmotransduccién, la mecanotransduccion, la
percepcion de la temperatura local y periférica, y el mantenimiento de la

homeostasis de calcio.

Sistema Funcién Propuesta y localizacién

Sistema Urinario Sensado de flujo luminal y osmolaridad en tibulos
corticales y medulares.

Mecanosensado del llenado vesical y sensado del flujo de
orina en células uroteliales y vesicales.

Sistema Respiratorio | Regulacién la funcién de barrera de células del epitelio
pulmonar.

Regulacién el transporte de fluidos y regulacion del
volumen de células de los epitelios traqueal y bronquial.

Sistema Digestivo Secrecion de bicarbonato en colangiocitos. Formaciéon de
bilis en células ciliadas del ducto biliar.

Muerte celular por apoptosis en células [ del pincreas.
Regulacién de volumen celular y formacién de saliva en
células de las glandulas salivales.

Sistema Reproductor | Movimiento de los cilios, sensado de cambios de
viscosidad del fluido, transporte de ovocitos en células
ciliadas oviductales.

Piel Regulacién del volumen celular en queratinocitos.

Mecano y termosensacion cutdnea por células de Merkel.
Sistema Vasodilatacién por shear stress en endotelio vascular de
Cardiovascular aorta y carédtida.

Neovascularizacion, proliferacion y crecimiento celular de
arterias pequerias y capilares.
Contractibilidad de células de miisculo liso pulmonar.
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Sistema Nervioso | Regulaciéon de la homeostasis cerebral, osmosensado en
Central células de la astroglia.

Osmoregulacion y termorregulacion sistémica a través de
neuronas de 6rganos centroventriculares y del érgano vascular
lamina terminalis del hipotdlamo.

Nocicepcién en neuronas sensitivas primarias.

Oido Osmosensado de endolinfa en células del saco
endolinfatico.
Audicién en células ciliadas cocleares del oido interno .
Ojo Regulaciéon de volumen celular y formacién de lagrimas

hipoténicas en células epiteliales de la cornea.

Sistema 6seo Crecimiento del cartilago. Remodelacion del hueso y
regulaciéon de volumen en condrocitos.

Tabla 3.1: Localizacién y funcion del TRPV4 en mamiferos. La tabla muestra los tejidos y las
funciones en las que se ha involucrado a este canal.

i. Activacién del canal TRPV4 por hipotonia

El mecanismo por el cual el canal TRPV4 se activa ante estimulos
osmoticos no esta del todo claro. Los efectos de los estimulos osméticos sobre
TRPV4 provocarian una activacion indirecta ya que la estimulacion por swelling
es mas lenta que la de los canales activados por estiramiento directo. Se ha
propuesto que la accién de tirosin kinasas de la familia Src participa en la
activacion de este canal por hipotonia en la que es fundamental la tirosina?3
(Xu y col, 2003). Sin embargo, en paralelo, otros grupos mostraron que los
estimulos osméticos activan al canal por medio de metabolitos del acido
araquidonico (Watanabe, 2003; Vriens y col, 2004). El mecanismo de activacion
de este canal por esta via no estd del todo claro, pero dado que la inhibicién de
fosfolipasa A2 (PLA2) inhibe la activaciéon de TRPV4 por swelling (Watanabe y
col, 2003) se ha propuesto el siguiente modelo (Figura 3.2): el aumento de
volumen celular activa la (PLA2) la cual produce a partir de fosfolipidos de
membrana un aumento del acido araquidénico (Hoffmann, 2000) que por la
enzima citocromo P450 (CYP450) (Watanabe y col, 2003) serd metabolizado a

acidos epoxieicosatrienoicos (EETs).
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Hipotonia

Figura 3.2: Mecanismo propuesto de activacion del canal TRPV4 por estimulos hipotdnicos.
Segin el modelo, la PLA2 se activaria mediante un estimulo osmético, favoreciendo la
liberacion de AA al citosol, el AA es metabolizado a 5°,6™-EET por la CYP 450, provocando la
apertura del TRPV4 y la entrada de calcio a las células por un mecanismo desconocido.

Sin embargo, si bien se asume que este mecanismo es el que utilizaria la
mayoria de las células para activar al TRPV4 frente a estimulos osméticos no
esta claro de qué manera los EET se unen al canal. Tampoco esta claro de que
manera el swelling activa la PLA>, aunque se sugiere que puede estar mediado

por quinasas activadas por swelling (Strotmann y col, 2000).

ii. Activacion por agonistas sintéticos: 4a-PDD

El activador sintético especifico del canal TRPV4, 4 o forbol 12-13
didodecanoato (40-PDD) interactta directamente con el TRPV4 a través de un
bolsillo de unién formado por residuos entre los segmentos TM3 y TM4 (Vriens
y col 2004) (Figura 3.3).

Curiosamente, la mutaciéon del residuo fundamental para la activacion
por 4a-PDD, la Tyr5% no impide la activacién por swelling, por AA o por EETs,
demostrando que los mecanismos que gatillan la apertura del canal ante estos

dos estimulos, responden a vias distintas (Vriens y col, 2004).
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Citoplasma |

4 a-PDD

Figura 3.3: Sitio propuesto de unién de 4a-PDD a TRPV4. El bolsillo de interaccién esta
conformado por los segmentos TM3 y TM4 y el residuo Y% seria crucial para el anclaje del
forbol a la molécula, esta interaccién provocaria un cambio conformacional favoreciendo la
apertura del poro. Se muestran los 2 segmentos transmembrana y el esquema de la molécula de
40-PDD en su interior, junto con los principales residuos descriptos que participarian en esta
activacioén y en la permeabilidad basal.

iti. Interaccion proteina-proteina en la activacion del TRPV4

Existen algunas evidencias que muestran que las interacciones proteina-
proteina son fundamentales en el complejo mecanismo de activacion del
TRPV4. Se ha sugerido de acuerdo a un camulo de evidencias que el TRPV4
formaria parte de un complejo sensorial en conjunto con otros canales presentes
en las célula, en algunos de estos casos la interaccion demostrada es sélo
funcional, y en otros ademas fisica.

La deficiente activacion del TRPV4 en células que expresan una mutante
del CFTR, evidencia la vinculacién funcional de ambos canales (Arniges y col,
2004). Adicionalmente se ha reportado la participacion conjunta de TRPC1 y del
TRPC6 con TRPV4 en la mecanotransduccién en neuronas sensoriales primarias
(Alessandri-Haber y col, 2009). La colocalizaciéon del TRPV4 con el TRPP2 en
cilios primarios de células renales y su interaccién fisica y funcional, ha
sugerido la formacién conjunta de un complejo mecanosensible (Giamarchi y
col, 2006). También ha sido reportado que la asociacién funcional entre TRPV4

y AQP5 en células de glandulas salivales (Liu y col, 2006) es fundamental para
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la activacion de TRPV4 por hipotonia. La interaccion del TRPV4 con
componentes del citoplasma como proteinas de unién a vesiculas o asociadas a
citoesqueleto sugieren un rol de la exocitosis en la respuesta a estimulos
osmoticos (Cuajungco y col, 2006; D’hoedt y col, 2008).

Por lo tanto, si bien se ha mostrado que en el CCD el TRPV4 responde a
hipotonia y se ha sugerido que esta activacion depende de su interaccién con
otros canales, no se han reportado hasta el momento evidencias de que en el
CCD, el TRPV4 sea necesario para el RVD ni que requiera de AQPs para poder

ser activado.
3.1.4. Objetivos

El hecho de que la presencia de la AQP2 en la membrana de las células
RCCD:1 sea fundamental para que se produzca un incremento de calcio ante
estimulos hipoténicos sugiere la idea de que la AQP2 forma parte de un
mecanismo complejo de sefializacion de calcio. Las evidencias bibliograficas
mostradas nos indican que los canales TRPs son candidatos a formar parte de
este complejo. Dadas las ya mencionadas evidencias de la participacién del
TRPV4 en la regulacién de volumen en distintos sistemas, este canal resulta un

fuerte candidato a participar en la osmosefializacién mediada por AQP2.
Como objetivo del presente capitulo nos proponemos indagar la
posible participacion del canal TRPV4 en el incremento de calcio intracelular

mediado por AQP2, intentando establecer si existe una interaccién fisica o

funcional entre ambos.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Cultivo celular

La técnica utilizada fue la descripta en el capitulo 2.
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3.2.2. Medicién de Volumen Celular y calcio intracelular

Las técnicas utilizadas fueron las descriptas en el capitulo 2.

3.2.3. RT-PCR

El ARN total de rifién (control positivo) o de las células RCCD; fue
aislado utilizando el kit comercial SV total ARN Isolation System (Promega). Se
realiz6 luego una transcripcion reversa utilizando como molde 2 pg de ARN
total. Los ARNSs fueron colocados en la mezcla de reacciéon I (50 pl de volumen
final) conteniendo: 1x tampén de enzima MMLYV; 0,5 ng primer oligo-dt; y 10 U.
ul'l ARNsina. La reaccién fue calentada durante 3 minutos a 80 °C y luego
enfriada a 45° C. Luego se tomaron 25 pl de la mezcla de reaccion I y se
agregaron a la mezcla de reaccion II (25 pl) que contenia: 1x tampdn de enzima
MMLYV; 400 uM dNTPs y 200 unidades de enzima MMLV. Con los 25 ul
restantes de la mezcla de reaccion I se realizaron experimentos control en
ausencia de enzima MMLV. La reacciéon de transcripcién reversa fue llevada a
cabo durante 1 hora a 45 °C y luego frenada calentando la reaccién a 95° C

durante 2 minutos.

Primers
Up: 5’- -3’ GAAGATCGGGGTCTTGGCCTA
TRPV1 Dw: 5’- -3’ CTCACTGTAGCTGTCCACCCCCAAA

Up: 5’- -3’ CCAACCTGTTTGAGGGAGAG

TRPV4 |\ ) S 3 TGGCTGCTTCTCTACGACCT

Up: 5’--3’CGGAAC CGCTCATIG CC
PACTINA |Dw:5’--3’ACC CACACT GTG CCCATCTA

Tabla 3.2. Primers utilizados para la RT-PCR de TRPV1, TRPV4 y £ actina. Se
muestran las secuencias 5° - 3" de los primers up y down utilizados para obtener productos de
PCR de secuencias de TRPV1- V4 y de f3- actina como control. Para el TRPV1 se esperan
amplificaciones de 506 pb, para el TRPV4 de 287 pb y para la 3- actina, de 289 pb.
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Los experimentos de PCR fueron llevados a cabo sobre 5 pul de mezcla de la
transcripcion reversa utilizando 5 pmol de los primers especificos para las TRP
de rata identificadas en rifiéon (Tabla 3.2). La enzima utilizada fue la Taq
polimerasa (Promega). Controles positivos internos fueron incluidos utilizando
primers especificos de B-actina. Para realizar los PCR del TRPV1 inicialmente se
calent¢ la reaccion durante 10 min a 94°C, luego se realizaron 35 ciclos de 94 °C
60 s, 60 °C 1 min 30 s, 72 °C 60 s, y se finalizo a 72°C 10 min. Para realizar los
PCR del TRPV4 inicialmente se calent6 la reacciéon durante 5 min a 94°C, luego
se realizaron 35 ciclos de 94 °C 30 s, 56 °C 45 s, 72 °C 1 min 30 s, y se finalizo a
72°C 10 min. Una alicuota (10pl) de cada reaccién de PCR fue sometida luego a
una electroforesis en gel de agarosa 2% tefiido con bromuro de etidio. Como

marcador de peso molecular se utilizé el Ladder 100 PB (PB-L).

3.2.4. Western Blot

Las células confluentes WT-RCCD; y AQP2-RCCD; se lavaron 3 veces en
PBS frio y se incubaron durante 30 minutos en una solucion de lisis fria que
contenia (en mM): 150 NaCl; 20 Tris; 5 EDTA; 1% Triton X100; 1 fenil-
metilsulfonil fluoruro; 10 ug.ml-1 antipaina; 10 ug/ml leupeptina y 10 pg.ml-1
pepstatina.

Se determiné la concentracién de proteinas de las muestras por el método
de Bradford, utilizando albtmina bovina como estdndar. Luego cantidades
adecuadas de muestras se sembraron en minigeles de acrilamida 10 % p/v para
someterlos a un SDS-PAGE. Para ello los mini-geles se prepararon y corrieron
utilizando un equipo comercial (Mini-Protean II Cell, Bio-Rad). Posteriormente
a la electroforesis los minigeles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.
La transferencia se realizé en otra cuba del mismo fabricante (Mini-Trans Blot
Cell, Bio Rad). Como marcador de peso molecular se utilizé el Rainbow-high
molecular weight range (Amersham).

El siguiente paso fue bloquear las membranas de nitrocelulosa con una
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solucion de PBS-Tween BSA (en mM: 80 NaPO4, 20 NaH2POs4, 100 NaCl y 0,1%
Tween 20, pH=7,5) durante 1 hora. Luego se incubaron con un anticuerpo
especifico anti-TRPV4 de rata purificado (dilucién 1: 1500) (Alomone). Después
de varios lavados en PBS-Tween se incubaron con un anticuerpo secundario
(anti-IgG de conejo conjugado con la peroxidasa de rabanito, dilucién 1:25.000,
NEN). Se hicieron nuevamente varios lavados en PBS-Tween y luego en PBS. La
proteina inmovilizada fue entonces detectada por quimioluminiscencia
utilizando un kit comercial (Renaissance, NEN). Seguidamente a la reaccion de
quimioluminiscencia las membranas se expusieron a films radiograficos (Kodak

XAR) para revelar las bandas positivas.

3.2.5. Inmunofluorescencia

Las células confluentes crecidas en cubreobjetos circulares en cajas de 24
pocillos se lavaron 3 veces con solucion PBS. Luego se fijaron con
paraformaledehido (PFA 3 %) durante 30 minutos. Se lavé con PBS y se
neutraliz6 con NHsCl durante 30 minutos. Finalmente se lavé con PBS. La
permeabilizacién se realiz6é con Triton X 100 0,2 % por 30 minutos y luego se
enjuagd con PBS. El anticuerpo anti TRPV4 (anti rata hecho en conejo,
Alomone) diluido 1:1500 en PBS-BSA 1 % fue incubado overnight a 4 ° C. Luego
se lavo con PBS y se incub6 con el anticuerpo secundario (IgG Cy3 anti conejo),
durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad.

También se realizaron experimentos de doble inmunomarcacién donde
la incubacién con los anticuerpos se efectué de manera secuencial:
1o- El anticuerpo primario anti TRPV4 hecho en conejo, se incub6 overnight a
4°C (dilucion 1:1500) y se marcé con un secundario anti conejo IgG-Cy5 (hecho
en burro), incubando 2 hs a T® ambiente (dilucién 1: 800).
20- el anticuerpo anti-AQP2 hecho en cabra, se incub6 overnight a 4°C (dilucion
1:50) y se marcé con un anticuerpo secundario anti cabra IgG FITC (hecho en
bovino), incubando por 2 hs a T° amb (dilucién 1: 100).

Finalmente se lavo con PBS y se confeccion6é cada preparado con una
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gota de liquido de montaje (Vectashield).

3.2.6. Microscopia confocal

Los preparados de inmunofluorescencia fueron visualizadas por
microscopia laser confocal de barrido, utilizando un microscopio Olympus
FV1000. En los experimentos de dobleinmunomarcacién se utilizaron los laseres
de excitaciéon de 473 = 50 nm con un filtro de emision de 510 nm para detectar
AQP2 marcada con FITC (en verde) y al mismo tiempo se utilizé6 un laser de
excitacion en 633 £ 50 nm utilizando un filtro de emisiéon de 700 nm para

detectar el TRPV4 marcado con Cy5 (mostrado en azul).

Se utilizé un objetivo de 60 X de inmersién en aceite y se capturaron
imagenes al azar de cada preparado haciendo barridos en fetas en el eje z. El
espesor de cada feta barrida corresponde a 1 pm, sumando una altura total de
10 pm. Las imagenes fueron analizadas con el software del microscopio
(Olympus Fluoview version 1.7b) y se eligieron para mostrar fetas
representativas de cada preparadado. Se muestran ademads los cortes
correspondientes al plano xz, es decir la vista del perfil de las células. La
colocalizacién entre ambos fluoréforos fue observada de manera comparativa, a

partir de la superposicién de los colores azul y verde en los planos escogidos.

3.2.7. Soluciones

Las soluciones utilizadas para los experimentos funcionales fueron
descriptas en el capitulo 2. Adicionalmente se utiliz6 en algunos experimentos
rojo de rutenio 10 pM (Sigma), 4a-PDD 1 y 10 pM (Sigma), capsaicina 100 uM
(Sigma), HgCl2> 0.3 mM (Sigma), colchicina 2.5 pM (Sigma), citocalasina-D 4 pM
(Sigma) y 57,6"-EET 1uM (Cayman). Los experimentos realizados con rojo de

rutenio se efectuaron preincubando las células RCCD; con este inhibidor en
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medio isoténico 5 minutos antes y durante el cambio a medio hipoténico. En los
experimentos de activaciéon del TRPV4 en condiciones isoosmoéticas, el 40-PDD
1 0 10 pM fue aplicado durante 30 minutos. En algunos de estos experimentos
se utilizé RRu 10 pM o 0-Ca 2* con EGTA. En los experimentos de activacion del
RVD con 40-PDD 1 pM, el activador se aplicé durante el gradiente hipoténico.
La colchicina fue incubada durante 30 minutos previos al gradiente y se
mantuvo durante el mismo. La citocalasina-D se aplicé durante la incubacién

con el fluoréforo FURA 2/ AM.

3.2.8. Estadistica

Todos los valores reportados corresponden a media + el error standard
de la media (SEM), y n es el niumero de células evaluadas utilizado entre tres a
seis experimentos diferentes. Para todas las comparaciones se realizaron
pruebas de t de Student para datos no pareados y p <0.05 fue considerado como

estadisiticamente significativo.

3.3. Resultados

3.3.1. La inhibicién de los canales TRPV disminuye el incremento de
calcio en respuesta a estimulos hipoténicos y el RVD de las células

AQP2-RCCDy

Para evaluar la hipotesis de que la respuesta de calcio a hipotonia
observada en las células AQP2-RCCD; se debe a la activacion de canales de la
familia TRPV, utilizamos el inhibidor rojo de rutenio (RRu). Este inhibidor ha
mostrado bloquear a los canales TRPV. Se preincubaron las células con 10 uM
RRu durante 5 minutos previos a la exposiciéon al medio hipoosmético y se

mantuvo durante el estimulo. Se midieron los cambios en [Ca?*]; en presencia
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del inhibidor (Figura 3.4 A).
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Figura 3.4: Efectos del Rojo de rutenio (RRu) sobre la entrada de calcio en respuesta a
hipotonia en las células AQP2-RCCD; y WT-RCCD;. Las células fueron tratadas con RRu 10
EM o vehiculo (DMSO) durante 5 minutos en isotonia y luego se mantuvo durante el gradiente
osmotico. A: Curvas de ARsg0/380 en funcion del tiempo en las células AQP2-RCCD; en hipotonia
en presencia y ausencia de RRu. B: A [Ca?]iméx en células AQP2-RCCD; y WT-RCCD: en
presencia y ausencia de rojo de rutenio. Los valores representan la media + SEM de 40 a 100
células de 3 a 5 experimentos, * p<0.001, # p < 0.01.
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Observamos que el RRu inhibi6 significativamente el aumento de calcio
intracelular en respuesta a hipotonia en las células AQP2-RCCD; reduciéndose
un 84% respecto del control. En cambio en las células WT-RCCD; el pequefio
incremento de calcio provocado por la hipotonia se redujo solo un 26 % al

bloquear con RRu (Figura 3.4 B).

Posteriormente analizamos si la activaciéon rapida de los mecanismos de
regulaciéon de volumen mediada por AQP2 en las células RCCD: se ve influida
por el RRu. En la figura 3.5 se observa que la respuesta regulatoria de volumen
de las células AQP2-RCCD:; se ve significativamente disminuida al utilizar este
inhibidor de los TRPVs. Por el contrario en las células WT no se observaron
diferencias significativas entre el control y las células tratadas con rojo de
rutenio (Figura 3.5 B). El porcentaje de recuperaciéon de volumen que alcanzan

las células AQP2-RCCD;+ tratadas con RRu, resulta similar al de las WT-RCCD;.
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Figura 3.5: Efectos del rojo de rutenio (RRu) sobre la regulacién del volumen en las células
AQP2-RCCD; y WT-RCCD;. Las células fueron tratadas con RRu 10 pM o vehiculo (DMSO)
por cinco minutos en isotonia y mantenido durante la hipotonia. A: Curvas promedio de
volumen relativo (V/Vo) en funcién del tiempo de AQP2-RCCD; en presencia y ausencia de
rojo de rutenio. B: Porcentaje de regulaciéon de volumen a los 20 minutos (%RVDy) de las
células AQP2-RCCD; y WT-RCCD:. Los valores representan la media + SEM de 30 a 100 células
de 3 a 5 experimentos, * p<0.05

A partir de estos resultados concluimos que existen canales de la familia TRPV

que estarian participando en la respuesta de calcio activada por swelling y en la rdpida
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activacion de mecanismos de RVD dependientes de AQP?2.

De los seis canales TRPV de mamiferos, el TRPV1, el V2 y el V4 ha sido
demostrado que tienen una funcién en la transducciéon de estimulos osméticos
y mecanicos (Lietdke y col, 2006). De estos, s6lo el TRPV1 y el TRPV4 fueron
descriptos en células renales. Por lo tanto el siguiente paso fue investigar la

expresion de estos canales en las células RCCD:.

3.3.2. El canal osmosensible TRPV4 se expresa en las células RCCD;

Con el fin de estudiar la expresiéon del ARNm de TRPV1 y TRPV4 en las
células WT-RCCD: y AQP2-RCCD; realizamos experimentos de RT-PCR. Como
control positivo de los primers se utiliz6 ARNm de rifion de rata y también se
utilizo como control de la extraccion del ARNm primers de actina (Figura 3.6).
En la figura 3.6 A se muestra que mientras el rifion expresa el ARNm de TRPV1,
las células AQP2-RCCD1 y WT no muestran la presencia de mensajero. En los
experimentos de RT-PCR realizados utilizando primers para TRPV4 se obtuvo
una banda del tamafio esperado (287 bp) en la muestra de rifién y en ambos

tipos celulares (Figura 3.6. B).
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Figura 3.6: Caracterizacion de la presencia de mRNAs de TRPVs osmosensibles renales en las
células WT-RCCD; y AQP2-RCCD;. Experimentos representativos de RT-PCR realizados
utilizando primers de (A) TRPV1, (B) TRPV4 y (C) actina en rifién (R), células WT-RCCD; (WT)
y células AQP2-RCCD; (AQP2). Los experimentos de PCR se realizaron sobre muestras de RT
que habian sido obtenidas en presencia (+) o ausencia (-) de la enzima MMLV.

Luego evaluamos la expresiéon proteica del canal TRPV4 en las células
RCCD; mediante la técnica de Western Blot (Figura 3.7). El inmunobloting de
TRPV4 nos muestra bandas del peso molecular esperado en rifién y en ambas
lineas celulares. La presencia de tres bandas evidencia distintos estados de

glicosilacion como se ha detectado en otros tipos celulares y en rifion (Wu y col,

2007).
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Figura 3.7: Estudio de la expresion del canal TRPV4 en las células WT-RCCD; y AQP2-
RCCD;. Experimento representativo de Western blot realizado a partir de homogenato total de
rifion de rata, y de células RCCD: en medio isoténico. La marcacién se realizé con el anticuerpo
anti TRPV4 de rata, hecho en cabra (Alomone) en una concentracién 1:1500, over night a 4° C.
Las bandas mas livianas corresponderian a la forma nativa de la proteina. Las bandas restantes
aprox. 95 y 105 Kd, corresponderian a dos estados de glicosilacién. Se muestra una corrida
representativa de los tripletes encontrados en las células RCCD;, y un ejemplo de una muestra
de homogenato de rifion de rata, otras muestras de rifién realizadas, si evidenciaron el triplete.

Con los resultados expuestos podemos concluir que el canal TRPV4 esti
presente en las células WI-RCCD1 y AQP2-RCCD;. Esta evidencia sumada a los
resultados ya mostrados en los experimentos de inhibicién de TRPVs por rojo
de rutenio, permiten proponer que el TRPV4 seria el canal que esta
participando en la entrada de calcio por hipotonia en las células AQP2-RCCD;.
Ya que las células WT-RCCD; también expresan la proteina, pero ésta no parece
activarse en respuesta a hipotonia, estudiamos si esta diferencia se debe a
defectos en la funcionalidad del TRPV4. Para ello evaluamos la funcion
utilizando otra estrategia de activaciéon del canal, que es independiente de

gradiente osmoético.

3.3.3. El canal osmosensible TRPV4 es activable por 4a-PDD en las
células WT y AQP2-RCCD;

Para evaluar la funcionalidad del TRPV4 presente en las células,
utilizamos el activador especifico del canal 4a-PDD, y estimamos la
modificacion de la concentracion intracelular de calcio utilizando la relacién

Rsa0/380 durante los 30 minutos en que las células fueron incubadas con el
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activador. La figura 3.8 nos muestra los efectos del 4a-PDD sobre la ARz10,3s0.
Utilizando una concentraciéon de 1 uM el aumento observado presenta una
magnitud similar en ambos tipos celulares. Al elevar la concentracién a 10 uM
observamos un incremento en el ARs40/380 de més del 100 % en ambas lineas
celulares. Por lo tanto, TRPV4 seria igualmente funcional ante la activacién por
40-PDD en ambos tipos celulares, mostrando similitud incluso en el efecto
dosis-dependiente.

Observamos que la activacion del TRPV4 por 40-PDD se bloquea al
remover calcio extracelular o al inhibir con rojo de rutenio de manera similar en
ambos tipos celulares. Adicionalmente, observamos que existe una disminucién
significativa en el incremento de calcio producido por 40-PDD cuando tratamos
las células con tapsigargina 1 pM, indicando que existiria un componente
intracelular activado en la respuesta.

En paralelo se realizaron estudios funcionales utilizando capsaicina, un
activador especifico del TRPV1, evidenciando valores muy por debajo de los
observados por la activacion con 4a-PDD y por hipotonia, demostrando que no
existen incrementos significativos entre las dos lineas celulares (A[CaZ*]aqpe-
rcept: 12.72 £ 2.4 nM, A[Ca?*]wrrcept: 12. 85 £ 1.2 nM, NS). La falta de respuesta
al activador concuerda con los resultados moleculares que muestran ausencia

de expresion de TRPV1 en las células RCCDx.

Estos resultados nos permiten concluir que, en ausencia de gradiente osmotico, el
TRPV4 es funcional en ambas lineas celulares y su activacion por 4c-PDD gatilla tanto
una entrada de Ca?* del medio extracelular asi como un aumento dependiente de los

depositos intracelulares.
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Figura 3.8: Efecto del 40-PDD en la [Ca?*]; de las células AQP2-RCCD; y WT-RCCD:. Se
muestra el delta maximo de la relaciéon de fluorescencias 340/380 (ARsso/380 ™2%) de células
AQP2-RCCD; y WT-RCCD; tratadas en condiciones de isotonia con 40-PDD 1 pM y 10 pM
durante 30 minutos, en presencia de tapsigargina 1 pM, RRu 10 pM o en ausencia de calcio.
extracelular. Los valores representan la media + SEM, de 40 a 80 células de 3 a 4 experimentos.
# p<0.001 comparando las distintas dosis dentro de la misma linea celular. *p < 0.001,
comparando los tratamientos dentro de la misma linea celular en la condicién de 4a-PDD 10
M.

Para estudiar si la activaciéon con 4a-PDD podia provocar una respuesta de

regulacion de volumen en las células que no expresan AQP2, realizamos
experimentos de mediciéon de cambio de volumen en respuesta a hipotonia en
células WT-RCCD: tratadas con 4a-PDD. El tratamiento de las células WT-
RCCD:1 con dicho activador del canal TRPV4 mostr6 un %RVDxo
significativamente mayor que las células tratadas con vehiculo (Figura 3.9),
siendo semejante al que se produce cuando se activa la entrada de calcio por
hipotonia AOsM = 100 mOsM en las células AQP2 en ausencia del activador
(vehiculo). Este resultado nos sugiere que, en las células WT-RCCD;, la
activacion del canal TRPV4 por un mecanismo aunque distinto al hipoténico,
permite la activacién del RVD. En las células AQP2-RCCD;, el 40-PDD también
incrementa significativamente el %RVDy (Figura 3.9 A). Al estudiar los
aumentos de calcio que ocurren en esta situacién, observamos que el
incremento de calcio producido en los primeros diez minutos del tratamiento

con hipotonia en las células WT-RCCD; que fueron tratadas con 40-PDD resulta
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significativamente mayor que el observado en el control (Figura 3.9 B), y de
hecho el incremento maximo resulta similar al que se observa en las células
AQP2 con hipotonia sin estimular con 4a-PDD. Adicionalmente el tratamiento
de las células AQP2-RCCD; con 4a-PDD provocdé un aumento mayor de la

[Ca?*]i en respuesta a hipotonia.
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Figura 3.9: Efecto del 4a-PDD sobre la regulacion de volumen y sobre la concentracion de
calcio intracelular en hipotonia en células WT y AQP2-RCCD;. El tratamiento con 40-PDD (1
pM) fue realizado al mismo tiempo que el estimulo hipoténico (AOsM = 100 mOsM), y
mantenido durante todo el experimento A: Porcentaje de recuperacion de volumen a los 20
minutos (%RVDx), para células tratadas con 40-PDD y vehiculo (DMSO) B: A [Ca2*]; méx en
células AQP2 y WT-RCCD; en las mismas condiciones. El A[Ca2*]; max calculado corresponde a
la maxima respuesta mostrada en los 10 primeros minutos. Los valores muestran media + SEM
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de 40 a 100 células de 3 a 5 experimentos, “p < 0.001.

Concluimos que en las células WT-RCCD3, la activacion del TRPV4 mediante
40-PDD durante la hipotonia produce un aumento de calcio citosélico que permite
activar el RVD. Estos resultados corroboran la participacion del TRPV4 en la

regulacion de volumen de las células RCCD1.

3.34. Los microfilamentos de actina y los microtabulos son
necesarios para la correcta osmosenalizacion por TRPV4 ante

estimulos hipotoénicos en las células AQP2-RCCD;.

Los experimentos mostrados hasta aqui, nos revelan la participacion critica
del TRPV4 en la osmosefializacion en las células AQP2-RCCD;, sugiriendo que
este canal s6lo puede activarse ante estimulos que provocan un incremento de
volumen cuando la AQP2 es funcional. En busca de los posibles mecanismos
celulares que subyacen esta activacion estimulo-especifica, indagamos acerca de

los requerimientos del citoesqueleto en la correcta osmosefializacion.

Estudiamos la respuesta de activacion de la sefial de calcio ante estimulos
osmoéticos de las células AQP2-RCCD: cuando se impide la correcta
polimerizacion de los microtabulos de tubulina y de los microfilamentos de
actina. Realizamos experimentos de medicién de calcio intracelular en presencia
de gradientes osméticos utilizando los disruptores de citoesqueleto colchicina
(inhibidor de la polimerizacién de microtabulos de tubulina) y citocalasina-D
(inhibidor de la polimerizacién de microfilamentos de actina). Los resultados se
resumen en la figura 3.10. Se observa que la preincubacién con colchicina 2.5
pM por 30 minutos, y mantenida durante la exposicién al gradiente, bloquea
significativamente la sefial transiente observada en el control (Figura 3.10 A) y
reduce significativamente el maximo de concentracién de calcio citosolico

alcanzado (Figura 3.10 C).
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Figura 3.10: Efectos de la disrupcion del citoesqueleto de actina y tubulina sobre la activacién
del TRPV4 ante estimulos hipoténicos en las células AQP2-RCCD;. Curvas de dindamica de
calcio citosdlico expresado como ARssss0 de células AQP2-RCCD; durante el estimulo
hipoosmético (AOsM= 100 mOsM) en células preincubadas con (A) colchicina (2.5 pM) o
vehiculo durante 30 minutos y mantenidos durante el estimulo y (B) citocalasina-D 4 (pM)
durante 1 hora minutos previos al registro. C: Cambio méximo de calcio intracelular durante el
gradiente en células expuestas a los disruptores antes citados. Los valores representan la media
+ SEM de 30 a 100 células de 3 a 5 experimentos, * p<0.001 comparando tratamiento con su
correspondiente vehiculo, # p < 0.05 comparando ambos tratamientos entre si.
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El tratamiento con citocalasina-D (4 pM) durante 1 hora previa a la
exposicion del gradiente osmético, también provocé una disminucién
significativa en el incremento de calcio (Figura 3.10 C). Esta inhibicién es menor
a la provocada por la colchicina ya que el transiente de calcio no fue
completamente inhibido (Figura 3.10 B) y que existe una diferencia significativa
entre los valores maximos de calcio citosdlico alcanzados durante el estimulo
hipoténico entre estos farmacos (Figura 3.10 C).

Por dltimo, ensayamos entonces los efectos de la disrupcion del
citoesqueleto de tubulina en la regulaciéon de volumen de las células AQP2,
realizando una preincubacién previa con colchicina 2.5 pM durante 30 minutos
y mantenida durante el shock osmotico. La recuperaciéon de volumen de
aquellas células en las que se impidi6 la correcta polimerizacion de los tabulos
resulto significativamente inhibida (%RVD 20 colchicina: 30, 05 + 2,54 vs %RVD
20 control: 38, 16 £ 1,6, p < 0.05).

Estos resultados nos permiten sugerir que la activacion del TRPV4 por
hichamiento osmético dependiente de AQP2, requiere la correcta estructura del
citoesqueleto de actina y de tubulina. La participacion de los microtiibulos en este

mecanismo de activacion pareceria ser crucial ademds para activar el RVD.

3.3.5. El canal osmosensor TRPV4 aumenta su inserciOn en

membrana plasmatica en respuesta a un shock hipoténico en células

AQP2-RCCD;

La participacion de los microtibulos en la activacion del TRPV4 por
estimulos hipoténicos sugiere la necesidad de un proceso de trafico en la
activacion por swelling dependiente de AQP2. Por lo tanto, el siguiente paso fue
estudiar si la localizacién de TRPV4 en la membrana se encuentra modificada
en condiciones de hipotonia en las células RCCD;. Para ello realizamos
inmunofluorescencias marcando TRPV4 en las células AQP2-RCCD: y WT-
RCCD;, en condiciones de isotonia y en condiciones de hipotonia (AOsm = 100

mOsM) durante 5 minutos. La figura 3.11 muestra las imagenes representativas
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de microscopia confocal del TRPV4 en las células WT y AQP2-RCCD:. En
condiciones de isotonia, en ambos casos, la mayoria de las células muestran una
distribucién preferencialmente intracelular, probablemente debida a wuna
acumulacién del TRPV4 en vesiculas de reciclado constitutivo, y ademas, puede
notarse una fuerte distribucién perinuclear, probablemente debido a la
localizacién en RE y en Golgi. En mucho menor porcentaje, aparece marca en la
membrana de las células. En cambio, el tratamiento con el estimulo hipoténico
revel6 respuestas diferentes en las células AQP2 y WT-RCCD;, mostrando una
acumulaciéon del TRPV4 en la membrana de la mayoria de las células que

expresan AQP2.

WT-RCCD: WT-RCCDx

[sotonia || — Hipotonia

AQP2-RCCD:; AQP2-RCCD:;

Isotonia Hipotonia

Figura 3.11: Localizacién del TRPV4 en las células AQP2-RCCD; y WT-RCCD; en respuesta
hipotonia (AOsM =100 mOsM). Se muestran fotografias de microscopia de confocal (Obj 60X).
representativas de experimentos de inmunofluorescencia del TRPV4 (anti TRPV4 hecho en
conejo, dilucién 1:1500, Alomone) marcado con un anticuerpo secundario Cy3. Las células
RCCD; mantenidas en isotonia, muestran una distribucién mayoritariamente perinuclear del
TRPV4. Las células AQP2-RCCD; tratadas durante 5 minutos con un gradiente AOsM= 100
mOsM evidencian una acumulaciéon de TRPV4 en la membrana plasmaética que no se observa en
las células WT-RCCDx. Las barras representan 10 pm.

Posteriormente, evaluamos también la localizacién del TRPV4 incubando
las células en con una solucién hipoosmoética mas diluida. Utilizamos un
estimulo de AOsM = 200 mOsM, que en el capitulo anterior mostramos que

provoca un incremento sostenido del calcio intracelular en las AQP2-RCCD; y
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no produce incrementos adicionales en WT-RCCDs (Figura 2.13, Cap. 2). Los
resultados mostrados en la figura 3.12, nos indican que las células WT-RCCDx
no muestran una acumulacién aparente de TRPV4 en la membrana plasmatica,
mientras que este gradiente provoca en las células AQP2-RCCD; una
acumulaciéon marcada del TRPV4 en la membrana plasmatica, percibiéndose

notablemente en los bordes de las células.

WT-RCCD+1 WT-RCCDy

Isotonial = Hipotonia

AQP2-RCCD1 AQP2-RCCDy

Isotonia Hipotonia

Figura 3.12: Localizacién del TRPV4 en las células AQP2-RCCD; y WT-RCCD; en respuesta
hipotonia (AOsm = 200 mOsM). Se muestran fotografias representativas de experimentos de
inmunofluorescencia del TRPV4 (anti TRPV4 hecho en conejo, dilucién 1:1500, Alomone)
marcado con un anticuerpo secundario Cy3 obtenidas por microscopia de fluorescencia (Obj
40X). Las células RCCD; mantenidas en isotonia, muestran una distribucién mayoritariamente
perinuclear del TRPV4. Las células AQP2-RCCD; tratadas durante 5 minutos con un gradiente
AOsm = 200 mOsM evidencian una acumulacién de TRV4 en la membrana plasmatica que no se
observa en las células WT-RCCD;. Las barras representan 10 pm

Los resultados nos permiten concluir que los estimulos hipotonicos producen la
acumulacion del TRPV4 en la membrana de las células de tiibulo colector solo en

presencia de la AQP2.
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3.3.6. La hipotonia no provocaria una importante colocalizacién en

membrana de TRPV4 y AQP2

La acumulacién del TRPV4 en la membrana de las células AQP2-RCCD;
por estimulos osmoéticos, podria deberse a un trafico conjunto con AQP2,
evidenciandose en una colocalizacion. Para estudiar esta posibilidad realizamos
una doble inmunomarcaciéon con anticuerpos anti-AQP2 y anti- TRPV4,
sometiendo a las células AQP2-RCCDs en condiciones de isotonia e hipotonia,

utilizando el gradiente de 200 mOsM.

La figura 3.13 corresponde a imdgenes representativas para cada
tratamiento realizado, y muestra en azul la marca del TRPV4, en verde la marca
de la AQP2 y en el merge se muestran ambos imagenes fusionadas. En medio
isoosmoético AQP2 se encuentra en membrana plasmética y en el
compartimiento subapical mientras que el TRPV4 se encuentra principalmente
en el compartimiento intracelular no existiendo colocalizacién. Al someter las
células a un medio hiposmético se ve un aumento de TRPV4 en la membrana
apical en las células AQP2-RCCD;s. Este aumento del TRPV4 en la membrana
pareceria acompafiar a un aumento de AQP2 en membrana, sin embargo no
aparenta existir una colocalizacién absoluta, evidencidndose sélo algunos
puntos donde los dos marcadores colocarizarian (ver flechas blancas en el merge

de la Figura 3.13).

Las inmunofluorescencias muestran que en las células WT-RCCDs el
TRPV4 no es capaz de insertarse en la membrana en presencia de gradiente
hiposmotico 200 mOsM durante 10 minutos (Figura 3.14). La nula marcacion
utilizando anti-AQP2 corrobora que estas células no expresan AQP2 como ha

sido previamente publicado por nuestro grupo (Capurro y col, 2001).
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Figura 3.13: Localizacion del TRPV4 y de la AQP2 en las células AQP2-RCCD; en respuesta a
estimulo hipotdnico. Se muestran fotografias de microscopia de fluorescencia confocal del
TRPV4 inmunomarcado con un anticuerpo anti TRPV4 (hecho en conejo, dilucion 1:1500,
Alomone) con un secundario IgG Cy5 (azul) y de la AQP2 con un anticuerpo anti AQP2 (hecho
en cabra, dilucién 1:50, Santa Cruz) inmunomarcado con un secundario IgG FITC (verde). Las
células AQP2-RCCD; tratadas durante 10 minutos con un gradiente AOsM = 200 mOsM
muestran una acumulacién de TRPV4 en la membrana plasmética. Las imagenes corresponden
a planos xy, y a planos representativos xz, donde se pone de manifiesto el perfil de las células.
En flechas blancas se muestran algunos puntos de colocalizacién evidente de ambos fluoréforos
Las barras representan 10 pm.

Estos resultados permiten concluir que en células de tibulo colector cortical, la
acumulacion de TRPV4 dependiente de AQP2 inducida por swelling, no involucra la
colocalizacion de estas dos moléculas, sugiriendo que no existiria interaccion fisica

durante el trifico.
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Figura 3.14: Localizaciéon del TRPV4 en las células WI-RCCD; en respuesta a estimulo
hipotonico en la doble inmunomarcacién con AQP2. Se muestran fotografias de microscopia
de fluorescencia confocal del TRPV4 inmunomarcado con un anticuerpo anti TRPV4 (hecho en
conejo, dilucién 1:1500, Alomone) con un secundario IgG Cy5 y de la AQP2 con un anticuerpo
anti AQP2 (hecho en cabra dilucién 1:50. Santa Cruz) inmunomarcado con un secundario IgG
FITC (verde). Las células WT-RCCD; tratadas durante 10 minutos con un gradiente AOsm = 200
mOsM no muestran un incremento en la acumulacién de TRPV4 en la membrana. Las imagenes
corresponden a planos xy, y a planos representativos xz, donde se pone de manifiesto el perfil
de las células. Las barras representan 10 pm.

3.3.7. La insercion del TRPV4 en la membrana inducida por swelling

depende de la presencia de AQP2 funcional

Previamente nuestro grupo reporté que el tratamiento con compuestos
mercuriales inhibe un 80 % la Posm de las células AQP2-RCCDs (Ford y col,
2005). En el capitulo anterior mostramos que ademas el HgCl> inhibe la
respuesta transiente de calcio (Figura 2.10, Cap. 2). Para investigar si la
inserciéon del TRPV4 en la membrana depende de AQP2 funcional, realizamos
experimentos de doble inmunomarcaciéon de TRPV4 y AQP2 en presencia de
HgClz. Los efectos del HgClz (0.3 mM) sobre la localizaciéon de TRPV4 y AQP2
pueden verse en la figura 3.15. En hipotonia, la inhibiciéon de AQP2 con HgCl>

disminuye la acumulacién del TRPV4 en membrana.
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Estos resultados nos indican que la translocacion de TRPV4 mediada por

hipotonia en las células AQP2-RCCD1 depende de la funcionalidad de la AQP?2.

AQP2-RCCD1

CONTROL

Figura 3.15: Efectos de la inhibicién de la AQP2 con HgCl; (0.3 mM) en la acumulacién de
TRPV4 en la membrana inducida por hipotonia en las células AQP2-RCCD;. Se muestran
fotografias de microscopia de fluorescencia confocal del TRPV4 inmunomarcado con un
anticuerpo anti TRPV4 (hecho en conejo, dilucién 1:1500, Alomone) y un secundario IgG Cy5
(azul) y de la AQP2 marcada con anti-AQP2 (hecho en cabra dilucion 1:50, Santa Cruz) con un
secundario IgG FITC (verde). Las células tratadas con HgCl, (0.3 mM) se mantuvieron en
isotonia por 10 minutos o adicionalmente 10 minutos en hipotonia con un gradiente de AOsM =
200 mOsM, resultando inhibida la acumulacion del TRPV4 en la membrana con este
tratamiento. Se muestran los planos xy y xz donde se pone de manifiesto el perfil de las células.
Las barras indican 10 pm.

3.3.8. La inserciéon del TRPV4 en la membrana de las células AQP2-
RCCD; depende de microttbulos.

Anteriormente mostramos que la activacion del TRPV4 inducida por
swelling en las células AQP2-RCCD1 depende del citoesqueleto de tubulina
(Figura 3.10). El paso siguiente fue estudiar la participacién de los microtibulos
en la insercién inducida por swelling del TRPV4 en membrana en las células

AQP2-RCCD:. Realizamos experimentos de doble inmunofluorescencia
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marcando el TRPV4 y la AQP2 de células AQP2-RCCD: preincubadas con
colchicina expuestas a estimulos hipoténicos. La figura 3.16 muestra que la

inhibicion de la polimerizacion de microtabulos impide el trafico de TRPV4 a la

membrana inducido por swelling.

COLCHICINA

Isotonia Hipotonia

Figura 3.16: Efectos de la disrupcién de microtibulos sobre la insercién en membrana de
TRPV4 en respuesta a hipotonia en las células AQP2-RCCD;. Se muestran fotografias de
microscopia confocal del TRPV4 inmunomarcado con un anticuerpo anti TRPV4 (hecho en
conejo, dilucién 1:1500, Alomone) con un secundario IgG Cy5 y de la AQP2 con un anticuerpo
anti AQP2 (hecho en cabra dilucién 1:50, Santa Cruz) con un secundario IgG FITC. Las células
se incubaron con colchicina (2.5 pM) durante 30 min y se sometieron a gradiente Hipoosmético
(AOsM = 200 mOsM) durante 10 min en presencia de la droga. Se observa el TRPV4 distribuido
en el citoplasma en ambos casos. Se muestran los planos xy y xz donde se pone de manifiesto el

100



perfil de las células. Las barras indican 10 pm.

Este resultado sugiere que la insercion de TRPV4 en la membrana inducida por

swelling en las células AQP2 depende de microtiibulos

3.3.9. La activacion de TRPV4 por estimulos hipoténicos en las

células RCCD; involucraria a los EETs

Finalmente indagamos acerca del posible mecanismo de activacion de
TRPV4 por swelling en las células RCCDi. Dado que uno de los mecanismos
clasicos de activaciéon del TRPV4 por swelling se produce por la cascada del
acido araquidonico, ensayamos la participacion de los EETs en la activacion del
TRPV4, en ambas lineas celulares.

La figura 3.17 muestra los efectos de la incubacion con 57,6-EET 1 uM
sobre el calcio intracelular en condiciones de isotonia y en condiciones de
hipotonia (AOsM = 100 mOsM) para las células AQP2-RCCD; y WT-RCCD;.
Observamos que el EET aplicado en isotonia muestra un incremento muy
pequeiio de calcio durante los primeros 10 minutos de su aplicacién en las
células WT-RCCD; y AQP2-RCCDs:. Sorprendentemente, luego de la
preincubacién con 57,6"-EET, la exposicién al gradiente hiposmético de ambas
lineas celulares, produce un incremento sustancial en la respuesta de calcio
maximo intracelular. El hecho de que WT muestre un incremento de calcio
luego del swelling, sugiere que el TRPV4 presente en WT, es capaz de activarse

por swelling, siendo los EETs un requerimiento.

Estos resultados sugieren que el 5°,6"-EET es capaz de activar al canal TRPV4 en
ambas lineas RCCD1, pero que requiere de la hipotonia para producir grandes
incrementos de calcio. Dado que en AQP2-RCCDs la hipotonia es capaz de producir
incrementos, proponemos que la AQP2 participaria en la liberacion de EETs durante el

swelling.

101



1 | =R AaP2-RceD,
o6 | I WT-RCCD,

- ,
EET1uM EET1uM

Isotonia Hipotonia

Figura 3.17: Efecto de la preincubacién con 57,6 -EET en el incremento de calcio por hipotonia
de las células AQP2-RCCD; y WT-RCCD;. Cambio méximo de ARs40/380 durante el 10 minutos
de tratamiento 5,6-EET 1pM y posteriormente expuestas a gradiente hipoténicos (AOsm = 100
mOsM) por a los 10 minutos. Los valores muestran media £ SEM de 80 células correspondientes
a 3 experimentos, * p<0.05 compara la hipotonia luego del tratamiento con EET en ambas lineas
celulares.

3.4. Discusion

3.4.1. La presencia del canal TRPV4 en las células del CCD es
esencial para producir los incrementos de calcio necesarios para el

RVD: Rol de la AQP2

La participacion de los canales TRP en la generacion de sefiales de calcio
ante los diversos estimulos mecanicos es un fenémeno de conocimiento
reciente. En el capitulo anterior mostramos que en las células AQP2-RCCD; el
swelling osmoético produce incrementos de calcio sensibles a Gd3* (conocido
inhibidor de canales mecanosensibles). En el presente capitulo describimos que
ésta sefal transiente resultd ser sensible también a rojo de rutenio. Ambos

compuestos han sido utilizados ampliamente como inhibidores del TRPV4 (Pan
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y col, 2008; Becker y col, 2005; Andrade y col, 2005; Jian y col, 2008; Giiler y col,
2002). Si bien el RRu también podria estar inhibiendo otros miembros de la
familia TRPV, los tinicos que son osmosensibles y ademads se han descripto en
células del tabulo colector renal son el TRPV1 y el TRPV4 (Tian y col, 2004; Wu
y col, 2007; Taniguchi y col, 2007; Feng y col, 2008). Nuestros resultados
moleculares y funcionales indican que las células RCCD: expresan TRPV4 y no
muestran expresion ni funcionalidad del TRPV1. Por lo tanto el incremento de
calcio transiente inducido por swelling osmotico en las células AQP2-RCCD; se
deberia principalmente a la activacion del TRPV4. Las células WT evidencian
una diminuta entrada mediada por este canal ya que el pequefio incremento de
calcio en estas células fue inhibido por RRu. Sin embargo sé6lo en presencia de la
AQP2 funcional en la membrana de las células RCCD;, se produciria una

importante activaciéon del TRPV4 por hipotonia.

Uno de los resultados mas interesantes mostrados en el presente capitulo
es que la activacién de mecanismos rapidos de RVD dependientes de AQP2 en
las células RCCD: requiere la activacion del TRPV4. Nuestros experimentos de
regulacién de volumen utilizando el inhibidor rojo de rutenio durante el shock
hipoténico en las células que expresan la AQP2 funcional, mostraron una
inhibicién de la recuperaciéon del volumen. La funcion del TRPV4 en la
activacion de la regulacién del volumen celular ha sido demostrada en muchos
sistemas (Becker y col, 2005; Becker y col 2009; Liu y col, 2006; Pan y col, 2008;
Arniges y col, 2004). En células renales su participaciéon en el RVD ha sido

sugerida (Wu y col 2007), sin embargo hasta el momento no ha sido reportada.

Adicionalmente caracterizamos la funcionalidad del TRPV4 con un
activador especifico artificial (40-PDD). Mostramos que en ausencia de
gradiente osmotico el canal responde con incrementos de calcio al 4a-PDD en
ambas lineas celulares. Existen varios trabajos que explican que los mecanismos
de activacion del TRPV4 por hipotonia y por 4o-PDD ocurren por vias

diferentes, sin embargo ambos mecanismos no estdn completamente
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dilucidados (Watanabe y col, 2002; Vriens y col, 2004; Vriens y col, 2007; Vriens
y col, 2009). Al realizar experimentos con 4a-PDD en medio hipoténico
logramos obtener una respuesta reguladora de volumen en las células WT. Sin
embargo este RVD resulta menor al obtenido en las células AQP2-RCCD; en las
mismas condiciones. De la misma manera que se ha reportado para otras lineas
celulares epiteliales (Arniges y col, 2004; Liu y col, 2006), estos experimentos
refuerzan la hipétesis de que el TRPV4 estd involucrado en la regulacion del
volumen celular.

El mecanismo por el cual este canal participa en la activacién del RVD se
ha propuesto que estaria dado por un acoplamiento funcional con canales de
potasio dependientes de calcio (Arniges y col, 2004). Este mecanismo de
acoplamiento ha sido reportado también en la vasoconstriccién (Earley y col,
2005). En el CCD se ha propuesto un mecanismo similar durante la activacion
del TRPV4 en la secreciéon de potasio mediada por flujo que resulta
incrementada al activar con 40-PDD (Taniguchi y col, 2007). Estas evidencias
sugieren fuertemente que la activacién de mecanismos rapidos de RVD en las
células AQP2-RCCD;: podria deberse a un acoplamiento funcional entre el
TRPV4 y los canales de K* dependientes de calcio, sensibles a bario presentes en
esta linea celular (Ford y col, 2005).

Al ensayar la funcionalidad del TRPV4 con el 40-PDD en ausencia de
estimulos osmoéticos demostramos que la presencia de AQP2 aparentemente no
modifica la respuesta de calcio intracelular, ya que se observaron incrementos
similares en las lineas AQP2 y WT. Como ha sido reportado para otras lineas
celulares (Reiter y col, 2006; Arniges y col, 2004) incluso para el CCD (Wu y col,
2007), este incremento mostro ser altamente dependiente del calcio extracelular,
ya que se inhibe casi completamente al remover el calcio extracelular o al
bloquear el TRPV4 con RRu. Sin embargo la activacion por 40-PDD estaria
dada adicionalmente por un componente intracelular, ya que nuestros
resultados muestran una reduccion de la activacion con el 40-PDD en presencia
de tapsigargina. Por lo tanto estos resultados nos permiten sugerir que el

mecanismo de incremento de calcio a través del TRPV4 por 4a-PDD en las
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células RCCD; seria a través de un mecanismo de CICR, donde luego de una
entrada inicial de calcio desde el extracelular se activa una liberacion desde los
reservorios. Recientemente se sugirid, en condrocitos, que el TRPV4 estaria

implicado en este mecanismo (Phan y col, 2009).

3.4.2. La activacion del TRPV4 por hipotonia dependiente de AQP2

involucraria el trafico a membrana

La expresion de TRPV4 en el tabulo colector ha sido previamente
informada (Tian y col, 2004), aunque su localizacién subcelular precisa resulta
controversial. Inicialmente un trabajo lo describié en la membrana basolateral
(Tian y col, 2004), sin embargo varios trabajos posteriores lo reportan en la
membrana apical de las células de tabulo colector cortical (Wu y col, 2007;
Cuajungco y col, 2006; Taniguchi y col, 2007). Sin embargo ninguno de estos
trabajos evalta la localizaciéon subcelular en el tibulo expuesto a estimulos
hiposmoéticos.

Nuestros experimentos de inmunofluoresencia revelaron que en ausencia
de gradiente osmoético el TRPV4 se distribuye de manera similar en las células
AQP2-RCCD; y WT-RCCD;, localizandose mayoritariamente en el citoplasma,
probablemente en RE, en Golgi o en vesiculas de exocitosis y en menor medida
en la membrana plasmatica. Este resultado sugeriria que esta ubicacién
citoplasmaética del TRPV4 corresponderia, como fue sugerido en CCD, a un pool
de vesiculas listas para su insercion en membrana luego de la aplicacion del
estimulo adecuado (Wu y col 2007). Las inmunofluorescencias realizadas en
presencia de un medio hipoténico indican que se favorece la acumulacion del
TRPV4 en membrana plasmatica s6lo en las células que expresan AQP2

funcional.

Previamente se ha sugerido que los mecanismos que involucran la
activacion por swelling del TRPV4 se deberian a una translocacién del canal a la

membrana plasmatica (Pedersen y Nilius, 2007, Cuajungco y col, 2006). Existen
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algunos ejemplos de canales i6nicos cuya activacion por distintos estimulos esta
regulada por la insercién en membrana, por ej. ENaC y CFTR (Peters y col
2001). Se ha propuesto que el TRPV4 presentaria un reciclado vesicular
regulado (Wegierski y col, 2006) sin embargo la participacion de los estimulos
hipotoénicos en la insercién en la membrana ha sido poco estudiada.

Una posibilidad es que la insercion del TRPV4 en la membrana por
estimulos hipoténicos, ocurra simultdneamente con la AQP2. Este mecanismo
se ha demostrado para el TRPC3 en CCD estimulado con AVP (Goel y col,
2007). Sin embargo nuestros resultados de las inmunofluorescencias donde
marcamos el TRPV4 y la AQP2, no evidencian una colocalizacién importante de
estos dos canales en las células sometidas a medio hipoténico, salvo en algunos
puntos correspondientes a la membrana. Este resultado nos permitiria descartar
la posibilidad de que exista una interaccion fisica entre ambas moléculas,
sugiriendo que el TRPV4 se encuentra en un pool de vesiculas distinto al de la
AQP2.

Investigamos también si el TRPV4 requiere del citoesqueleto para su
insercion inducida por swelling. Nuestros resultados nos indican que tanto el
citoesqueleto de actina y tubulina son requeridos para la activacion del canal y
adicionalmente mostramos que la inhibicion de la polimerizacion de los
microtibulos, utilizando colchicina, impide la activaciéon del RVD en las células
AQP2-RCCD;. Esto coincide con estudios realizados en varios tipos de células
que informan que un citoesqueleto intacto es requerido para la entrada de
calcio y el RVD luego de un swelling (Ebner y col, 2005; Liu y col, 2006; Becker y
col, 2009). Nuestros resultados funcionales, en conjunto con la inhibicién
provocada por colchicina sobre la inserciéon del TRPV4 en membrana durante el
swelling, mostrada en las inmunofluorescencias de las células AQP2-RCCD;y,
sugieren un rol fundamental de los microtabulos en el proceso de insercién y
de activacion del TRPV4. La participaciéon de los microfilamentos de actina en
las células AQP2 RCCDy, si bien seria relevante, en la activacién del TRPV4,
pareceria ser menos importante que el citoesqueleto de tubulina, dado que la

inhibicién del transiente de calcio result6 menor en las células tratadas con
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citocalasina-D (Figura 3.10 C).

3.4.3. Evidencias de asociaciéon funcional entre AQP2 y TRPV4 en las
células del CCD

El TRPV4 se caracteriza por haberse encontrado asociado funcionalmente
a una cantidad de proteinas, garantizando en muchos casos su activacién por
estimulos hipoténicos y la activacién del RVD. El caso del CFTR, la AQP5 y la
actina (Arniges y col, 2004; Liu y col, 2006; Becker y col 2009) han sido bien
descriptos. Adicionalmente en algunos casos se ha reportado que la interaccién
con proteinas asociadas al citoesqueleto o a vesiculas, es indispensable en el
correcto trafico regulando la activacion del TRPV4 por swelling. Por ejemplo
Pacsina 3, una proteina de union a vesiculas fundamental en la regulacién de la
endocitosis, participa en la insercion del TRPV4 a la membrana, sin embargo
muestra un efecto inhibitorio en respuesta al swelling. La proteina vinculada al
citoesqueleto de tubulina y actina, MAP7 (Microtubule-associated protein 7), se
asocia funcionalmente al TRPV4 incrementando su nivel en membrana
plasmética provocando un aumento en su respuesta a swelling (Suzuki y col,

2003b).

El conjunto de los resultados mostrados en este capitulo sugieren una
asociacion funcional entre la AQP2 y el TRPV4, ya que la expresion de la AQP2
en la linea celular RCCD; convierte al TRPV4 en un canal funcional en
respuesta al swelling. Demostramos que este mecanismo de asociacién esta
vinculado a la insercién en la membrana. La acumulaciéon del TRPV4 en la
membrana de las células RCCD; provocada por la presencia de AQP2 ocurriria
sOlo durante el swelling, en respuesta a estimulos hipoténicos. El hecho de que
las células AQP2 y WT-RCCD: no muestren diferencias evidentes en la
localizacion subcelular del TRPV4 en isotonia y que ademds en estas

condiciones el TRPV4 muestre en el western-blot estados similares de las
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supuestas formas glicosiladas, refuerza la idea de que el rol que cumpliria la
AQP2 en este trafico no se manifestaria en medios isosmaoticos.

Otros factores reportados que modifican la insercién del TRPV4 en la
membrana son: modificaciones postraduccionales como glicosilacién,
fosforilacién y ubiquitinacién. Hasta el momento no se ha demostrado una
vinculacién directa entre estas modificaciones sobre el TRPV4 y la aplicacién de
un swelling osmoético o de estimulos mecénicos.

Por otro lado recientemente se ha reportado que la inserciéon en la
membrana de TRPV4 en respuesta estimulos mecédnicos como el shear stress en
células endoteliales requeriria la formaciéon de EETs (Loot y col, 2008), un
mecanismo también reportado para el trafico de TRPC6 en estas células
(Fleming y col, 2007). Esta claro que la activacion de la PLA2 y la subsiguiente
formacion de AA y EETs es un proceso que se considera como parte del
mecano- osmosensado en diversas células, ya que la PLA2 es capaz de activarse
ante el swelling osmoético o ante estimulos mecanicos. En el presente capitulo
sugerimos que la activaciéon por swelling del TRPV4 en las células RCCD;
requeriria EETs. Estos EETs son capaces de activar al TRPV4 y provocar un
incremento de calcio transiente. En presencia de AQP2 estos metabolitos serian
producidos endégenamente por las células en respuesta a hipotonia pudiendo

entonces interferir en el mecanismo de translocacion.

Por altimo se ha sugerido que la asociacion funcional del TRPV4 con
otros canales podria estar involucrada con el trafico. En las glandulas salivales
la presencia de AQP5 en células que expresan TRPV4 mostré ser fundamental
para la activacion de la entrada de calcio estimulada por swelling y para el RVD.
Este proceso se ha propuesto que requiere un incremento de la asociaciéon de
TRPV4, AQP5 y actina en la membrana ante estimulos osméticos en células de
las glandulas salivales (Liu y col, 2006). Sin embargo la participaciéon de los

EETs en esta activacion no ha sido estudiada.
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En conjunto los resultados mostrados en este capitulo, nos permiten
proponer que en células del CCD durante un shock hipotonico la AQP2
participaria en el proceso de sensado del volumen celular a través de la
activacion del canal TRPV4, probablemente por un mecanismo dependiente
de EETs. Este proceso de activacion involucraria el trafico de TRPV4 a
membrana, sugiriendo la existencia de una asociacién funcional entre el
TRPV4 yla AQP2, en el que seria requerido el citoesqueleto de tubulina. Esta
asociacion funcional ocurrida durante el swelling es uno de los eventos
criticos requeridos para que la AQP2 participe en la activacion de los

mecanismos rapidos de RVD.
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Capitulo 4: Discusion general y perspectivas
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4.1. Discusion general

Desde su descubrimiento, las acuaporinas han demostrado diversas
funciones més alla del transporte de agua. A nivel celular se les han adjudicado
roles en la migracién, proliferacién y apoptosis (Hara-Chikuma y Verkman,
2007; Saadoun y col, 2005; Hu y Verkman, 2006; Flamenco y col, 2009). Todos
estos fendmenos estdn vinculados a procesos de control de volumen celular. La
participaciéon de las AQPs en la regulacion de volumen es un fenémeno de
conocimiento reciente y los mecanismos por los que desempefiarian esta
funcion estan siendo de a poco conocidos, con tendencia a involucrarlas en el
mecanismo de osmosensado o en el sensado de los cambios de volumen (Hill y
col, 2004; Ford y col, 2005; Kida y col, 2005). Nuestro grupo demostr6 por
primera vez la participacion crucial de la AQP2 en la activacién rapida del RVD
(Ford y col, 2005). En esta tesis hemos investigado la vinculacién de la AQP2
con la activacién de las vias de sefializacion del calcio intracelular y estudiamos

los mecanismos moleculares que la subyacen y que son necesarios para el RVD.

4.1.1. Participacion de la AQP2 en la activacién de senales de calcio

durante el swelling.

En una primera etapa demostramos en las células AQP2-RCCDs la
existencia de una via de entrada de calcio desde el extracelular activada por
swelling y una movilizacion de calcio desde los depositos. Posteriormente, al
preguntarnos acerca de la identidad de los canales de calcio involucrados en
esta sefal, mostramos que el TRPV4 es un componente esencial de esta entrada.
Si bien la expresion del canal osmosensible TRPV4 se reporté previamente en
CCD, su vinculacién con los mecanismos de RVD y con la AQP2 en estas
células no habia sido demostrada. En esta tesis proponemos la existencia de
una asociaciéon funcional entre la AQP2 y el TRPV4, esencial para la
generacion de sefales de calcio inducidas por swelling y necesarias para la

activacion rapida de los mecanismos de regulacion de volumen celular.
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También demostramos que la asociacion funcional entre la AQP2 y el
TRPV4 necesita, para producirse adecuadamente, un citoesqueleto intacto.
Interesantemente, encontramos que el swelling de las células que expresan
AQP2, provoca la translocacion del TRPV4 a la membrana celular. Los
microtibulos tendrian un rol fundamental en este proceso. Este mecanismo de
insercién en membrana como parte de la activaciéon luego de un estimulo seria
una caracteristica comdn de los TRPs (Cayoutte y Boulay, 2007) manteniendo
una interaccién con citoesqueleto de tubulina en este proceso (Goswami y

Hucho, 2008).

4.1.2. Participaciéon de la AQP2 y el TRPV4 en la activacién de una
CCE.

El proceso de insercién de un canal de calcio en la membrana, luego de
la estimulacién, es uno de los mecanismos propuestos en la activacion de una
via de entrada de calcio capacitativa (CCE) (Ver Cap. 2 2.1.1). Algunos de los
canales de la familia TRPC han mostrado ser esenciales para la activacion de
estos mecanismos de entrada (Ng y col, 2009; Jardin y col, 2008). En esta tesis
mostramos que tanto las células WT-RCCD1 como las AQP2- RCCDy, tienen la
magquinaria adecuada para producir una via de entrada CCE pero solo puede
ser activada por hipotonia en las células que expresan AQP2. Por lo tanto
proponemos que el TRPV4 en presencia de la AQP2, podria formar parte de
una via de entrada CCE.

Conocer en detalle si el canal efectivamente produce su activacion a través
de la insercién en un proceso gatillado por el vaciamiento de los depositos,
contribuirfa a entender los distintos mecanismos de activacion de este canal en
condiciones fisiolégicas y patofisiolégicas vinculadas a la regulacion de

volumen.
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4.1.3. Participacion de la asociacion funcional entre AQP2 y TRPV4

en la activaciéon de mecanismos rapidos de RVD

El mecanismo propuesto de asociacion funcional entre el TRPV4 vy la
AQP2, seria fundamental para provocar la rapida activaciéon de mecanismos
de RVD en las células RCCD;. Los mecanismos efectores activados, si bien no
fueron estudiados en esta tesis, involucrarian canales de K* sensibles a calcio,
probablemente los canales BK y SK, presentes en el CCD (Liu y col, 2007). El
acoplamiento funcional entre la activacién del TRPV4 y la salida de potasio por
el BK ha sido propuesto en células epiteliales (Arniges y col 2004; Fernandez-
Fernandez y col, 2008).

Se ha reportado que en células renales que expresan AQP2 el swelling
induce la exocitosis de vesiculas que contienen canales que tendrian una
funcién en el RVD, como el ICIn en células de tabulo colector (Tamma, y col
2007b). En concordancia, nosotros mostramos que el RVD activado por AQP2 se
gatilla al ponerse en marcha un proceso de inserciéon de vesiculas especificas en
la membrana que contienen TRPV4, mecanismo que asegura la entrada de

calcio y por lo tanto la activacién de la salida de potasio.

4.1.4. Modelo hipotético propuesto para explicar el rol de la AQP2

en la activacion del RVD

En las células que expresan AQP2, a diferencia de lo que ocurre en las
células WT-RCCD;, la hipotonia produce un rapido swelling que es fundamental
para activar una entrada de calcio necesaria para los mecanismos de RVD. En el
capitulo 3 mostramos que en presencia de un gradiente hiposmético, las células
WT-RCCD;, son capaces de producir un aumento del calcio intracelular cuando
se las incuba previamente con 5°,6"-EET. Este resultado junto con datos de la
bibliografia que informan que ante estimulos mecanicos los EETs facilitarian el

trafico de TRPV4 a la membrana (Loot y col, 2008) nos llevan a hipotetizar que
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la presencia de la AQP2 en la membrana de las células del CCD podria activar
la sintesis de estos metabolitos. Esta activacién de la cascada del AA se iniciaria
con un incremento en la actividad enzimatica de la PLA2, sugiriendo un
vinculo entre la actividad enzimatica de la PLA2 y la AQP2. Si bien la PLA2 se
ha postulado como una enzima mecanosensora su vinculacién con las
acuaporinas no ha sido reportada (Lehtonen y Kinnunnen, 1995). Por otra parte
recientemente se demostr6 que la activacion de TRPV4 por EETs es
sensibilizada con IP3 y que este proceso dependeria de la unién del IP3R a una
region carboxi-terminal del TRPV4 de unién a calmodulina (Fernades y col,
2008; Garcia-Elias y col 2008).

A partir de lo expuesto, podemos proponer un modelo general que se
esquematiza en la Figura 4.1. Se muestran las células AQP2-RCCD; en
condiciones de iso e hiposmolaridad. El estimulo hipoténico en presencia de la
AQP2 en las células del CCD produce el vaciamiento de los depdsitos
intracelulares y la activacion de la PLA2. La activacion de esta enzima lleva a la
sintesis del AA. El AA ademas de producir metabolitos como el 5-6" EET
podria también ocasionar la deplecion de los reservorios. El EET participaria
principalmente en la insercion del TRPV4 en la membrana en un proceso
dependiente de microtabulos. Adicionalmente podria existir una participacion
del IP3 en el mecanismo de activacién por EETs, incluyendo la activaciéon de la
PLC. En conjunto se activaria una CCE que garantiza la entrada de calcio por
TRPV4 y la activacion de los mecanismos rdpidos de RVD (canales de K*

dependientes de calcio, CFTR).
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Figura 4.1: Modelo hipotético propuesto de la participacion de la asociacién funcional entre

la AQP2 y el TRPV4 en la entrada de calcio por hipotonia y en el RVD. A: Células AQP2-
RCCD; en condiciones de isosmolaridad. B: Células AQP2-RCCD; en condiciones de
hiposmolaridad.

4.2 Perspectivas

Comprobar el modelo hipotético propuesto en el punto anterior permitiria
profundizar atin més el conocimiento que tenemos sobre la AQP2 y su rol en

procesos celulares que impliquen cambios de volumen. La participacion de las
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AQPs en el osmosensado a través de la activacion de enzimas fosfolipasas,
implicaria novedosos mecanismos de accion de las acuaporinas mas alla del
transporte de agua. Si bien los resultados de EETs son preliminares, abren una
perspectiva muy interesante ya que son algunos de los metabolitos que estan
siendo reconocidos como principales reguladores de la funciéon renal y cardiaca
pudiendo tener propiedades pro o antihipertensivas.

Para determinar la vinculacién entre la AQP2 y la sintesis de EETs se
podrian realizar ensayos enzimaticos realizando mediciones de sintesis de acido
araquidonico en presencia de un swelling osmético en ambas lineas celulares.
Otra estrategia que se podria utilizar para investigar el rol de la PLA2 en el
proceso de osmosensado de la AQP2 seria utilizar inhibidores especificos de
esta enzima y realizar mediciones de calcio intracelular, de regulacién de
volumen y estudiar la localizacion subcelular del TRPV4 en estas condiciones
en las células AQP2-RCCD;. También se podria ensayar, con una estrategia
similar, la participacion de otras fosfolipasas como la PLC en este proceso.

En las células renales de CCD de ratén, el TRPV4 ha sido propuesto como
sensor del flujo y también se lo ha sugerido como parte de un componente de
un sensor de osmolaridad, ya que la respuesta a la hipotonia es abolida tras
silenciar el TRPV4 (Wu y col, 2007). La interaccién funcional encontrada entre
TRPV4 y AQP2 en respuesta a swelling en esta tesis podria también ser
extensiva al estimulo de shear stress que ocurre en el CCD y lleva al aumento de
la secreciéon de K* por una via dependiente de TRPV4 a la membrana.

Seria también muy interesante estudiar la expresién y localizacion del
TRPV4 en la membrana de tabulos nativos y tratados con AVP o en ratas
sometidas a deshidrataciéon (garantizando la presencia de AQP2 en la
membrana). Es importante destacar el rol que se les ha dado en forma
independiente tanto a la AQP2 como al TRPV4 en el mantenimiento de la
osmolaridad sistémica por lo cual no es desatinado pensar que exista alguna
interaccion funcional entre ambas proteinas, como hemos mostrado en esta

tesis.
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Anexo Metodolégico

Medicion de cambios de volumen celular por fluorescencia en
monocapas de células RCCD;

A diferencia de lo que ocurre en muchas células crecidas en forma aislada que
presentan una forma esférica, las células RCCD; cultivadas en cubreobjetos y crecidas
en monocapas confluentes tienen una morfologia semejante a una campana (Figura 2.6
A, Cap. 2). Al registrar los cambios de volumen luego de un shock hipoténico en una
pequefia regién (pinhole) en el centro (C) o en la periferia (P) de estas células, el
comportamiento resultara diferente. Mientras que en la P, los cambios de fluorescencia
(F) siempre se muestran proporcionales al incremento de volumen, su respuesta es
variable en C (Figura 2.6 B). Esta no varia en diferentes condiciones de carga de los
fluoréforos (BCECF o Calceina) utilizados en las células RCCDy, por lo que el efecto

observado no se deberia a fendmenos de autoextincion como ha sido descripto en otras

células epiteliales (Hamman y col, 2002).

A Célula Aislada Monocapa
P C

oC f x";l'.’
FollV Fpoc ¥ F.q=cte
o V

Figura 1. Parametros geométricos involucrados en los cambios de volumen al utilizar técnicas
de videomicroscopia de fluorescencia. Representaciéon esquematica de una célula aislada y en
monocapa cuando es tratada con una solucion A: isosmética y B: hipoosmoética. | altura en la
cual la luz emitida es colectada por el microscopio; d, camino 6ptico; i, altura celular; C area
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central; P, area periférica; hp, altura de las célula en P; dp, camino 6ptico en P, hc, altura de las
células en C; Fp intensidad de fluorescencia registrada en P, dc, camino 6ptico en C; Fc
intensidad de fluorescencia registrada en C.

Una de las limitaciones del uso de técnicas de videomicroscopia de
fluorescencia para la mediciéon de cambios de volumen celular es que se colecta luz
emitida desde una capa comparable con la altura de las células (Zelenina y Brismar,
2000). Para resolver esta limitacion se debe tener en cuenta la geometria del sistema
(Figura 1). Tendremos en cuenta 3 pardmetros: la altura de la capa en la cual la luz
emitida es colectada (1), el camino 6ptico (d) y la altura de la célula (). Como describe
la ley de Lambert Beer, F resulta proporcional a d y a la concentracién de fluoréforo
(c) Fac.d

En el caso de células esféricas aisladas I excede I, y por lo tanto d siempre es
igual a I. Si un shock hipoténico es aplicado, el valor del camino 6ptico se mantiene
constante. (Figura 1). Por lo tanto F resulta inversamente proporcional al volumen
celular, ya que sélo c es variable como fue reportado (Muallem y col, 1992; Crowe y
col, 1995, Pafundo y col, 2004).

Cuando se utilizan monocapas, la situacion es diferente. En los experimentos
realizados en esta tesis, la fluorescencia de las células RCCD; tiene una distribuciéon en
forma de campana, que se corresponde con una mayor altura en el centro que en la
periferia (hc > hp, Figura 1.A). El camino 6ptico en P (dr) es siempre menor que ! y se
modifica significativamente cuando se aplica un shock osmético (Figura 1. B). En
consecuencia, si los cambios en dp son mucho mayores que los cambios en la
concentracién de fluoréforo, F resutara directamente proporcional al volumen celular.
En las monocapas de RCCDy, las diferencias entre las regiones analizadas (C y P)
puede ser explicada por el hecho de que las células pueden incrementar su altura en P
mucho mas que en C ante un shock hipoténico.

El modelo presentado fue propuesto en un trabajo de nuestro grupo previo al
desarrollo de esta tesis (Ford y col, 2005). En resumen, en las células RCCDy, es la
altura de las células mas que la autoexitincién de fluorescencia, lo que vincula la
relacion observada entre la fluorescencia y los cambios de volumen. La relacion lineal
entre la fluorescencia relativa (F:/Fo) y la osmolaridad relativa externa (OsMo/OsM;)
valida esta técnica (Figura 2.6 D, Cap. 2). Adicionalmente los valores de Posm
reportados para las células en dicho trabajo y en esta tesis (Figura 2.13) son similares a

muchos de los reportes de Posm en células renales obtenidos con diferentes técnicas.
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