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RESUMEN

Los astrocitos son uno de los tipos celulares de mayor abundancia,
representando aproximadamente la cuarta parte del volumen celular total en cerebro
y cerebelo. Estas células gliales actian como células de sefalizacién, donde las
variaciones en la concentracién de calcio citoplasmatico ([Ca®];) acttan como una
sefal capaz de propagarse a otros astrocitos y células adyacentes; en las cuales
este i6n puede participar como segundo mensajero y/o regular diversos procesos

biolégicos.

En astrocitos, la [Ca®']i puede cambiar en respuesta a estimulos como un
“shock” hipo-osmotico (similar al generado durante patologias como isquemia e
hiponatremia), responsable de inducir la liberacién de Ca** a partir de reservorios
intracelulares como el reticulo endoplasmatico (ER), que generan un incremento en
la sefial de Ca®" citosolica controlada por la actividad en modo directo del
intercambiador Na*/Ca®* (NCX); que es el principal mecanismo regulador de la
[Ca®]; en astrocitos t-1. Adicionalmente, el NCX puede actuar en modo reverso
frente a un desbalance del flujo de Na*, encontrando que este modo de operacion es
considerablemente incrementado si ademas se encuentra en presencia de un medio

hipo-osmotico libre de Na* externo (Na*e).

Los resultados del presente trabajo, ponen en evidencia el posible mecanismo

por el cual se produce un aumento en la [Ca®'];

frente a un shock hipo-tonico libre de
Na'e, indicando que las alteraciones que se producen en el citoesqueleto frente a

este medio inducen un incremento en la actividad en modo reverso del NCX. Estas



alteraciones corresponden a la disrupcion o despolimerizacion de los F-actina, de
forma similar a la generada por toxinas de actina como Citocalasina D (CD) y
Latrunculina B (Lat B). El incremento en la actividad del NCX se evidencio frente a
los medios iso-osmotico e hipo-osmético, luego de la despolimerizacion de los F-
actina; observando en ambos casos un incremento en la sefial de Ca®'; medida
mediante microespectrofluorometria y perfusion. Otro hallazgo observado, fue el
aumento en la fluorescencia asociada a la identificacion del NCX y en el coeficiente
de correlacién entre el NCX y los F-actina, frente a un medio iso-osmotico y en
condiciones de despolimerizacién, lo que sugiere una interaccion directa entre

ambas estructuras y en consecuencia un posible aumento en la expresion del NCX.

En este trabajo se presentan evidencias que sefialan una independencia entre
la liberacion de calcio desde el ER y el citoesqueleto de actina, encontrando que la
despolimerizacion de sus filamentos no afecta a dichos reservorios, donde el
vaciado de Ca** ocurre solo en presencia de un medio hipo-osmético libre de Na*y

ca®*

De forma general, los hallazgos reportados en este trabajo, identifican la
despolimerizacion de los F-actina como responsable de incrementar la actividad del
NCX, lo que convierte a este contra transportador en un mecano sensor capaz de
reconocer los cambios de volumen intrinseco a las alteraciones del citoesqueleto de
actina e inducidos por perfusion extracelular; que resultan similares a las
condiciones presentadas en astrocitos t-1 durante dafos cerebrales como isquemia
cerebral, hiponatremia y encefalopatia hepatica; por lo cual el aumento en la

2+]i

actividad del NCX contribuiria a controlar las [Ca“’]; en estas condiciones.
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Gap: Uniones brecha.

GFAP: Proteina acida fibrilar glial (Glial fibrillary acidic protein).
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Ins3P: Inositol-1,4,5-fosfato.

Ins3PR: Receptor de Inositol-1,4,5-fosfato.

Jpk: Jasplakinolide.
Vi



Lat B: Latrunculina B.

LSCM: Escaneo laser de microscopia confocal (Laser scanning confocal
microscopy).

MFs: Microfilamentos.

MTs: Microtubulos.

NCX: Intercambiador Na*/Ca?".
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PBS: Buffer fosfato salino.

PMCA: Bomba Ca*-ATPasa de la membrana plasmatica (Plasma Membrane Ca**-
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Ry: Ryanodina.

RyRs: Receptores de Ryanodina.

SERCA: Bomba Ca?*-ATPasa del reticulo endoplasmatico (Sarco/Endoplasmic
Reticulum Ca**-ATPasa).

SNC: Sistema Nervioso Central.

SR: Reticulo Sarcoplasmatico.

SSCM: Escaneo de microscopia confocal por etapas (Stage Scanning Microscopy).
VOCs: Canales operados por voltaje.

VSCC: Canales de calcio sensibles a voltaje.
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1. INTRODUCCION

El i6n calcio (Ca®") tiene diversas funciones en los organismos vivos, entre
ellas su actividad como segundo mensajero, que lo involucra en la regulacion de
diversos procesos biolégicos, como: la neurosecrecion, la contraccion muscular,

entre otros (McCormack y Cobbold, 1991; Berridge y col, 2000).

Este i6n se encuentra en las células en concentraciones intracelulares muy

bajas respecto al medio extracelular, tipicamente la relacion entre estas
: 2+ 24 _ 44 5 ; P

concentraciones es Ca“ o/Ca“’i= 10" - 10°. La baja concentracién intracelular puede

presentar variaciones rapidas y significativas, como respuesta a diversos estimulos

fisiolégicos (DiPolo, 1996). Todo esto hace de gran interés el estudio de los

mecanismos que regulan el metabolismo de este i6n divalente (Berridge y col, 2000).

En el proceso de regulacién del calcio intracelular (Ca®") las células deben
enfrentarse a dos situaciones: a) una entrada basal de calcio proveniente del exterior
y b) pequefas variaciones en su permeabilidad, que pueden provocar importantes
cambios en su concentracién intracelular, por lo cual las células han desarrollado
eficientes sistemas para controlar los niveles de Ca®*; asociados a los procesos de
acoplamiento excitacidn-respuesta. Esta regulacién es realizada a través de: 1)
sistemas intracelulares que ligan al i6n reversiblemente (regulacion a corto plazo) y
2) sistemas localizados a nivel de la membrana plasmatica capaces de producir
movimientos netos de calcio desde el compartimiento intracelular al extracelular

(regulacién a largo plazo).



Cabe destacar que los mecanismos involucrados en la regulacién del Ca**
presentes en la membrana plasmatica y en el citoplasma, pueden regular con
diferentes grados de eficiencia la concentracién de calcio intracelular ([Ca*']),
encontrandose que solo aquellos ubicados en la membrana plasmatica pueden
modificar el contenido total de calcio celular y por tanto pueden mantener los niveles

fisiologicos de calcio durante periodos prolongados (DiPolo, 1996).

Existen cuatro rutas conocidas utilizadas por el Ca?* para cruzar la membrana
plasmatica: 1) entrada pasiva (fuga inespecifica), 2) canales i6nicos 3)
contratransporte Na'/Ca** y 4) transporte activo de calcio dependiente de ATP
(bomba de calcio). Sin embargo, a excepcion de los glébulos rojos, en la mayoria de
las células excitables y no excitables la bomba de calcio y el intercambiador
Na*/Ca?*, son los sistemas responsables de mantener a largo plazo el gradiente

electroquimico de Ca*" en ambas direcciones.

Una diferencia fundamental entre estos mecanismos radica en que la bomba
de calcio funciona en forma vectorial, es decir, expulsando Ca®* al exterior, a
diferencia del intercambiador Na*/Ca®* cuya reversibilidad permite el movimiento de
Ca’* en ambas direcciones. Bajo ciertas condiciones esta propiedad de
reversibilidad aunada a su caracter electrogénico, hace que el intercambio Na*/Ca?*
constituya una via alternativa de entrada de calcio, diferente a la de los canales
i6nicos; lo cual es de gran importancia en la fisiologia de diferentes tipos celulares

(DiPolo, 1978; DiPolo y Beaugé, 1979).



Adicionalmente se considera que el intercambiador Na‘/Ca®* tiene baja
afinidad (2-3uM) y alta capacidad, con una velocidad maxima de transporte de 1500-
3000 femtomoles.cm™.s™, mientras que la bomba de calcio es un sistema de alta
afinidad (0,1-0,3uM) y baja capacidad con una velocidad maxima de transporte de
300 femtomoles.cm®.s™® (DiPolo y Beaugé, 1979). Estas diferencias en la
direccionalidad y velocidad del movimiento de Ca®" en la célula, convierten al
intercambiador Na*/Ca®* en el sistema de mayor eficiencia en la regulacién de la
[Ca®*]; en cortos periodos de tiempo; por lo cual se considera que es uno de los
sistemas de transporte de calcio que juega un papel critico en la homeostasis de

este ion (DiPolo 1996).

La expresion del intercambiador Na*/Ca®* en la membrana plasmatica es alta
en diversos tipos celulares presentes en el sistema nervioso. Esto sugiere un papel

importante de este contratransporte en la homeostasis de la [Ca®']..

Hay pruebas
que indican que la importancia relativa del intercambiador Na*/Ca®" en diferentes
tipos de células gliales es muy variable (Delumeau y col, 1990; Deshpande y col,
1997, citado por Rojas y col, 2004); sin embargo, para establecer firmemente la

importancia de este intercambiador en una linea celular dada del sistema nervioso,

es necesario tener en cuenta los siguientes factores:

1) Las técnicas experimentales utilizadas para medir la actividad del
intercambiador Na'/Ca?*: las mediciones de fluorescencia de Ca? en células
individuales, la captacién de Ca?* dependiente de Na', en las poblaciones de
células, y el cambio de corriente medido por patch clamp bajo una configuracion de

célula entera.



2) Las diferentes condiciones experimentales empleadas: Li*, versus NMG™,
(N-metil-D-glucamina) como el reemplazo de Na“,, la temperatura ambiente frente a

la temperatura fisiologica.
3) Disociado de cultivos celulares versus cultivos organotipicos.

4) Expresion de diferentes isoformas de intercambiador (NCX1, NCX2, NCX3)

en diferentes células del Sistema Nervioso Central (SNC) (Rojas y col 2004).

Estas condiciones se cumplen para los astrocitos t-1 como ha sido
demostrado por Rojas y col. (2004), quienes reportaron que en astrocitos tipo 1 (t-1)
de cerebelo de rata sin estimular, la mayor parte del flujo neto de Ca" a través de la
membrana plasmaética se lleva a cabo por los modos de operacion directo y reverso
del intercambiador Na*/Ca*, lo cual permite mantener la [Ca?']i en condiciones
fisioloégicas de reposo. La presencia de estas caracteristicas en astrocitos t-1 hace
posible realizar extrapolaciones a este tipo celular, utilizando la informacién obtenida

en trabajos previos referente a la homeostasis de Ca*"..

Cabe destacar que los astrocitos pertenecen a un grupo conocido como
células gliales, que representan cerca del 50% del volumen celular total en cerebro y
cerebelo; donde la mitad de las células gliales estd compuesta por astrocitos, que
junto a las neuronas son los tipos celulares de mayor abundancia (Pope, 1978;
citado por Rojas y col, 2008). Otros hallazgos interesantes son los reportados por
Bourke y col. (1980) y Long (1982), donde sefialan que los astrocitos se encuentran

asociados a diversos dafios cerebrales como hiponatremia, isquemia cerebral y



encefalopatia hepatica, relacionados con un incremento del volumen citoplasmatico

que puede llevar a la lesion o ruptura de la célula.

Los incrementos en el volumen intracelular de los astrocitos suelen estar
asociados a cambios en la homeostasis, dicho estado depende de diversos factores
como la presencia de transportadores y canales en su membrana plasmética,
responsables de permitir el paso regulado de diferentes iones, aminoacidos y
monosacaridos, que son necesarios como fuente de energia (Garcia y Massieu,

2004).

Aunado a esto y de acuerdo a investigaciones previas como la realizada por
Verkhratsky y col. (1998) y Araque (2008), se conoce que existe una relacion entre
el incremento en la [Ca®']; y el aumento de volumen en astrocitos, que incluye la
liberacién de Ca®* desde reservorios intracelulares y la entrada de Ca®" desde el
medio extracelular; por lo cual es importante tener presente los diversos
mecanismos responsables del flujo de Ca®" y las variaciones en su concentracién, al

momento de evaluar los cambios en el volumen de los astrocitos.

En astrocitos la [Ca®];

puede cambiar en respuesta a diferentes estimulos,
entre ellos un shock hipo-osmoético (Fischer y col, 1997). Recientemente en este
laboratorio Rojas y col. (2008), investigaron el efecto de la osmolaridad en la
actividad del intercambiador Na*/Ca**, encontrando que frente a un shock hipo-

ténico se produce un aumento en la [Ca?'] como consecuencia de la liberacién de

Ca’" a partir de reservorios intracelulares operados por receptores de ryanodina



(RyRs) y que la magnitud de la sefial de Ca*" inducida por la hipo-tonicidad es

controlada por la actividad del intercambiador, operando en modo de extrusion.

Respecto a los cambios en el volumen interno que se producen en diferentes
tipos celulares, se han reportado otros hallazgos, uno de ellos es el de Cornet y col.
(1988), que trabajaron con células de ratdén de las lineas T2 y PC12, reportando que
la despolimerizacion de la red de microfilamentos causa una disminucion
significativa en el volumen celular y afecta la regulacion del volumen de células
inflamadas, ambos fenbmenos en condiciones isoténicas. Posteriormente Hallows y
col. (1991), quien al trabajar con las células HL60 encontraron que las alteraciones
en el volumen de la célula estan asociadas con cambios en la cantidad y en la
organizacién de F-actina; adicionalmente estos resultados se vieron apoyados por
otros trabajos como el de Linshaw y col. (1992), que observaron en tubulos
proximales de conejo, la reorganizacion de los microfilamentos después de su
exposicién a un medio hipo-ténico. Seguidamente Cornet y col. (1993), manteniendo
el modelo de estudio anterior (Cornet y col, 1988), reportaron que la interrupcion de
los filamentos de actina afecta la regulacion del volumen en una manera dosis

dependiente.

En funcion de lo antes expuesto, se puede inferir que existe una relacion entre

el volumen interno de los astrocitos t-1 y el incremento en la [Ca®'];, que es regulada
por accién del intercambiador Na*/Ca?*; sin embargo, también se encuentra que las

alteraciones en el volumen de la célula estan asociados con cambios en F-actina.



De acuerdo a esta relacién de parametros, es comprensible que se plantee la
existencia de una interaccion directa entre el intercambiador y los F-actina, de tal
manera que los cambios en esta interaccion podrian regular de forma positiva o
negativa la actividad del intercambiador (Siushansian y col, 1996, citado por Rojas y
col, 2008); por lo cual el presente trabajo estudia la relacion entre la actividad del
intercambiador Na*/Ca®* y los cambios estructurales en F-actina (polimerizacion y
despolimerizacion) frente a un medio hipo-tonico, ya que en este medio se produce

un incremento en la [Ca?']; que es regulada por accion del intercambiador Na*/Ca®*.

Continuando la linea de trabajo que antecede a esta investigacion los
astrocitos t-1 provienen de cultivos in vitro, siendo este un modelo experimental que
permite simular condiciones muy semejantes al estado in vivo y ademas debido a las
caracteristicas de los animales empleados, las respuestas observadas son

altamente extrapolables al hombre.

La actividad del intercambiador Na‘/Ca** es evaluada con microscopia
confocal mediante inmunomarcajes, lo que permite una identificacion en alta
definicion de la cantidad de proteina expresada en la membrana de la célula frente a
los cambios estructurales antes mencionados. Un segundo mecanismo para evaluar
esta actividad es la técnica de microespectrofluorometria y perfusion, en el cual se
pueden realizar cambios del medio extracelular que originen o no cambios en el
citosol de la célula, que seran observados en tiempo real, usando como medida la
fluorescencia emitida por marcadores fluorescentes asociados al i6n Ca**, ya que
cambios drasticos en su concentracion se encuentran asociados a la funcion del

intercambiador Na*/Ca*" presente en astrocitos t-1.
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Debido al importante rol que desempefian los astrocitos t-1, su obtencion
representa parte fundamental en el desarrollo de este trabajo, por lo cual la técnica
de cultivo de tejido para este tipo celular se establecié con el fin de obtener una
preparacion con el mayor porcentaje de pureza de astrocitos t-1 (aproximadamente
90%), reduciendo los niveles de diversos tipos celulares como purkinje,
oligodendrocitos y otros tipos de células gliales, facilitando la seleccion y estudio de

astrocitos t-1.

Como se mencioné anteriormente, el estudio de la homeostasis del Ca®* en
este tipo celular es de gran importancia debido a su relacion con lesiones cerebrales,
por lo cual una mayor comprension sobre su fisiologia, amplia el panorama para
otras lineas de investigacion como la biomedicina, hacia una mayor comprension de
los procesos de cambio a nivel celular que se producen en cerebro y cerebelo, los
cuales podrian promover el desarrollo de mejoras terapéuticas frente a dafios

cerebrales en pro de obtener un 6ptimo funcionamiento del SNC.



2. ANTECEDENTES

2.1. El Calcio.

Las sefiales de Ca*'j son altamente versatiles ya que ocurren en un amplio
rango espacio-temporal, lo cual permite regular numerosos procesos celulares. Para
lograr esta versatilidad, el sistema de sefializacién de Ca** opera de formas muy
diferentes regulando los procesos celulares que funcionan en un amplio rango
dindmico. Uno de los desafios es comprender como estos diferentes sistemas de

sefalizacion se pueden configurar para controlar los diversos procesos celulares.

En cada instante, el nivel de Ca®'; es determinado por un equilibrio entre las
reacciones “on” que introducen calcio en el citoplasma y las reacciones “off” a través
de las cuales esta sefial es removida por la accidon combinada de tampones idnicos,
bombas e intercambiadores (Figura 1), (Berridge y col, 2003). Estas reacciones son
las responsables de mantener en la mayoria de las células una [Ca*]i=100nM,
siendo la concentraciéon de Ca®" extracelular ([Ca®*"]s) en el orden de 1-2mM, en

condiciones de reposo (Clapham, 2007); con un incremento en la [Ca®']; cercano a

1000nM cuando son activadas (Berridge y col, 2000).

Durante las reacciones “on”, los estimulos inducen la entrada de Ca*' y la
formacién de segundos mensajeros que liberan Ca®" interno almacenado en el
reticulo endoplasmatico (ER) y reticulo sarcoplasmatico (SR). Este fendmeno es
denominado liberacion de calcio inducida por calcio (CICR, por su nombre en ingles
“calcium induced-calcium release”). La mayor parte del Ca** se une a los tampones

intracelulares tales como la paralbumina y la calmodulina, mientras que una



pequefia porcion se une a efectores que activan diversos procesos celulares que
operan en un amplio espectro temporal. Durante las reacciones “off’ el Ca*" se
desliga de los efectores y tampones, a medida que es removido desde la célula por

varios intercambiadores y bombas (Figura 1), (Berridge y col, 2003).

[Ca?*)

B Fertilization,
= proliferation
=3 Transcription
| =] Metabolism
Contraction

Exocytosis

Figura 1. Homeostasis y sefializacién dindmica del calcio (Tomado de Berridge y col, 2003).

En la membrana plasmatica el intercambiador (NCX) y la Ca?*-ATPasa
(PMCA) generan el movimiento de Ca** al exterior (Berridge y col, 2003), mientras
los canales de Ca?* voltaje dependientes en la membrana plasmatica estan cerrados
y su activacion depende del potencial de membrana de la célula (Brini y Carafoli,

2000).

En el ER y SR hay canales que se pueden abrir de forma especifica debido a
la presencia del Inositol 3-fosfato (Ins3P) o determinadas concentraciones de Ca?",

también llamados receptores de Inositol 3-fosfato (Ins3PR) y receptores de
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ryanodina (RyRs), estos son responsables de la liberacién de Ca*" al citoplasma
(Brini y Carafoli, 2000); mientras las bombas Ca*'-ATPasa (SERCA) ingresan el
Ca’" al ER. Por otro lado, las mitocondrias son capaces de secuestrar Ca** a través
de un uniporte y luego, éste es liberado mas lentamente en el citosol para ser

transportado por la SERCA y PMCA. (Berridge y col, 2003).

2.2.  Mecanismos regulatorios de [Ca®'];

Como se menciond anteriormente, los mecanismos regulatorios de la [Ca*];

son muy diversos, encontrando diferencias en su estructura y funcién; por lo cual
resulta fundamental determinar el papel que desempefian cada una de estas
estructuras en la movilizaciéon de Ca?*, a través de la membrana plasmatica de la
célula y en estructuras sub-celulares (Fig. 2). Algunas de estas estructuras como

canales, bombas e intercambiadores son descritas a continuacion.

Ca”-permeant channels © G -
2+ ~ rowtl protein-coup!
[C 2 ] Vﬁg:ﬁs gg{:g.(%gg) factors receptor agonists

Stim/Orai (CRAC)

2mM

NCX

-

¢
Ptdins 5p y -
-

100 nM Mitochondria

GDP

CYTOPLASM

RyR

Figura 2. Mecanismos reguladores y gradientes de Ca**. (Tomado y editado de Clapham, 2007).
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2.2.1. El Intercambiador Na‘/Ca®

El intercambiador electrogénico Na'/Ca** (NCX), es una proteina de
membrana plasmatica que pertenece a la familia de 8 transportadores sodio-calcio,
siendo un importante regulador de los niveles de Ca** intracelular. Presenta diversas
isoformas que varian dependiendo del tejido (Nicoll y col 1990). Una de las
isoformas conocidas es el NCX2 o miembro 2 de esta familia de transportadores,
que es una proteina de 921 aminodcidos especifica de tejido cerebral y tejido

esquelético (Liy col 1994).

El intercambiador Na‘/Ca?*, utiliza la energia almacenada en el gradiente
electroquimico de Na* para sacar Ca*? fuera de la célula (Nicoll y col 1990; Li y col

1994).

Los primeros trabajos realizados en axén de calamar indicaron que el
intercambiador Na*/Ca®* produce un flujo neto de calcio, dentro o fuera de la célula
dependiendo de los gradientes electroquimicos de Na* y Ca*". Estos gradientes
pueden generar cuatro modelos basicos de operacién para el intercambiador: 1)
Modo directo, responsable de la salida neta de Ca** (Intercambio Na‘/Ca®"); 2) El
intercambio reverso, responsable de la entrada de Ca®" (Intercambio Na*/Ca®"s); 3)
El intercambio homoélogo Ca*./Ca*i; y 4) El intercambio homélogo Na*s/ Na*.

(Blaustein y Lederer 1999, citado por DiPolo y Beaugé 2006).

En ocasiones, el NCX2 opera en su modo reverso y causa una entrada de
Ca'?, como consecuencia de un incremento temporal de la concentracién de Na* en

el citoplasma, resultando en una rapida entrada de Ca* al citosol. Una vez que la
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concentracion de Na* disminuye en el interior de la célula, el intercambiador revierte
su accién a su modo directo, generando la salida del Ca*™ hacia el exterior celular

(Rojas y col, 2008).
2.2.2. La Ca**-ATPasa de la membrana plasmaética

La bomba de Ca* de la membrana plasmatica (PMCA) es una proteina de
membrana, que pertenece a la familia de los transportadores dependientes de la
hidrolisis de ATP, especificamente al grupo de los transportadores idnicos ATP-asa,
tipo P; es decir que son fosforilados durante el ciclo de transporte (Brini y Carafoli,
2000). La estructura de la Ca?*-ATPasa consta de 10 dominios transmembrana, con

el extremo N y C-terminal hacia el citoplasma.

Esta bomba tiene una alta afinidad por el Ca**, con un Km<0,5uM; pero solo
cuando se forma el complejo con la Calmodulina, ya que en su ausencia la bomba
tiene una afinidad comparable con el intercambiador Na*/Ca?*. La Ca*-ATPasa
2+]

permite el movimiento de Ca®* hacia el exterior celular, manteniendo una baja [Ca

en el citosol (Brini y Carafoli, 2000).
2.2.3. La Ca**-ATPasa del Reticulo Endoplasmatico

La Ca**-ATPasa del Reticulo sarco/endoplasmatico (SERCA), es una proteina
de membrana intracelular que pertenece a la familia de las ATPasa tipo P, con una
estructura semejante a la PMCA, presentando 10 dominios trasmembrana y 3

dominios citoplasmaticos (Carafoli, 2002).
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Esta bomba tiene como funcién mantener una alta [Ca®*] dentro del reticulo

sarco/endoplasmético (Berridge y col, 2003).
2.2.4. Canales de Ca*

Los canales de Ca®* son estructuras transmembranas de gran importancia
que facilitan el movimiento de este i6n a través de la membrana, permitiendo su
participacion en diversas funciones celulares donde participa como sefial quimica.
Debido a la diferencia de concentraciones entre los medios extra e intra celular
(aproximadamente 10 y 107, respectivamente) que difieren en cuatro ordenes de
magnitud, el flujo de Ca?* ocurre a favor de su gradiente electroquimico; siendo uno
de los procesos que mas eficazmente puede modificar las concentraciones
citosdlicas de este ion (DiPolo, 1996). Cabe destacar que se ha demostrado en
cerebro de rata, la expresidon de una heterogénea familia de canales de calcio
(Catterall y col, 2005), entre ellos mencionando a los canales voltaje-dependientes,

canales operados por reservorios y operados por ligandos.

a) Canales de Ca** voltaje-dependientes.

Los canales operados por voltaje (VOCs) o canales de calcio sensibles a
voltaje (VSCC), son estructuras complejas formadas de mdltiples subunidades, alfa-
1, alfa-2, beta y delta; cuya proporciéon es de 1:1:1:1 (Snutch y col, 1990). La
actividad del canal esta dirigido por la subunidad alfa-1, formadora de poros y
sensible a voltaje. En muchos casos esta subunidad es suficiente para generar la

actividad del canal de calcio sensible a voltaje; sin embargo, otras subunidades
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actuan como auxiliares de alfa-1 y regulan la actividad del canal, estas subunidades

son: beta y alpha-2/delta unidas por un puente di-sulfuro (Catterall y col, 2005).

La sub-unidad alfa-1, da lugar a corrientes de calcio de larga duracién (tipo-L),
esta propiedad identifica al canal de calcio como miembro del grupo de los canales
“activados por alto voltaje” (HVA) (Berridge y col, 2003). Estos canales median la
entrada de Ca”** en las células excitables en respuesta a la despolarizacion de la
membrana, admitiendo un pequefio pulso de Ca** que luego estimula o regula una
variedad de procesos intracelulares o funciones fisiologicas, incluyendo la

modulacién de otros canales i6nicos (Sutch y col, 1990; Catterall y col, 2005).

b) Canales de Ca*" operados por reservorios.

Los canales de Ca®* operados por reservorios, son estructuras que permiten
el paso de Ca* a través de la membrana plasmatica. La activacién de estas
estructuras se encuentra asociada a un proceso de acoplamiento entre el vaciado de
Ca’* desde el ER y la membrana plasmatica, conocido como “entrada de Ca?*
operado por reservorios” (Hewavitharana y col, 2007); donde el flujo es activado por

la liberacién de Ca** (Icrac) (Clapham, 2007).

Este proceso es dependiente de la participacion y activacién de las proteinas
STIM y Orai. STIM es una proteina que actua como sensor de los bajos niveles de
Ca?" del ER, donde se redistribuye y migra dentro de su membrana. Posteriormente
STIM forma un complejo multiproteico con otras estructuras, entre ellas: SAM
(motivos-a estériles), ERM (ezrina-moseina-radixina), CC (espiral enroscada “coiled-

coil’) y S/P (serina-prolina) y K (lisina), activando el canal CRAC presente en la
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membrana plasmatica; que consta de 4 sub-unidades transmembranas de la

proteina Orai (Clapham, 2007).

c) Canales de Ca** operados por ligandos

Los canales de Ca?* operados por ligandos actian en respuesta al
reconocimiento receptor-ligando, algunas de estas interacciones corresponden a los
receptores de Inositol-1,4,5-trifosfato (Ins3PR) y el receptor de Ryanodina (RyR)

(Berridge y col, 2003).

La liberacion de Ca?* mediada por el Ins3PR desde el ER, ocurre en
respuesta a la activacion del receptor cuando reconoce al Ins3P que induce el
vaciado del contenido de Ca** del ER. Aunque con frecuencia son llamados canales
de Ca®', son Ins3PR, que actlan como canales catiénicos no selectivos que

conducen Ca*" (Putney, 2005; citado por Clapham, 2007).

Adicionalmente en el ER se encuentra otro canal que conduce la liberacién de
Ca?*, que es activado por los RyRs; este canal tiene como principal agonista natural
al Ca*", ya que bajas [Ca®'] abren el canal para permitir la salida de Ca** desde el

ER/SR.

Tanto Ins3PR y RyR, son estructuras tetraméricas permeables al Ca?*, que

atraviesan el ER y/o SR y permiten el paso de Ca** (Clapham, 2007).
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2.3. Descripcion estructural v funcional de Astrocitos t-1.

2.3.1. Morfologia.

Los astrocitos probablemente son la poblacién mas diversa de células gliales,
(Verkhratsky y col.1998). Son las neuroglias mas grandes, de forma estrellada y
gran cantidad de haces intermedios compuestos de proteina acida fibrilar glial
(GFAP). Este grupo de células se dividen en dos sub-grupos: Astrocitos t-1 o
protoplasmaticos y astrocitos t-2 o fibrosos, siendo los astrocitos t-1 el sub-grupo de

mayor abundancia (Landis y Reese. 1981).

Fig.3. A) Astrocito t-1. B) Astrocito t-2. (Verkhratsky y c0l.1998).

Los astrocitos t-1, presentan prolongaciones muy ramificadas que se
extienden hasta las paredes de los vasos sanguineos; participando en la regulacién
de las uniones estrechas de las células endoteliales de los capilares y vénulas que
conforman la barrera hematoencefalica, por lo cual desempefian un papel importante

dentro de la comunicacion neuronal (Verkhratsky y col.1998).

El citoesqueleto de estas células, estd formado por un conjunto de

componentes fibrilares como la GFAP y ademas por tres tipos de filamentos:
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microfilamentos (MFs), filamentos intermedios (FIs), microtubulos (MTs) (Landis y
Reese 1981; Fan y col 1993; Jiménez y Merchant 2003) y una delicada estructura

reticular denominada red microtubular (Jiménez y Merchant 2003).

Los microfilamentos constituidos por actina tienen un diametrode 5a 7 nm e
interaccionan con miosina y otras proteinas en el citoplasma y la membrana
plasmética (Landis y Reese 1981; Jiménez y Merchant 2003); son sensibles a
drogas como latrunculina y citocalasina, que alteran su distribucion y grado de

polimerizacion (Wakatsuki y col 2000).

Los microtibulos son estructuras tubulares constituidas por unidades de
tubulina. Intervienen en funciones como el transporte celular, el movimiento de cilios,
flagelos y el de cromosomas. Se asocian a proteinas MAPs y Tau; para

polimerizarse y funcionar. (Fan y col. 1993).

Los filamentos intermedios tienen un diametro de 8 a 10nm, son
bioquimicamente heterogéneos y estan formados por diversas proteinas como
queratina, vimentina, desmina, etc. Son frecuentes en células sujetas a tension
mecanica y en axones de células nerviosas, siendo los componentes mas estables
del citoesqueleto. No se conocen drogas que los despolimericen, aunque se

desorganizan al despolimerizarse los microtubulos.

2.3.2. Fisiologia.

Durante afios los astrocitos fueron considerados como simples células de
apoyo para las neuronas, sin un papel importante en el procesamiento de

informacion para el sistema nervioso. Sin embargo, muchas evidencias obtenidas
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por varios grupos, han demostrado la importancia de este tipo celular dentro de la
comunicacién bidireccional con neuronas (Araque 2008), asi como en la
neurodegeneracion, regulacion de volumen celular y liberacion de neurotransmisores

como Glutamato (Verkhratsky y col, 1998; Maragakis y Rothstein, 2006.).

=3 Neuron

% Normal astrocyte
&=3 Gap junction

== Intermediate filaments
(> Glutamate trangporter
O Glucese transporter
\r/ mGlu receptor

Y Purine receptor

(ID Hemichannels

O arp
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O alutamate

Gap junctions

D Vasoactive substances
(prostaglandin E
apoxyeicosatrienoic acids,
nitric aride or adenceing)

Fig. 4. Funciones de los Astrocitos. (Maragakis y Rothstein 2006)

Los astrocitos son fundamentales para el catabolismo de algunos
aminoacidos en el cerebro, asi como en la sintesis de nuevos aminoacidos; ademas
realizan el transporte de diversos precursores metabdlicos de las neuronas a traves
de la via malato-aspartato (Maragakis y Rothstein 2006). La comunicacion entre
astrocitos, se produce mediante la liberacion de ATP y la unidon a los receptores de
purina en los astrocitos adyacentes, generando la activacién de la fosfolipasa C, con
la posterior activacion del inositol trifosfato (Ins3P) que induce la movilizacién de
Ca®*. Asi mismo, las uniones brecha (Gap) contribuyen a la formacién de un sincitio

entre los astrocitos, para el intercambio de pequefias moléculas y comunicacion
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celular (ver fig. 2), (Simard y Nedergaard 2004, citado por Maragakis y Rothstein

2006).

En el caso de la liberacion de Glutamato, esta podria ocurrir después del
incremento en [Ca®"] y la activacion de otros factores relacionados con las
prostaglandinas. Segun Araque (2008) la base de la excitabilidad celular en
astrocitos depende de las variaciones en la [Ca*?] en el citosol, factor determinante

en el proceso de transmision sinaptica.

Es importante sefialar que variaciones en la [Ca®"]; son responsables de
inducir no solo la liberacion de neurotransmisores, también son capaces de iniciar
procesos apoptéticos y activacion de enzimas como proteasas y p-calpainas,
responsables de la degradacién de las proteinas que forman el citoesqueleto (White

y col. 2000).

2.4. Microfilamentos o Filamentos de Actina.

La actina es una de las proteinas mas abundantes entre los eucariotas,
presente en todo el citoplasma y representa el 20% en peso de proteina celular total
en fibras musculares. La actina se presenta en la célula de dos formas: como
mondmeros globulares denominados G-actina y como polimeros filamentosos

denominados F-actina.

El esqueleto de F-actina, es una estructura formada por dos hebras
enroscadas en una hélice, cada hebra esta compuesta por moléculas de G-actina
polimerizadas que estan unidas a una molécula de ATP. Los sitios de unién actina

ATP, son considerados los puntos activos de los filamentos de actina, donde
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interactdan con los puentes cruzados de los filamentos de miosina para producir la

contraccion. (Guyton y Hall, 2005).

Adicionalmente, el citoesqueleto de actina media en una gran variedad de
funciones biolégicas, incluyendo la division celular, cambios de forma, movimiento y

regulacion del volumen intracelular (Henson, 1999).
2.4.1. Dindmica de los Microfilamentos.

Segun Dieguéz (2008) la formacién de MFs como consecuencia de la
polimerizacion de G-actina tiene lugar de forma espontanea, en condiciones in vitro
similares a las que se supone in vivo cuando se afiade Mg?*, K*, Na* y se favorece
cuando se encuentra unida a ATP. Inicialmente la unién al Mg?* y ATP provocara la
“activacion” de la G actina tras una serie de cambios conformacionales que le
confieren susceptibilidad para polimerizar. Seguidamente tres monémeros de actina
se unen entre si para formar un oligdmero o nucleo susceptible de polimerizacion en
un proceso llamado “nucleacion”, el cual ocurre espontaneamente segun las

condiciones i6nicas del medio (Mogilner y Oster 1996).
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D La siguiente fase de la polimerizacion
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rapidamente a los extremos del filamento. En
el extremo (+), el crecimiento es mas rapido
gue en el extremo (-); ya que en el extremo
(+) la concentracion minima o concentracion
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‘\ ® pi critica (Cc) para que ocurra polimerizacion es

menor que en el extremo (-). Los mondémeros
Extremo ==

de actina se incorporaran al filamento

( fe——
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http://webs .uvigo.es/mmgias/5-celulas/7-actina.php
Figura 5. Estructura polarizada en posicion Helicoidal posteriormente ocurre |a hldl’()“SIS de| ATP
Asodacion y Disociacion de monomeros que presentan
mayor afinidad con ATP

preferiblemente en forma de G-actina-ATP,

ocasionando una disminucion en la afinidad
de la G-actina a permanecer en el filamento y generando que los monémeros de G-
Actina-ADP+Pi sean susceptibles a disociarse del polimero de F-actina en forma de
G-actina-ADP. Dado que hay una fase de retardo antes de la hidrolisis del ATP, un
crecimiento rapido del filamento producira que la region central del MF contenga G-

actina-ADP mientras que los extremos tendran G-actina-ATP (Dieguéz 2008).

La elongacion dura hasta que la adiciébn de nuevas subunidades a los
extremos de los MFs se iguala a la velocidad de disociacién de las subunidades de
estos. A esta concentracion no se produce crecimiento neto del polimero, y se
alcanza la “fase de equilibrio”. La polimerizacion y despolimerizacion ocurren de
forma equilibrada para mantener los MFs como una estructura “estable” pero

altamente dinamica, este mecanismo polarizado permite organizar los MFs
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rapidamente en consonancia con los requerimientos morfo-funcionales de la célula

(Mogilner y Oster, 1996; Dieguéz 2008).

2.4.2. Toxinas que afectan la estructura de los Microfilamentos.

La dinamica del citoesqueleto puede modificarse mediante el uso de
sustancias naturales denominadas toxinas de actina, que se obtienen a partir de
diversos animales como esponjas, nudibranquios marinos, también de plantas,
hongos y bacterias. Su principal caracteristica estructural es la presencia de un
componente macrociclico hidrofébico central englobado por grupos laterales
estequiométricamente complejos. En general, estas sustancias se dividen en dos
grupos: (1) toxinas que bloquean/inhiben el ensamblaje o desestabilizan los MFs y
(2) toxinas que promueven la polimerizacion o estabilizan los MFs (Cornet 1988,

1993; Wakatsuki y col, 2000; Dieguéz 2008).

a) Citocalasinas (Cit)

Las citocalasinas, son un grupo de metabolitos de origen fungico, permeables
a la membrana de la célula, generalmente empleados para la despolimerizacion del
citoesqueleto (Schliwa 1982; Cooper 1987). Su estructura consiste en un anillo
macrociclico unido a un anillo de isoindol (Wakatsuki 2000). Funcionalmente la
citocalasina se asemeja a proteinas de nivelacion, en que bloquea el extremo final
de los filamentos de actina, la polimerizacidon nucleada, y acorta los filamentos

(Cooper 1987).
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Generalmente actian en el
extremo (+) de la F-actina donde se une y
bloquea la entrada y salida de la G-actina
provocando la despolimerizacion en los

extremos (-), ademas la estequiometria

de union se considera de una citocalasina

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.d

0?N4=C8273%7CSIGMA&N5=Product%20No0.%7CB por fllamento de actlna (Flanagan y Lln
RAND_KEY&F=SPEC (Consulta: 12 de Septiembre

2009). 1980; Brown y Spudich 1981).
Fig. 6. Estructura de Citocalasina D.
La citocalasina D (CD) es aproximadamente 10 veces mas eficaz respecto a
otras citocalasinas conocidas. Para CD, las constantes de inhibiciobn y union son

bastante similares, esto demuestra que la “union” de dicha toxina es responsable de

la inhibicion de la polimerizacion y despolimerizacion (Cooper 1987).

b) Latrunculina (Lat)

Otros compuestos como las toxina marina latrunculina A y B inhiben la
formacion de F-actina o polimerizacion, formando complejos de estequiometria 1:1
con mondmeros de actina (Coué y col., 1987; Spector y col., 1989; citado por

Waskatsuki y col. 2000).
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Se conocen distintas latrunculinas y en
todas ellas destaca la presencia de un anillo
macrociclico unido a un anillo de tiazolidinona

responsable de su actividad (ver fig. 4). En

CH; latrunculina B, existe una ausencia de 2 carbonos
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/Prod en el anillo macrociclico causante de una menor
uctDetail.do?D7=0&N5=Product%20No.%
7CBRAND_KEY&N4=L5288%7CSIGMA&  Citotoxicidad en dicha toxina; probablemente por
N25=0&QS=0ON&F=SPEC (Consultado
12 de septiembre 2009). pérdida de interacciones hidrofobicas entre el anillo

Fig. 7. Latrunculina B.
macrociclico y la G-actina (Spector y col. 1989).

Las latrunculinas unidas a la G-actina actian como cufias entre los
subdominios 2 y 4 provocando una restriccion en los cambios conformacionales de
la G-actina requeridos para su polimerizacion e integracion en la F-actina;
induciendo asi la despolimerizacion de los microfilamentos al no tener disponibilidad

de G-actina (Spector y col. 1989).

c) Jasplakinolide (Jpk)

Ademas de los compuestos ya mencionados, existen otros con la capacidad
de estabilizar la F-actina o promover la polimerizacién de G-actina (Dieguéz 2008).
Un ejemplo de ello es el compuesto Jasplakinolide (Jpk), que es un péptido ciclico
natural producido por la esponja Jaspis johnstoni, tiene tanto actividad fungicida

como anti-proliferativa (ver fig. 5), (Bubb 1994 y col; Kardos y col 2007).
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El jasplakinolide es capaz de unir y estabilizar los filamentos de actina in vitro,

ademas puede interrumpir los filamentos de actina e inducir la polimerizacion in vivo

(Bubb 1994 y col; Kardos y col 2007).
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http://www.bms.ed.ac.uk/research/other
s/smaciver/encyclop/Abp-
j/jasplakinolide.htm (Citado 22 de
Octubre 2009).

Fig. 8. Estructura de Jaspakinolide.

El efecto del Jpk se debe a una notable
mejora en la tasa de nucleacion de filamentos de
actina; aumento que corresponde a un cambio en el
tamafio de oligbmeros de actina que implica un
crecimiento de los filamentos de aproximadamente
de cuatro a tres subunidades, que es
mecanicamente compatible con la localizaciéon de la
jasplakinolide, que se une en una interfaz de tres

subunidades de actina. El Jpk disminuye tanto la

cantidad de actina secuestrada (al disminuir la concentracién critica de actina) y es

capaz de mejorar la polimerizacion de los filamentos, acelerando la velocidad del

paso de nucleacion; ya que dicho secuestro de los monémeros de actina asi como

de la proteina timosina B4, amplifican la respuesta de nucleacién (Bubb y col. 2000).

Trabajos como el de Kardos y col. (2007) sefialan que uno de los parametros

cinéticos por el cual el Jpk induce la polimerizacion, es la afinidad con la que se une

dicho compuesto a los filamentos de actina, siendo la constante de afinidad

aproximadamente 15mM. Esta toxina puede disminuir la cantidad de monémeros de

actina secuestrados disminuyendo la concentracion critica de la actina.
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2.5. Modificacion del volumen intracelular por efecto de cambios

estructurales en F-actina

El citoesqueleto de actina esta presente en todos los tipos de células
eucariotas, encontrandose que la actina es una de las proteinas mas abundantes en
estos organismos. Dentro de sus funciones fisiolégicas encontramos su participacion
en la regulacion del volumen celular y de forma contraria también se ha sefialado
que la organizacion del citoesqueleto se ve afectado por perturbaciones del volumen

(Pedersen y col, 2001).

Cornet y col. (1988), estudiaron la relacion entre el volumen de la célula y los
F-actina en células de las lineas T2 y PC12, encontrando que durante la aparicion
de cambios en el volumen de la célula, se produce una modificacibn concomitante

en la organizacion de los F-actina.

Adicionalmente, Hallows y col. (1991) al estudiar la relacién entre el
citoesqueleto y la respuesta regulatoria del volumen en células HL-60, encontraron
gue los cambios de volumen se relacionan de forma directa con los cambios en los
filamentos de actina y no con la tonicidad del medio; indicando que cambios en la
concentracion global de la actina se producen durante cambios agudos en el
volumen de la célula. Esta idea se vio apoyada por el trabajo de Cornet y col. (1993),
quienes al estudiar el papel de los microtubulos y microfilamentos en el trasporte
activo de iones durante el proceso de regulacion de volumen, en células PC12;
encontraron que la interrupcion de la red de microfilamentos por citocalasina B,

afecta significativamente la regulacion del volumen en una manera dosis
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dependiente, donde dicha toxina lleva a una potenciacion de la inflamacion inicial de

la célula y se ve suprimida la disminucion reguladora de volumen.

Estos resultados, apoyan fuertemente el planteamiento anterior sobre la
existencia de una interaccion directa entre la estructura del citoesqueleto de actina y
la regulacién del volumen celular. Sin embargo este proceso puede ocurrir por dos
mecanismos distintos. Uno de ellos es un mecanismo de tension, que implica la
interaccién coordinada de actina y proteinas asociadas a actina con todos los
dominios de la membrana plasmatica, donde el vinculo actina-membrana, restringiria

el aumento de volumen celular en el proceso de entrada de agua.

Otro mecanismo por el cual la actina puede limitar la inflamacién celular, es
via regulacion de proteinas transportadoras de iones, activadas por el aumento del
volumen celular. En este caso los F-actina participan como un componente esencial
para la recuperacion del volumen luego de una perturbacion en el estado
estacionario, regulando el nimero o la actividad de proteinas transportadoras de

iones presentes en la membrana de la célula (Mills y col, 1994).

Una posible explicacién al mecanismo de regulacion que podrian ejercer los
F-actina sobre la actividad de transporte, se basa en un sistema de interaccion
directa con el transportador, donde un cambio en la asociacion del citoesqueleto con
la proteina de transporte puede regular su actividad de forma ascendente o

descendente (Bennett, 1988; citado por Mills y col, 1994).

Henson (1999) basandose en diversas investigaciones como las sefialadas

anteriormente, indicO que las relaciones estructurales y funcionales entre el
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citoesqueleto de actina y los transportadores de membrana, se encuentran
involucrados en la homedstasis del volumen celular. De esta forma, la organizacion
estructural del citoesqueleto acompafia a los cambios de volumen celular,

estableciendo una dependencia con la respuesta regulatoria de volumen.

Gl

2.6. Relacion entrela[Ca“']; y el volumen citoplasmatico

Ademas de la relacion existente entre el citoesqueleto de F-actina y la
regulacién del volumen celular, encontramos que el Ca®* ha sido sefialado
frecuentemente como uno de los mecanismos de transduccion que acopla las
alteraciones en el volumen de la célula, con la activacién de transportes de solutos
regulatorios de volumen. Esta situacién es de esperarse, ya que un cambio en la
[Ca®*]; es una répida respuesta a una serie de estimulos celulares como factores de

crecimiento, neurotransmisores, péptidos, hormonas y toxinas.

El Ca** ha sido implicado teniendo un efecto directo o papel participativo en
numerosos procesos fisioldgicos. Por lo tanto, seria sorprendente descubrir que el

Ca?* no presente participacion en la regulacién del volumen celular.

Y], asociado con la

Distintos estudios han detectado un aumento en la [Ca
inflamacion osmética de diversos tipos celulares. Las relaciones temporales entre la
perturbacién osmotica, los cambios en el volumen celular y la subsecuente

2+]i

respuesta regulatoria, puede ayudar a establecer si las elevadas [Ca“']; provocadas

por la inflamacion celular participan en la regulacion del volumen (Foskett, 1994).

Para aclarar el planteamiento antes sefialado, es importante destacar que las

células ademas de ser capaces de mantener constante su volumen citoplasmatico,
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se encuentran dotadas de mecanismos que les permiten ajustar su volumen en
medios anisoténicos. Cuando una célula se expone a un medio anisosmdético la
alteracion en la osmolalidad extracelular causa la entrada o salida de agua a través

de la membrana plasmaética, con los consecuentes cambios de volumen celular.

Las células, dotadas de diversos mecanismos regulatorios, pueden retornar al
volumen que tenian antes de la perturbacion osmdtica, esto a pesar de mantener de
forma continua una solucion o medio anisosmotico. Esta propiedad regulatoria se
debe a que los cambios de volumen activan mecanismos de transporte de solutos y
vias metabdlicas que alteran la concentracion intracelular de solutos, reduciendo asi
el gradiente de presion osmoética y por lo tanto, restaurando el volumen de agua

intracelular a los niveles previos al desafio osmético (Alvarez y Reuss, 1996).

Fischer y col. (1997), encontraron gque la exposicion de un cultivo de astrocitos
a un medio hipo-osmoético induce una respuesta bifasica del calcio citosélico,
ocasionada por la liberacién de Ca** desde reservorios intracelulares y la entrada de
Ca’" a través de la membrana plasmatica. Estos resultados apoyan la idea de una

2+]i

relacion directa entre la [Ca“"); y los cambios en el volumen intracelular.

Otra aparente consecuencia del aumento de Ca** citosélico, son los cambios
en la distribucién de F-actina reportado en células GH3, generando una disminucion
de los F-actina en la region cortical de la célula y un aumento en su interior; patron
gue permanecio constante en presencia de citocalasina B, indicando una posible
participacion del Ca?* como un control directo sobre los cambios del citoesqueleto

(Yoneda y col, 2000). Posteriormente, Doussau y Augustine (2000), encontraron que
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la mayoria de las proteinas de unién a la actina estan reguladas por el Ca?*, por lo
cual la actina podria ser un participante fundamental en la sefializacion de este ion

en terminales nerviosas presinapticas.

Considerando los resultados ya sefalados, se han realizados recientes
investigaciones evaluando la actividad del intercambiador Na*/Ca®* en diversos tipos
celulares donde esta proteina actia como principal mecanismo regulador de Ca*,
ion directamente asociado con variaciones de volumen citoplasmatico (Rojas y col,

2008).

Reeves y col. (2008) investigaron la influencia que tiene el flujo de fluidos y
los cambios de volumen inducidos osmoéticamente sobre la actividad del
intercambiador Na*/Ca?*; encontrando que la actividad del intercambiador se ve
estimulada en medios hipo-tonicos e inhibidas en medios hiper-ténicos, concluyendo
qgue la actividad del intercambiador es modulada por el flujo y la osmolaridad de las

soluciones capaces de inducir cambios en el volumen de la célula.

Por otro lado, Rojas y col. (2008), evaluaron el papel del intercambiador

Na‘/Ca*" en la regulacién de [Ca*"]

frente a un “stress” hipo-osmotico, es decir, el
efecto de la osmolaridad sobre la actividad del intercambiador. En este trabajo se
encontrd, que existe un aumento en la actividad del intercambiador usando su modo
reverso frente a un “shock” hipo-tonico y que ademas, se genera una respuesta
antagonica en medio hiper-ténico, donde disminuye la actividad del intercambiador.

Esta situacion evidencia una sensibilidad en la actividad del intercambiador, frente a

cambios osmaticos.
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Las evidencias sefialadas previamente, indican que el Ca** desempefia un
papel fundamental en la regulacion del volumen celular, que a su vez se encuentra
asociado a cambios en la estructura de los F-actina. En base a estos resultados, se
puede argumentar que el mecanismo por el cual se produce un aumento en la [Ca?"];
frente a shock hipoténico, se debe a las alteraciones del citoesqueleto generadas
por cambios en el volumen citoplasmatico de astrocitos t-1 (Rojas y col, 2008). Sin
embargo aun no esta definido claramente este mecanismo, razén que motivo la
presente investigacion, donde se evalia el efecto que tienen los cambios

estructurales de los F-actina sobre la actividad del Na*/Ca®*, que es el principal

mecanismo regulador del Ca?" total en astrocitos t-1.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
3.1.1. Determinar los cambios que ocurren a nivel del citoesqueleto y la actividad del
intercambiador Na‘/Ca*? presente en astrocitos t-1, cuando se exponen a un medio
hipotonico.
3.2. Objetivos Especificos
3.2.1. Realizar cultivos primarios de células gliales con “alta purificacion” de
Astrocitos t-1, a partir de la region del vermis de cerebelo de ratas Sprague Dowley.

a) Determinar la presencia de Astrocitos t-1 mediante inmunomarcaje con GFAP
y microscopia confocal.

b) Identificar los Astrocitos t-1 mediante test de Endotelina.

3.2.2. Evaluar el efecto que tienen los cambios estructurales de los filamentos de
actina en un medio hipoténico, sobre el intercambiador Na*/Ca*?.

a) Determinar las variaciones en la [Ca*?] frente a cambios estructurales
(polimerizacion y despolimerizacion) de los filamentos de actina en medios isoténico,
hipotdnico e hipertonico.

b) Realizar inmunomarcajes con citocalasina, latrunculina y jasplakinolide, en
medio iso-tonico y analisis de imagen mediante microscopia confocal.

3.2.3. Relacionar el aporte de Ca*? proveniente del reticulo endoplasmatico frente a
la polimerizacion y despolimerizacion de filamentos de Actina, en medio hipotonico.

a) Evaluar mediante microscopia confocal posibles cambios en el aporte de Ca*?
proveniente del reticulo endoplasmatico frente a la despolimerizacion de filamentos

de Actina.
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4. MATERIALES Y METODOS

Microespectro-fluorometria y perfusion

La microscopia de fluorescencia o microespectrofluorometria es una técnica
en la que se emplea un microscopio de fluorescencia, capaz de reconocer la emision
de luz que produce una molécula fluorescente luego de ser excitada y absorber luz
de una longitud de onda menor a la emitida. La intensidad y el color de la luz
emitida, es una propiedad caracteristica de la molécula fluorescente utilizada (Fig. 9)

(Reina, 2003).

lente ocular
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—— e MuUeSTra (fluorescencia verde, excitada con azul)
Figura 9. Esquema de funcionamiento de microscopio de epifluorescencia (Duarte 2007)
El equipo de microespectrofluorometria y perfusion comprende tres unidades
de trabajo acopladas: microscopio de epifluorescencia, sistema de perfusion PTR-
2000 (controla la temperatura de las soluciones de perfusion) y el sistema de

perfusion DAD-12 (controla la presion a la que se produce la perfusion extracelular).
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En el microscopio de epifluorescencia, la luz atraviesa la muestra estudiada.
Su funcién se basa en la propiedad de fluorescencia que tienen los fluorocromos
utilizados para marcar estructuras celulares, destacandolas del resto de los

elementos que componen la célula (Reina 2003; Duarte 2007)

El equipo de perfusibn PTR-2000, tiene como principio basico mantener
constante la temperatura del liquido dentro del tanque que fluye a través del tubo de
aislamiento dindmico, donde disminuye parcialmente la temperatura y luego es
retornado al tanque. A medida que fluye dentro del tubo de aislamiento dinamico se
transfiere energia a los liquidos de perfusion que se encuentran en las tuberias de
menor didmetro. El liquido en el tanque se mantiene alrededor de 43°C, sin embargo
cuando el liquido fluye en el tubo dinamico de aislamiento disminuye su temperatura;
permitiendo su regulacién a una temperatura similar a la fisiolégica. (ALA Sci. Inst.

Inc. 1993a).

El DAD-12 es un sistema gue controla las valvulas de perfusion por la gestion
de un ordenador programable. La perfusion controla 12 canales, que aplican hasta
12 soluciones diferentes a una célula en particular, un grupo de células, o en una
camara. El control se realiza a través de un ordenador PC compatible, que regula la
apertura y cierre de las valvulas, las secuencias de la véalvula, la generacién de
pulsos de presion, los voltajes aplicados a las valvulas y el funcionamiento manual o

automatico. (ALA Sci. Inst. Inc. 1993b).

Debido a las caracteristicas del equipo de microespectrofluorometria y

perfusion, fue posible realizar experimentos modificando el medio extracelular de las
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células en estudio, astrocitos t-1; donde se cambiaron de forma sucesiva las
soluciones de perfusién de acuerdo a cada experimento: 4.1.2.b) Test de endotelina

y 4.2.Determinacion de la [Ca®"].

En todos los casos se controlo la temperatura a
36°C mediante el sistema PTR-2000 y la perfusion controlada de las soluciones se

logro a traves del equipo DAD-12. (Fig. 10).
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Adquisicion de datos e immagenes.

Figura 10. Diagrama esquematico del sistema de microespectro-fluorometria y perfusion.

Microscopia confocal.

La microscopia confocal, es una técnica que permite el estudio de estructuras
celulares, obteniendo una alta calidad de la imagen; ya que elimina mediante un
diafragma (pinhole) el emborronamiento que produce la fluorescencia generada en
las regiones ubicadas fuera del plano focal. Este diafragma convenientemente
colocado delante del detector de la sefial, bloquea la luz proveniente de las citadas
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areas fuera de foco; esto sucedera al iluminar cualquier otro punto que esté en el
plano focal de la lente. (Montuenga y col. 2009). El sistema de microscopia confocal
utilizado consta de un microscopio invertido Nikon Eclipse TE-2000-U, equipado con
un objetivo Nikon 100/1.40 PlanApo VC, junto a una unidad de C1-LU2 laser de

Neon (543 nm).

La deteccion de una imagen mediante microscopia confocal esta asociada al
uso de compuestos fluorescentes o fluorocromos, como en la microscopia de
fluorescencia clasica, utilizada en la técnica de microespectrofluorometria; sin
embargo en ese caso, la imagen detectada presenta menor nitidez, debido a la

ausencia del pinhole.

Es importante sefialar que una de las técnicas realizadas fue la de escaneo
de microscopia confocal por etapas (Stage Scanning Microscopy “SSCM”), donde se
emplea un haz de laser fijo y la preparaciéon se “rastrea” mediante la utilizacion de
una platina motorizada en el microscopio, generando una adquisicion lenta de
imagenes (10 segundos por imagen adquirida, aproximadamente); por lo cual su uso
se limité a las preparaciones biolégicas fijadas en los siguientes experimentos:
4.1.2.a)ldentificacion de células gliales y 4.3.a) Inmunomarcaje del Intercambiador
Na*/Ca®" en condiciones de polimerizacién y despolimerizacién de los filamentos de

actina.

2, la técnica fue la de escaneo laser de

Para el estudio de las [Ca
microscopia confocal (Laser Scanning Confocal Microscopy “LSCM”), donde el

barrido de la preparacion se realiz6 moviendo el haz de laser, gracias a unos
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espejos galvanométricos que permitieron modificar el punto de incidencia del haz de

laser en la preparacion. De esta manera se alcanzaron velocidades de adquisicion

cercanas a 5imagenes/segundo, sin ser necesario el movimiento del espécimen

durante el barrido, por lo que fué utilizada para el estudio de muestras vivas, como
. .z . . 2+ .

en el experimento de deteccion del movimiento de Ca“" proveniente del ER en

condicion de despolimerizacion de filamentos de Actina.
4.1. Cultivo primario e identificacion de Astrocitos t-1.

4.1.1. Cultivo Primario de Astrocitos.

El material bioldégico empleado fueron ratas Sprague-Dowley, neonatos de 4-7
dias, cuya diseccién se realizé de acuerdo al método para diseccion de neuronas de
rata de Mintz y col. (1993). El cultivo primario se realiz6 de acuerdo al protocolo para
cultivo de astrocitos de rata de Lovelance y col. (2003). Posteriormente se realizaron

los siguientes pasos:
Solucién I. Alto Na*/Alto K* (100 mL).

Los reactivos fueron diluidos uno a uno en 100mL de agua Bi-destilada,

manteniendo en agitacién constante y controlando el pH entre 7,3-7,4 a 290mOsm.

Tabla 1. Reactivos para solucién Alto Na'/Alto K*

Reactivos g [mM]
Na,SO, 1,1562 81,4
K>SO, 0,5226 30
MgCl,+6H,0 0,1179 5,8
Hepes 0,2383 10
Glucosa 0,4041 204
Rojo Fenol 0,200 0,5%
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Solucion Il. Tyrode Normal (100mL).

Se afadieron uno a uno los reactivos en un beacker con 100mL de agua

bidestilada, manteniendo en agitacion constante, pH 7,3-7,4 y 290mOsm.

Tabla 2. Reactivos para solucion Tyrode Normal

Reactivos g [mM]
NaCl 0,8660 150
KCI 0,0290 4

MgCl,6H,O 0,0609 3
Hepes 0,2383 10
Glucosa 0,1981 10

Medio de Cultivo

Se utilizé 1L de agua bidestilada con 3,7g de Bicarbonato de sodio (Na,COs3),
formandose una solucion buffer, en la cual se diluyé un sobre de Dulbecco’s

Modified Eagle’s Médium. Seguidamente se filtr6 y se llevo el pH entre 7,2-7,3.

Solucién Enzimatica

Fueron pesados 15mg de Proteasa (tipo XllI, Sigma Co., MO) y afadidos a
5mL de la Solucion Alto Na'/Alto K*, (3mg/mL). Finalmente la solucion se filtré y

permanecio durante 10min entre 35-37°C.

Solucién para triturado.

A 5mL de solucion Tyrode fueron afiadidos 4mg de Albumina de Suero Bovino
(BSA) (Img/mL, Sigma Co., MO) y 4mg de inhibidor de tripsina (1mg/mL soybean)
Tipo 1-S, Sigma Co., MO). Se ajusté el pH entre 7,3-7,4 con NaOH, se filtré y

mantuvo a 35-37 °C.
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Solucién de lavado

Se emplearon 20mL de solucién Tyrode y se midié el pH, que debe estar

entre 7,3-7,4, de filtr6 y se mantuvo la solucion entre 35-37°C.

Solucién para diseccion del tejido.

Se emplearon 20mL de la Solucion Alto Na'/Alto K* fria, a una temperatura

entre 0-4°C.

Se prepararon todas las soluciones sefialadas anteriormente.

Se enfrié6 a -20°C la solucién para diseccion (sin llegar a congelacion) y una
placa de Petri, que fue utilizada para colocar la fraccion de cerebelo (vermis)

luego de ser aislada.

La rata fue sacrificada, luego se extrajo el cerebelo y se colocé en la placa de

Petri con la solucion para diseccion, se aisld y fragment6 el vermis.

Los fragmentos del vermis se afiadieron a la soluciéon enzimatica por 5 minutos a
37°C y se resuspendié. Luego que el tejido sedimentd, fue separado del
sobrenadante y se afiadié a la solucion para triturado por 5min, donde se
continuo la disgregacion mecanica. Se descarté el sedimento y el sobrenadante
se trasvaso a un tubo para ser centrifugado a 2000rpm por 4min. Posteriormente
se retird el sobrenadante y se afiadieron 5mL de la solucion para lavado,
utilizada para resuspender el sedimento. Este proceso de lavado se realizé un

total de 3 veces.
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Los 5mL restantes de la solucién de lavado se emplearon para resuspender el
sedimento y sembrar en frascos Falcon, que fueron llevados a incubacion por 15
minutos; para luego incorporar aproximadamente 15mL del medio de cultivo y
llevar nuevamente a incubacion, donde permanecieron los siguientes dias

(durante este lapso se realiz6 una observacion diaria del cultivo).

Después de 3 dias de haber realizado el cultivo se cambid el medio; para ello se
retiro el volumen contenido en el frasco de cultivo y se agregaron 15mL de
medio de cultivo fresco, y se mantuvo en incubacion. El cambio de medio se

realiz6 cada 3-5 dias.

El dia 15, los frascos de cultivo se colocaron en un agitador por un periodo de
24h continuas a 37°C, una vez finalizado este lapso se cambi6 el medio y luego

se llevé nuevamente a la incubadora.

El dia 17 se realizo el pase de células a los cubre-objetos de vidrio de 5x3cm,
previamente preparados con Poli-L-lisina (100ug/mL, Cat. #1524, Sigma Co.,
MO). Las laminas se colocaron en placas de 35mm de didmetro y se cubrieron
con medio DMEM (que contenia 70ng/mL de factor de crecimiento, mNGF grado
II, Alomone Labs., Jerusalén); finalmente se trasladaron a incubaciéon a 37°C y

5% CO», hasta el momento de ser utilizados.
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4.1.2. Métodos para identificacidon de Astrocitos t-1.

a) Marcaje de Glias con GFAP (Identificacion Inmunoldgica).

Este método de identificacién se llevé a cabo mediante “inmunomarcaje de tipo
indirecto”, basado en la aplicacién de un anticuerpo primario especifico para una
estructura antigénica del tejido; que es reconocido por un segundo anticuerpo,
secundario, que se encuentra unido a un marcador. Es importante sefalar que el
anticuerpo primario utilizado fue el anti-GFAP, especifico para el reconocimiento de
la proteina acida fibrilar de la glia o GFAP; por lo cual fue utilizado para la
identificacion de este tipo celular. El anticuerpo secundario, FITC conjugado, se
encuentra unido al fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC), cuya absorcion
maxima es de 490-495nm, emitiendo un color caracteristico a 517nm. Los pasos a

seguir para esta inmunodeteccion son:

Anti-GFAP (antiglial fibrillary acidic protein) anticuerpo monoclonal (1:1000). (Cat.

Num: G9269, Sigma Aldrich).

Anti-Rabbit 1gG (Whole Molecule) FITC Conjugate. (Cat. Num: F0382, Sigma

Aldrich)

¢ Inicialmente se lavé el cultivo con solucién PBS y luego se agregd metanol frio (-
20°C) sobre la placa con células, manteniendo en frio durante 5 minutos

(Fijacion).
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e Se realizo el lavado del cultivo empleando PBS y posteriormente se fijaron las
células con 100uL de glutaraldehido al 25%, que se mantuvo por 15 minutos a

temperatura ambiente.

e Se afiadidé albumina 3% a temperatura ambiente, durante 15 minutos, seguido

de un lavado con solucion PBS.

e Posteriormente se incorpord el anti-GFAP, que se mantuvo durante 3 horas a
temperatura ambiente; luego de este tiempo se retir6 el anticuerpo y se realizd

lavado con solucién PBS.

e Finalmente se afiadié el anticuerpo secundario FITC que permanecié durante
lhora a temperatura ambiente y luego se retird, concluyendo el marcaje con

lavados de solucién PBS.

Nota: Cada paso de lavado donde se empleo solucion PBS se realiz6 un total de 3

Vveces.

b) Test de Endotelina (Identificacion Farmacoldgica).

Esta prueba permitié la identificacion de astrocitos t-1, ya que el péptido
endotelina-3 (EDT-3) induce un incremento bifasico en la [Ca®'],, caracteristico de
este tipo celular y ausente en astrocitos t-2 (Supattapone y col. 1989, citado por
Rojas y col. 2004). La EDT-3 es un péptido de 21 aminoacidos que induce la
liberacién de Ca®* desde reservorios intracelulares, incrementando la [Ca®] en el

citoplasma.

43



Las células utilizadas en este experimento fueron tratadas previamente con el
indicador fluorescente Fura-2, el cual varia su espectro de absorcidén o excitacion en
funcién de la [Ca®'], ya que en presencia de este cati6n se produce la méxima
fluorescencia a una longitud de onda de 340nm y en su ausencia se produce a una
longitud de onda de 380nm. El espectro de emision se mantiene invariable a una
longitud de onda de 510nm. Posteriormente se procedio a ubicar las células en el
sistema de perfusion donde se afadio la solucion extracelular Tyrode, la cual
presenta una composicion equivalente a las condiciones in vivo de los astrocitos.
Seguidamente se realizé una segunda perfusion con una solucion compuesta por
Tyrode y EDT-3 50nM (EDT-3 American Peptide Co.), luego de este paso se
realizaron sucesivas perfusiones utilizando cada una de las soluciones presentadas
en la tabla 3, para evaluar la actividad del NCX2, de acuerdo a trabajos previos

como el de Rojas y col. (2004).

Tabla 3. Reactivos para soluciones de Perfusion Extracelular en Test de endotelina

Tyrode 2Ca’™> ONa2Ca NaOCa ONaOCa

(Na2Ca)
Reactivos [mM] [mM] [mM] [mM]
NaCl 150 - 150 -
LiCl - 149,09 - 149,09
KClI 4 4 4 4
MgCl,6H,0 3 3 5 5
CaCl,H,0 2 2 -
Hepes 10 10 10 10
Glucosa 11 - - -
EGTA - - 0,1 -
4.2. Determinacion de [Ca*'];
La determinacion de [Ca®']i se llevd a cabo en astrocitos t-1, cargados

previamente durante 45 minutos (34-36 °C) con el marcador fluorescente Fura-2/AM
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disuelto en la solucion Tyrode (Rojas y col. 2008). La concentracion final para el
fluoréforo fué 8uM. Posteriormente se prepararon soluciones de tipo iso, hipo o
hiper-osmotica con citocalasina, latrunculina o jasplakinolide, de acuerdo al
experimento a ser realizado (ver tabla 4); estas soluciones fueron colocadas en las
valvulas de perfusion. Los cubreobjetos con las células cargadas fueron colocados
en una camara experimental abierta (RC-27, Instrumentos Warner Corp., Hamden,
CT), montado en un microscopio invertido Eclipse T300 Nikon (Japon), conectado a

un HyperSwitch, aparato para imagenes de fluorescencia (lonOptix Co., Milton, MA).

Tabla 4. Toxinas para polimerizacion y despolimerizacion de actina.

Toxina [mMM] Solucién Tiempo de incubacioén
Citocalacina D 10 Tyrode 15min
(SIGMA, de Zygosporium)
Latrunculina B 10 Tyrode 15min
(SIGMA, Negomata)
Jasplakinolide 10 Tyrode 15min

Los cambios de solucién por perfusién extracelular, se realizaron por accién
de una bomba peristaltica a un flujo de 1mL/min (36°C) con solucion Tyrode
estandar pH 7,4 (ver tabla 3). La osmolaridad fue ajustada 300+ 1,5 mOsm/l. Las

soluciones extracelulares se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Reactivos para soluciones de Perfusion Extracelular

Iso Hipo Hiper
(300mosm/l) (230mosm/l) (400mosm/l)
Reactivos NaCa NaOCa | NaCa ONaOCa NaOCa ONaCa | NaCa ONaOCa ONaCa
NaCl 100 100 100 0 100 0 100 0 0
KCI 4 4 4 4 4 4 4 4 4
MgCl,6H,0 3 5 3 5 5 3 3 5 3
CaCl,2H,0 2 0 2 0 0 2 2 0 0
Hepes 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Glucosa 11 11 11 11 11 11 11 11 11
Manitol 63 63 0 197 0 197 197 360 360

Todas las concentraciones son en mM. pH= 7,4. Temperatura 36°C.
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Siguiendo el protocolo de Rojas y col (2003), el control y soluciones de prueba
fueron liberadas cerca de las células (200um), con control de temperatura a través
de la eyeccion a presion de una pipeta carbonatada (I.D. 100pm), mediante un
sistema de perfusion DAD-12 (Adam and List Associates, Westbury, NY). Este
dispositivo permiti6 a una computadora controlar los cambios de las diferentes
soluciones experimentales tan rapido como en 20ms (medido por el cambio de
resistencia de un microelectrodo colocado cerca de la punta de la canula de
perfusién; después de la perfusion con una solucion Tyrode diluida). El sistema DAD
conectado a un dispositivo regulador de temperatura (PTR-2000 Adam and List
Associates), permitid el control preciso de la temperatura de las soluciones de

perfusion extracelular en la punta de la canula de perfusion.

Las imagenes obtenidas fueron digitalizadas y analizadas usando el software

lonOptix. Las [Ca®']i se calcularon de acuerdo a la férmula:
[Ca®7i= KX (R = Rmin)/(R max — R) x Sf2/Sbo.

Donde R es la relaciéon entre la fluorescencia medida. Los valores de Rmay,
Rmin Y las constantes Sf,/Sb, fueron calculados in vitro utilizando la relacién
CaEGTA/EGTA de las variables, para dar diferentes [Ca®']s. La constante de
disociacion (K) Fura-2 para el complejo Fura-Ca®" utilizada fué 225 nM.Todos los
calculos y graficos fueron manejados con los programas Origin (Origin Lab. Corp.,

Northampton, MA) y SigmaPlot (SPSS Inc., Chicago, IL).
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4.3. Identificaciéon del Intercambiador Na‘/Ca** y deteccién de la sefial de

Ca** mediante microscopia confocal.

a) Inmunomarcaje del Intercambiador Na*/Ca** en condiciones de polimerizacién y

despolimerizacion de los filamentos de actina.

En este protocolo se utilizaron las toxinas de actina: latrunculina, citocalacina
y jasplakinolide; para ello no se modificaron las concentraciones y el tiempo de
accion de cada compuesto, registrados en la tabla 4. Adicionalmente se realizaron
dos marcajes, el primero de tipo directo, para identificacion de los filamentos de
actina y el segundo marcaje de tipo indirecto para la identificacion del intercambiador

Na‘/Ca?'.

En el marcaje directo, se emple6 Alexa Fluor 488 faloidina, que es una sonda
de alta afinidad por la actina, derivada de una toxina de hongo conjugada con el

colorante fluorescente verde Alexa Fluor 488.

El marcaje indirecto empleo como anticuerpo primario el MA3-926
intercambiador sodio/calcio (sodium/calcium exchanger), anticuerpo monoclonal IgM,
purificado a partir del intercambiador Na*/Ca** canino; este reconoce un epitopo
entre los aminoacidos 371-525 que se encuentran en el loop intracelular del

intercambiador de Na*/Ca?".

Alexa fluor 546 goat anti-mouse IgM, es el anticuerpo secundario; marcado
con el brillante y fotoestable, tinte fluorescente naranja Alexa Fluor 546; responsable
de la emisién de sondas fluorescentes en la region naranja del espectro. Este

conjugado fluorescente es facilmente excitado con una absorcion a 546nm y emision
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a 573nm, ademas se considera que los conjugados de Alexa Fluor son mas
fotoestables que la mayoria de los conjugados, lo que permiti6 mas tiempo para la
captura de imagenes debido a su fluorescencia, que es capaz de mantenerse en un

amplio rango de pH.

e Se lavaron 2 placas con células con solucién PBS. Una de ellas fue utilizada

como control (a) y la segunda como medio experimental (b).

e Alaplaca “a” se le afiadio solucion Iso (Tyrode normal, ver tabla 3) y a la placa
“b” se le agregé una mezcla de toxina + solucién Iso, ambas condiciones se

mantuvieron por 15min.

e Se agreg6 paraformaldehido al 3% en PBS, sobre las placas “a” y “b”,

manteniendo a temperatura ambiente durante 10 minutos (Fijacion).

e Se realizaron lavados de ambas placas (a y b), empleando PBS vy
posteriormente se fijaron con Tritbn X-100 (-20°C) durante 4 minutos. Se

realizaron lavados con PBS.

e Se afadio albumina al 2% en PBS, manteniendo durante 15 minutos y luego se
lavo con solucion PBS. Posteriormente se afiadié el marcador conjugado Alexa

Fluor Faloidina 488 (1mM), manteniendo durante 30 minutos.

e Una vez retirado el anticuerpo Alexa Fluor faloidina 488, se realizaron lavados
con PBS y se colocé el anticuerpo Monoclonal (MA3-926) durante 2 horas a

temperatura ambiente. Se repitieron los lavados con PBS.

48



e Finalmente se incorpord el fluoréforo Alexa Fluor 546 goat-anti-mouse IgM
durante 30 minutos y luego de este periodo se procedi6 a repetir los lavados con

solucion PBS. Culminado este tiempo se realizaron lavados con PBS.

Nota: Cada paso de lavado donde se emplea solucion PBS se realiza un total de 3

veces.

b) Determinacién del aporte de Ca** proveniente del ER frente a la

despolimerizacion de los F-actina.

Inicialmente se procedid a cargar las células con Rhod-2/AM (10uM) diluido
en solucién Tyrode, donde permanecieron durante 2 horas a 37°C en la incubadora.
Es importante sefialar que el Rhod-2/AM es un indicador de Ca** que tiene una
longitud de onda de excitacion de 552nm y emision a 582nm. El Rhod-2 muestra una
mejora de la fluorescencia en unién con Ca*" pero no un cambio en la longitud de
onda que es utilizada para medir la relacién con el Ca**; ademas presenta un Kd
relativamente alta, cercana a 1000nM, que permite a Rhod-2 ser sensible a [Ca*']

por lo menos hasta 10 uM (Thomas y Delaville 1991, citado por McCormack y

Cobbold 1991).

Luego del periodo de incubacion con Rhod-2, el cubre-objeto con las células
cargadas se colocé en una camara abierta de perfusion en la zona de barrido del
laser del microscopio confocal (LSCM, Nikon C1), montado en un microscopio
invertido Nikon Eclipse TE-2000-U, equipado con un objetivo Nikon 100/1.40
PlanApo VC, junto a una unidad de C1-LU2 laser de Neon (543 nm). Posteriormente

se continud el experimento realizando una primera fase de perfusion con solucion
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iso-NaCa durante 2 min y luego se realizo perfusion con una solucion iso-NaCa con
Latrunculina B (10 pM). La deteccion de la sefial de Ca®* se llevo a cabo usando la
técnica de escaneo laser de microscopia confocal, descrito al inicio de la
metodologia en la seccién de microscopia confocal, donde las [Ca®']s fueron
monitoreadas en células individuales usando tiempos de escaneo en microscopia

confocal.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacidon inmunoldgica de astrocitos t-1.

La figura 1l1l-a muestra dos imagenes obtenidas mediante microscopia
confocal luego del inmunomarcaje con anti-GFAP y FITC, marcadores que realizan
un reconocimiento especifico para la GFAP (proteina acidica fibrilar glial) presente
en astrocitos. En la imagen del extremo izquierdo se observan abundantes células
unidas por ramificaciones del citoplasma, todas con coloracién verde debido a la
afinidad del FITC por el anti-GFAP; del lado derecho se observa la morfologia de un
astrocito t-1 con abundante citoplasma y largas prolongaciones. En la figura 11-b no
se muestra coloracion en las células, ya que la imagen representa un control (en
ausencia del anticuerpo especifico de GFAP), que evaliua la especificidad del
marcador por el anticuerpo y permite discernir si la abundancia en la coloracion se
debe a la obtencién de un cultivo primario con alta purificacién de astrocitos, o si es
producto de una baja especificidad del marcador por el anticuerpo que induce a un

marcaje en todas las células.
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Astrocito t-1

Figura 11. Marcaje por inmunofluorescencia de GFAP. a) Astrocitos t-1, células con forma
poligonal, aplanada y abundante citoplasma. Coloracién verde por emision de fluorescencia de FITC.

b) Control del inmunomarcaje en ausencia del anticuerpo especifico de GFAP en glias (anti-GFAP).

5.2. ldentificaciéon farmacol6gica de astrocitos t-1, prueba de endotelina-3

ET-3).

Los resultados presentados en esta seccion, corresponden a los
experimentos de identificacion farmacolégica para astrocitos t-1 o prueba de
endotelina-3, donde la presencia de dicho péptido induce un incremento bifasico en

la [Ca®"]; de astrocitos t-1; razén por la que esta prueba fue empleada como segunda
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via de identificacion para este tipo celular, permitiendo corroborar la presencia 0 no

de estas células.

Cabe destacar que todas las soluciones utilizadas en los experimentos de la
prueba de EDT-3 fueron de tipo iso-osmdticas, variando en su composicion debido a
la ausencia o no de los iones Na* y Ca?*; dichos cambios fueron identificados en los

resultados con una flecha, como se presenta en las figuras 12, 13y 14.

La Fig. 12 corresponde al primer tipo de experimento realizado con EDT-3,
donde se busco identificar el efecto de dicho péptido sobre el nivel de calcio
citosolico en una condicion similar a la in vivo; razén por la que inicialmente se
incorporo el medio Na2Ca (Tyrode, Ca®" 2 mM, ver métodos) que tiene una
composicidon se similar a las condiciones fisioldgicas estandar, encontrando que este
medio no induce variaciones en la [Ca®']. Posteriormente la incorporacién del
péptido EDT-3 (50 nM) produce un incremento en la sefial de Ca*";, evidenciando
que el cambio en la [Ca®'] es una respuesta a la presencia del péptido,

comportamiento tipico de los astrocitos t-1.
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Figura 12. Efecto de la EDT-3 sobre la [Ca2+]i en astrocitos t-1. En soluciéon normal no se ven

cambios en la concentracién de Ca*". Al agregar el péptido (flecha) este produce un aumento en el

ca”i que luego decae lentamente hasta un valor mayor que la linea de base.
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En funcidn de los resultados anteriores, donde se generd un incremento en la
sefial de Ca®*; que coincide con el comportamiento tipico de los astrocitos t-1 ante el
péptido EDT-3; se plantearon experimentos para identificar la participacion del NCX
que es el principal mecanismo regulador de Ca** en este tipo celular. El resultado de
uno de estos experimentos esta representado por la Fig. 13, donde inicialmente al
incorporar EDT-3 al medio Na2Ca se produce un aumento bifasico en la [Ca®'],

posteriormente en la figura se muestra la participacion que tiene el i6n Na* sobre la

restauracion de la [Ca®']; encontrando que en presencia de Na'e y a pesar de la
ausencia de Ca®'e (medio NaOCa) se indujo un rapido descenso en la [Ca*']i que
restablece el nivel basal de este ion.
Na2Ca | NaOCa
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Figura 13. Efecto del Na* en la restauracion de la [Ca*]; en astrocitos t-1 estimulados con EDT-

3. En solucién normal medio Na2Ca no se ven cambios en la concentracién de Ca®". Al agregar el
péptido (flecha) se produce un aumento del Ca*’j que luego decae lentamente hasta un valor mayor
gue la linea de base. El medio NaOCa (libre de Ca2+), activa el modo directo del NCX restaurando el
ca®.
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Finalmente la Fig. 14 es el resultado de un tercer tipo de experimento, que
evalué la participacion del NCX en la regulacién de Ca®'; en astrocitos t-1
estimulados con EDT-3. Inicialmente se busco identificar si el aumento de Ca*;
frente a EDT-3, depende de la activacion del NCX en modo reverso; razon por la que
se inhibio la actividad en modo directo y reverso de dicho contra-transportador, con
el medio ONaOCa (libre de Na* y Ca?*) con EDT-3, donde se observa un incremento
en la [Ca®']; que posteriormente decae hasta restablecer los niveles de Ca?* inicial.
La incorporacion de un medio extracelular NaOCa que activa el modo directo del

2+]i

NCX, genera la disminucién de la [Ca“’]; manteniendo la homedstasis intracelular.

En presencia de Ca®" y en ausencia de Na* ocurre un rapido ascenso en la [Ca®'],
indicando la activacion del reverso del intercambiador, esta concentracion disminuye

rapidamente en un medio NaOCa hasta restablecer la [Ca*] inicial, este cambio

indica la activacion del NCX en sentido directo.
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Figura 14. Participacion del NCX en la restauraciéon de la [Ca2+]i en astrocitos t-1 estimulados
con EDT-3. Na2Ca (Tyrode): control de Ca** basal. ONaOCa (libre de Na*y Ca*"): inhibe al NCX y

actlla como control del medio en ausencia de EDT-3. ONaOCa con EDT-3: muestra el efecto del

péptido bajo inhibicién del NCX. NaOCa (libre de Ca*"): evaluacion de la actividad directa del NCX y

restauracion de nivel del Ca2+i. ONaCa (libre de Na*): evaluacién de actividad reversa del NCX.
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5.3. Efecto de la hipo-osmolaridad sobre la actividad del Intercambiador

Na‘/Ca?".

Luego de determinar la presencia de los astrocitos t-1 en los cultivos
celulares, se procedid a realizar los experimentos en condiciones de hipo-
osmolaridad, con el fin de evaluar su efecto sobre los niveles de Ca®; y en
consecuencia sobre la actividad del NCX.

En los experimentos representados por la figura 15 se realizaron cambios
sucesivos de soluciones. Solo se realizé un cambio osmatico, pasando de un medio
iso-ténico a un hipo-tonico, condicién que se mantuvo hasta el final del experimento
modificando las concentraciones de Na*, como se indica desde la primera flecha.

Y], frente a un medio iso-

En la figura 15 no se observan variaciones en la [Ca
osmotico, posteriormente se observé un incremento de la [Ca®']; cercano a 200-210
nM respecto al nivel basal, causado por la exposicion de la célula a un medio hipo-
osmoético ONaOCa (libre de Na* y Ca®"), este efecto se invierte en presencia del
medio hipo-NaOCa donde la [Ca®']; retorna a su nivel inicial (aprox. 140 nM)
consecuencia de la activacion del modo directo del NCX debido a la presencia de

Na* extracelular.
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Figura 15. Efecto de la hipo-tonicidad sobre la [Ca®"]; en astrocitos t-1. Medios extracelulares:

Iso-NaCa (iso-osmaético con Na* y Ca*"): mantiene la [Ca2+]i basal; hipo (hipo-osmético): hipo-ONaOCa

(libre de Na* y Ca®"): bloquea la actividad del NCX en modo directo y reverso, hipo-NaOCa (libre de

Ca”): Evalta la dependencia entre la [Ca®'];y el Na* externo.
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5.4. Efecto de la polimerizacion y despolimerizacion de los F-actina de

|

astrocitos t-1, sobre la [Ca“’]; en medios: iso-osmo6tico, hipo-osmabtico e

hiper-osmatico.

Una vez conocido el efecto de la hipo-osmolaridad sobre los niveles de Ca®";
en astrocitos t-1, se realizaron una serie de experimentos donde se modificaron las
condiciones osmaticas y se incluyeron toxinas despolimerizantes (Citocalasina D y
Latrunculina B) y/o polimerizante (Jasplakinolide), para evaluar si las alteraciones en
la estructura de los F-actina estan asociados a los cambios en la [Ca®']i y en
consecuencia la actividad del NCX, quien es el principal mecanismo regulador de

dicho i6n en astrocitos t-1.

Las células fueron sometidas a condiciones alternas entre medios iso-
osmoético, hiper-osmético e hipo-osmotico, de diferente composicion (ONaOCa,

ONaCa y NaOCa).

a) Efecto de la Citocalasina D.

En la figura 16 se muestra que en presencia de un medio iso-osmotico
conteniendo Na* y Ca*, la Citocalasina D (10 pM, durante 10 min) no afecta los
niveles de Ca®'j; sin embargo la exposicién del astrocito t-1 a un medio hipo-
osmético (ONaOCa), produce un gran incremento en la [Ca®']; asociado a una posible

deplecién de los reservorio de Ca**;.
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Figura 16. Efecto de la citocalasina sobre la [Ca2+i]. Medios extracelulares. Iso-NaCa (iso-

osmético con Ca** y Na"): mantiene la [Ca2+]i basal._Iso-NaCa con citocalasina D (CD): evalla el

efecto de CD sobre la [Ca®"]. Hipo-ONaOCa (hipo-osmético, libre de Na* y Ca®*): bloquea la
actividad del NCX en modo directo y reverso.
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Considerando el resultado anterior, se busco dilucidar si el incremento en la
[Ca®"]; se debe Unicamente a la deplecion de reservorios intracelulares; para ello se
disefio un experimento cuyo resultado es representado por la figura 17, donde se

2* desde el ER.

bloquearon los RyR y en consecuencia la liberacion de Ca
Adicionalmente se mantuvo una condicion de iso-osmolaridad con cambios
sucesivos del medio extracelular donde se modificaron las concentraciones de Na* y

Ca**, para brindar las condiciones i6nicas necesarias que activan al NCX.

El experimento se inici6 con el medio iso-osmético NaCa, que luego de
aproximadamente 60 s fue sustituido por el medio NaCa con Ryanodina (Ry, 50 puM),
para bloquear los receptores (RyR); a partir de este punto los sucesivos cambios en
medio extracelular contenian Ry (50 uM). El medio NaCa se reemplazé por ONaCa
con Ry, generando un leve incremento en la [Ca?'];, el cual disminuyé rapidamente
frente a la reperfusion del medio NaCa+Ry, que se mantuvo aproximadamente 60 s.
Seguidamente se adicion6 el medio NaCa con Ry y citocalasina D (CD, 10 pM),
realizando una pausa de 1211 s que permiti6 a la droga ejecutar su accion
despolimerizante; luego de esta pausa se retomd el experimento, manteniendo las
condiciones de perfusion por 120 s en los cuales no se presentaron cambios en los
niveles de Ca*;. Posteriormente se modifico el medio extracelular a ONaCa+Ry+CD,
periodo en el que se generé un drastico incremento en la [Ca?'];, decayendo de
forma abrupta frente a la reperfusion del medio NaCa+Ry+CD; al repetir la perfusion
con el medio ONaCa+Ry+CD se encontré6 un nuevo incremento en la [Ca®]. Al

incorporar el medio extracelular NaCa+Ry+CD nuevamente se generd un descenso

en el nivel de Ca®"..
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Figura 17. Efecto de la citocalasina sobre la regulacion del Ca”';en condiciones iso-osméticas.
Medios extracelulares iso-osméticos. NaCa (con Ca** y Na*): mantiene la [Ca2+]i basal. ONaCa (libre
de Na"): activa el reverso del NCX. Ry: bloquea el receptor de ryanodina. Citocalasina D: toxina de

actina, con accién despolimerizante.

53



Considerando el resultado anterior, que indica la participacion del NCX en el
incremento de Ca®* frente a los cambios estructurales inducidos con CD, similar al
generado en condiciones de hipo-osmolaridad; los experimentos que se realizaron
posteriormente buscaron dilucidar la relacién entre el incremento entre la [Ca®']; en
condiciones de hipo-osmolaridad y los cambios estructurales en los F-actina.

Respecto a los resultados de estos experimentos, se presentan en las figuras
18-a y 18-b donde se evidencia el efecto que tienen diferentes “shocks” osmaticos
sobre la [Ca®'], en los cuales el cambio de un medio iso-osmético a uno hiper-
osmético, ambos con Na*, Ca®" y CD (10 pM) no induce cambios en la [Ca®']. Un
subsecuente cambio a un medio hipo ONaOCa, genera un moderado y lento
incremento en el nivel de Ca®";, que es superado al cambiar el medio extracelular por
hipo ONaCa, el cual decae rapidamente frente a una condicidn hipo-osmotica
NaOCa. En la figura 18-b se repitid el “shock” con hipo ONaCa, encontrandose un

segundo aumento en la sefal de calcio. Cada solucién extracelular de tipo hipo e

hiper-osmotica contenia CD (10 uM).
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Figura 18-a. Efecto del “shock” hiper-ténico e hipo-ténico sobre la actividad del NCX y la
regulacion del Ca”®; en astrocitos t-1, en presencia de CD. Medios extracelulares: iso (iso-
osmdticos), hiper (hiper-osmaticos), hipo (hipo-osméticos). Iso-NaCa: mantiene la [Ca2+] basal, hiper-
NaCa: no afecta la [Ca2+]i, hipo-ONaOCa: bloquea la actividad del NCX en modo directo y reverso,
hipo-ONaCa: activa el reverso del NCX, hipo NaOCa: demuestra la dependencia entre la [Ca2+]i y el
Na’,, permite la actividad en el sentido directo del NCX. Citocalasina D (CD, 10 uM): toxina de actina,

con accion despolimerizante.
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Figura 18-b. Efecto del “shock” hiper-ténico e hipo-tédnico sobre la actividad del NCX y la
regulacién del ca”, en astrocitos t-1, en presencia de CD. Medios extracelulares: iso (iso-
osméticos), hiper (hiper-osméticos), hipo (hipo-osméticos). Iso-NaCa: mantiene la [Ca*] basal, hiper-
NaCa: no afecta la [Ca2+]i, hipo-ONaOCa: bloquea la actividad del NCX en modo directo y reverso,
hipo-ONaCa: activa el reverso del NCX, hipo NaOCa: demuestra la dependencia entre la [Ca2+]i y el
Na’,, permite la actividad en el sentido directo del NCX. Citocalasina D (CD, 10 uM): toxina de actina,

con accién despolimerizante.
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b) Efecto de la Latrunculina B.

Este bloque de experimentos evaluaron el efecto de la despolimerizacion de
F-actina manteniendo las variaciones osmaticas utilizadas para los experimentos en
presencia de CD, sin embargo se utilizo la toxina latrunculina B, cuyo mecanismo de

accion es diferente que el de CD.

La figura 19 es representativa de un experimento que evalla el efecto de

dicha toxina sobre la [Ca®'];, donde se realiz6 una primera fase en presencia del

medio iso-ONaOCa como control, evidenciando que la presencia de este medio no
induce cambios en el calcio citoplasmético. Al cambiar el medio a iso-ONaOCa con
latrunculina (Lat, 10uM), se realizé una pausa de 10 min, periodo en el que la toxina
ejerce su efecto despolimerizante sobre los F-actina, esta perfusion se mantuvo por
300 s mas sin generar cambios en la [Ca®];, la cual permanecié en el nivel basal.
Seguidamente se gener6 un “shock” hipo-tonico ONaOCa sin latrunculina, este
cambio en el medio extracelular produjo un rapido y elevado ascenso en la [Ca?'];
(300 nM) el cual decae rapidamente luego de alcanzar este maximo en un medio

2+]i

extracelular hipo-NaOCa el cual restituye la [Ca”"]; hasta su nivel basal, indicando

2+]i

gue Latrunculina no impide el aumento en la [Ca“']; en medios hipo-ténicos.
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Figura 19. Efecto de la Latrunculina sobre el nivel de Ca”;. Medios extracelulares: iso (iso-
osmaticos), hipo (hipo-osmaticos), Latrunculina B (LatB, 10 uM). Iso-NaCa: mantiene la [Ca2+] basal,

iso-ONaOCa: inhibe el NCX, hipo-ONaOCa: bloquea la actividad del NCX en el modo directo y reverso.
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En los experimentos de las figuras 20 y 21 se evaluo el efecto de las
soluciones de tipo iso e hiper-osmoticas NaCa, cada una con la toxina de efecto
despolimerizante Lat (10 uM); se encontré en ambos experimentos que la presencia

de esta toxina en medio iso e hiper-osmético NaCa, no genera cambios en la [Ca®"]..

La figura 20 muestra que en presencia de un medio extracelular hipo-
osmético ONaOCa con Lat, se produce un pequefio incremento en la [Ca®'];, el cual
se vé modificado frente a un “shock” hipo-tonico ONaCa que genera un gran
incremento en el nivel de Ca**; (400 nM). Esta concentracién decae rapidamente en
presencia de una solucién hipo-osmoética NaOCa alcanzando un nivel cercano al

basal.

Para demostrar la reversibilidad del aumento en el calcio citoplasmatico, se
realizaron una serie de experimentos como el representado en la figura 21, donde se
empled un “shock” iso-ténico NaCa luego de alcanzar el incremento en la [Ca®"]
generado frente a un medio extracelular hipo-osmético ONaOCa; en este proceso el
nivel de calcio disminuy6 rapidamente re-estableciendo la concentracion basal. Un
nuevo “shock” hipo-tonico de tipo ONaCa gener6 un rapido y elevado ascenso en la
[Ca®*]; que descendi6 de forma inmediata al perfundir la célula con un medio hipo-
NaOCa; seguidamente al modificar el medio a hipo-ONaCa se generé un nuevo
incremento en la [Ca®']. La incorporacién del medio extracelular hipo-NaOCa

provocé un rapido descenso en el nivel de calcio, hasta el nivel basal como

consecuencia de la salida de Ca®" por actividad en modo directo del NCX.
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Figura 20. Efecto de la Latrunculina frente a cambios osméticos y su relacién con la actividad
del NCX. Medios extracelulares: iso (iso-osmoéticos), hiper (hiper-osmoticos), hipo (hipo-osmaticos),
Latrunculina B (LatB, 10 yM). Iso-NaCa: mantiene la [Ca2+] basal, hiper-NaCa: no afecta la [Ca2+]i,
hipo-ONaOCa: bloquea la actividad del NCX en los modos directo y reverso, hipo-ONaCa: activa el
reverso del NCX, hipo NaOCa: demuestra la dependencia entre la [Ca2+]i y el Na',, permite la

actividad en sentido directo del NCX.
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Figura 21. Efecto de la Latrunculina B sobre la restauracion de la [Ca2+]i en astrocitos t-1.
Medios extracelulares: iso (iso-osméticos), hiper (hiper-osmoéticos), hipo (hipo-osmoticos),
Citocalasina D (CD, 10 yM). Iso-NaCa: mantiene la [Ca2+] basal, hiper-NaCa: no afecta la [Ca2+]i,
hipo-ONaOCa: bloquea la actividad del NCX en los modo directo y reverso, hipo-ONaCa: activa el
reverso del NCX, hipo NaOCa: demuestra la dependencia entre la [Ca2+]i y el Na',, permite la
actividad en sentido directo del NCX.
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c) Efecto del Jasplakinolide.

Las figuras 22 y 23 muestran experimentos realizados en presencia de la
toxina con efecto polimerizante de los F-actina, Jasplakinolide (Jpk, 10 uM). En la
figura 22 se muestra que en presencia de Jpk en un medio extracelular de tipo iso-
osmético NaCa, no se generan cambios en el nivel basal de Ca?*; sin embargo, al
modificar el medio a una condicién hipo-osmética libre de Na* y Ca®*, se genera un
rapido y elevado aumento en el nivel del calcio hasta establecer un plateau bajo

estas condiciones que dura aproximadamente 4min.

El experimento de la figura 23 repite las condiciones anteriores, reportando el

mismo patrén en las variaciones del Ca?*, en las cuales al repetir la perfusion con el

medio Iso-NaCa se genera un rapido descenso en la [Ca®'].
hipo
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Figura 22. Efecto de Jasplakinolide sobre la [Ca2+]i en un medio hipo-osmético. Medios
extracelulares: iso (iso-osméticos), hipo (hipo-osméticos), Jasplakinolide (Jpk, 10 uM). Iso-NaCa:

mantiene la [Ca“”"] basal, hipo-ONaOCa: bloguea actividad de en los modos directo y reverso.
i la [Ca®*] basal, hipo-ONaOCa: bl ividad del NCX en | dos di
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Figura 23. Efecto de Jasplakinolide sobre la restauraciéon del Ca®; en astrocitos t-1. Medios
extracelulares: iso (iso-osmdticos), hipo (hipo-osméticos), Jasplakinolide (Jpk, 10 uM). Iso-NaCa:

mantiene la [Ca®'] basal, hipo-ONaOCa: bloquea la actividad del NCX en los modos directo y reverso.
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5.5. Inmunomarcajes del NCX y F-actina en astrocitos t-1 bajo condiciones

de polimerizacion y despolimerizacion, en medio iso-osmético.

Esta fase de resultados esta representada por los marcajes de
inmunofluorescencia donde se identificd al NCX y a los F-actina, luego de someter a
las células a condiciones que alteran la estructura del citoesqueleto de actina
(polimerizacion y despolimerizacion); con el fin de evaluar si dichos cambios tienen o
no efecto sobre el marcaje intercambiador Na‘/Ca?*. Las toxinas de actina con
accion desestabilizadora o despolimerizante (Citocalasina D y Latrunculina B) vy
polimerizante (Jasplakinolide) se diluyeron de forma independiente en un medio iso-
NaCa (iso-osmético con Na* y Ca?"), permitiendo establecer 2 condiciones
experimentales: 1) polimerizacion, donde se evaluo el efecto de dos diferente toxinas

y 2) despolimerizacion.

En todos los experimentos, la identificacion de los F-actina se logré al realizar
el inmunomarcaje con el anticuerpo conjugado Alexa Fluor Phalloidin-488 vy
posteriormente observar las células mediante microscopia confocal, equipo que
permitié capturar la imagen de dicha estructura a través del canal 1 (verde) luego de
la excitacion del fluoréforo Alexa Fluor 488, cuya maxima absorcion ocurre a 496 nm

con una méaxima emisiéon de color verde a 519 nm.

Adicionalmente se identifico al NCX en el citoplasma de las células, con el uso
del anticuerpo secundario Alexa Fluor-546 goat anti mouse IgM, de excitacion a 546
nm (méaxima absorcion a 556 nm) con una emision maxima a 573 nm con una

emision maxima a 573 nm de emision rojo-naranja. La imagen fue captada por el

74



canal 2 (rojo) luego de la excitacion del fluoroforo Alexa Fluor 546, presente en el

anticuerpo secundario.

a) Control experimental

La figura 24 muestra 3 imagenes, representativas de un experimento control
del doble marcaje realizado en astrocitos t-1. En este caso el marcaje se llevo a
cabo luego de exponer a la célula a un medio iso-osmético NaCa a temperatura
ambiente durante 15 min, condiciébn que asemeja al estado in vivo y que permite
determinar una medida basal de la fluorescencia asociada a los fluorocromos que
identifican respectivamente al NCX y a los F-actina, sin alteraciones estructurales.
En la figura 24-A) se observan los F-actina que fueron reconocidos por el anticuerpo
conjugado Alexa Fluor Phalloidin-488, estos se presentan como estructuras
delgadas y alargadas, que forman una malla o red, manteniendo la forma estrellada
caracteristica de los astrocitos t-1; adicionalmente se observa que se encuentran
distribuidos en todo el citoplasma, manteniendo libre de marcaje la region central de
célula, la cual se presume, de acuerdo a su forma y tamafio que corresponde al

nudcleo; esto implica gran especificidad del anticuerpo.

En la figura 24-B) se observa un marcaje positivo a la presencia del NCX,

debido a la coloracion rojiza que presenta la célula en su citoplasma.

Con este marcaje se logré conocer la medida basal o control de la medida de
fluorescencia asociada a la identificacion del NCX frente a un medio iso-NaCa, que
simula la condicion in vivo de las células; para ello se tomaron regiones circulares

con un area de igual tamafo para todas las células que permitieron establecer una
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medida de fluorescencia asociada a ese marcaje y determinar la homogeneidad de
los datos (tabla 6). Posteriormente se determiné la media de la fluorescencia. Los
datos obtenidos por andlisis estadistico fueron calculados en el programa Origin 6.1

y se presentan en la tabla 7.

Tabla 6. Test de Normalidad (Shapiro-Wilk)

Estadistico de Prueba (W) Valor P (p) Decisién

0,91 0,08 Acepta hipétesis de normalidad, en nivel 0,05

Datos calculados para un n>3

Tabla 7. Valores de fluorescencia del NCX en imagen control

Media de Desviacion estandar Error estandar _ _
_ Minimo Maéaximo
Fluorescencia (SD) (SE)
18,41 1,94 0,47 14 21

Datos calculados para un n>3

La figura 24-C) muestra una imagen de doble fluorescencia, que se obtuvo a
partir de una combinacién de las imagenes tomadas por dos canales independientes
(1y 2), en los cuales se capturé la fluorescencia de cada uno de los fluoréforos por
separado; excitando a cada uno de ellos con una longitud de onda especifica. En
esta imagen se evidencia la ausencia de colocalizacién entre F-actina y el NCX, ya
qgue el color de cada marcaje no se superpone ni forma zonas donde se hallen
ambas moléculas fluorescentes y por tanto no se observa un color diferente a rojo y
verde, consecuencia de su combinacion. Para evaluar de forma cuantitativa la
presencia 0 no de colocalizacion se determino el coeficiente de correlacion de
Pearson (R), calculo que permite establecer la correlacién entre dos variables (ver

tabla 8), indicando una correlacion deébil (entre 0,2y 0,4).
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A) Imagen de fluorescencia de F-actina

: B) Imagen de fluorescencia del NCX en
en astrocitos t-1

astrocitos t-1

Tabla 8. Nivel de colocalizacion,
marcaje control

Desviacion
Mediade R
estandar (sd)
0,39 0,14

R: coeficiente de correlacion de Pearson.
Datos calculados paraunn >3

C) Imagen de doble fluorescencia que identifica
los F-actinay el NCX en astrocitos t-1

Figura 24. Control de Inmunomarcaje que identifica el NCX y F-actina en astrocitos t-
1, frente a un medio iso-osmoético. A) Fluorescencia emitida por excitacion del
fluorocromo Alexa fluor Phalloidin 488, captado por canal 1 (verde), que identifica F-actina.
B) Fluorescencia emitida por excitacion del fluorocromo Alexa fluor 546, captado por canal
2 (rojo), que identifica al NCX. C) Superposicion de las imagenes de cada canal (A y B) en
una Unica imagen para evaluar la colocalizacién.
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b) Efecto de la Citocalasina (CD).

En la figura 25-A) se observa un astrocito t-1 con deterioro en los F-actina
producto de su despolimerizacion o desdoblamiento, ocasionado por la toxina CD, al
igual que en la imagen control, los F-actina se presentan como una malla o red que
envuelve la célula. Adicionalmente se obtuvo una segunda imagen 25-B),
correspondiente a la identificacion del NCX, en este caso se puede observar una
mayor intensidad en la coloracion respecto a la figura 24-B), que representa el
control de identificacion del NCX. En este caso, también se determind el valor de la
fluorescencia asociada a la identificacion del NCX, estableciendo la normalidad de

los resultados (tabla 8), asi como su media y desviacion estandar reflejados en la

tabla 9.
Tabla 9. Test de Normalidad (Shapiro-Wilk)
Estadistico de Prueba (W) Valor P (p) Decision
0,91 0,08 Acepta hipétesis de normalidad, en nivel 0,05
Datos calculados para un n>3
Tabla 10. Valores de fluorescencia del NCX en experimentos con CD.
Media de Desviacion estandar Error estandar _ _
_ Minimo Maéaximo
Fluorescencia (SD) (SE)

28,76 4,74 1,15 22 38

Datos calculados para un n>3

Otro resultado que se obtuvo en este experimento fue una imagen de doble
fluorescencia, 25-C), en el cual se muestran regiones de color verde y rojo
claramente definidas e independientes lo que implica ausencia de colocalizacién
entre F-actina y el NCX; a pesar del aumento en la fluorescencia roja que identifica
al NCX en el citoplasma de la célula. En la tabla 11 se presenta la media del célculo

de R, que indica una correlacion moderada (entre 0,4 y 0,6).
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B) Imagen de fluorescencia del NCX en

A) Imagen de fluorescencia de F-actina .
astrocitos t-1

en astrocitos t-1

Tabla 11. Nivel de colocalizacion,
experimento con CD

Desviacion
Mediade R
estandar (sd)
0,49 0,14

R: coeficiente de correlacién de Pearson.
Datos calculados paraunn >3

C) Imagen de doble fluorescencia que identifica
los F-actinay el NCX en astrocitos t-1

Figura 25. Inmunomarcaje que identifica al NCX y F-actina en astrocitos t-1, luego de
despolimerizacién con Citocalasina D. Las imagenes A), B) y C) obtenidas mediante
microscopia confocal, muestran el efecto de la CD sobre los F-actina y el NCX, encontrando
en A) ruptura o desdoblamiento de dichos filamentos y de forma simultanea, un incremento en
la fluorescencia captada por el canal 2 (rojo), que identifica al NCX, imagen B). El incremento
es considerado respecto alaimagen control. C) evaluacién de la colocalizacién.
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Finalmente, en la figura 26 se muestra la comparacion entre la media de la
fluorescencia calculada para los experimentos con Citocalasina vs la media del
experimento control, en la cual se evidencia la diferencia entre ambas medidas de

fluorescencia siendo mayor en el experimento de despolimerizacién de F-actina.

I Media de Fluorescencia

35 -

Media de Fluorescencia

Control Exp. Citocalasina

Figura 26. Comparacién de la fluorescencia del NCX entre el experimento control y el
experimento de despolimerizacion con CD. Las barras representan la media + SD de la
fluorescencia obtenida en los experimentos control y en presencia de Citocalasina D. Media del

control=18,41; media del experimento con citocalasina= 28,76.
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c) Efecto de la Latrunculina (LatB)

En la figura 27-A) se observa un astrocito t-1 con despolimerizacién de los F-
actina generado por la accién de la toxina Latrunculina B utilizada al inicio del
experimento; estas estructuras son identificadas por su coloracion verde emitida por
el fluoréforo Alexa Fluor 488. Adicionalmente se obtuvo una segunda imagen, 27-B),
correspondiente a la identificacion del NCX; en este caso, la imagen evidencia una
mayor intensidad en la coloracién respecto a la figura 24-B) que representa el control
de identificacion del NCX. En este tipo de imagenes se determino el valor de la
fluorescencia asociada al NCX, estableciendo el nivel de normalidad de los
resultados (tabla 10); asi como su medio y sd reflejados en la tabla 11.

Tabla 12. Test de Normalidad (Shapiro-Wilk)
Estadistico de Prueba (W) Valor P (p) Decision

0,94 0,45 Acepta hipétesis de normalidad, en nivel 0,05

Datos calculados para un n>3

Tabla 13. Valores de fluorescencia del NCX en experimentos con Lat B.

Media de Desviacion estandar Error estandar _ _
_ Minimo Maximo
Fluorescencia (SD) (SE)
29,73 5,56 1,43 18 38

Datos calculados para un n>3

La imagen de doble fluorescencia, figura 27-C), muestra regiones de color
verde y rojo claramente definidas e independientes lo que implica ausencia de
colocalizacion entre F-actina y el NCX; a pesar del incremento en la fluorescencia
roja que identifica la presencia de NCX en el citoplasma de la célula. El calculo de R

indica una correlacion moderada (entre 0,4 y 0,6), como se observa en la tabla 14.
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A) Imagen de fluorescencia de F-actina B) Imagen de fluorescencia del NCX en
en astrocitos t-1 astrocitos t-1

Tabla 14. Nivel de colocalizacion,
experimento con Lat B

Desviacion
Mediade R
estandar (sd)
0,47 0,15

R: coeficiente de correlacién de Pearson.
Datos calculados paraunn >3

C) Imagen de doble fluorescencia que identifica
los F-actinay el NCX en astrocitos t-1

Figura 27. Inmunomarcaje que identifica al NCX y F-actina en astrocitos t-1, luego de
despolimerizacién con Latrunculina B. Las imagenes A), B) y C) obtenidas mediante
microscopia confocal, muestran el efecto de la LatB sobre los F-actina y el NCX,
encontrando en A) ruptura o desdoblamiento de dichos filamentos y de forma simultanea
un incremento en lafluorescencia captada por el canal 2 (rojo), que identifica al NCX en la
imagen B). El incremento es considerado respecto a la imagen control. C) evaluacion de la
colocalizacion.
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La figura 28 muestra la comparacion entre la media de la fluorescencia
calculada para los experimentos en los cuales las células fueron sometidas a un
medio iso-NaCa con Latrunculina vs la media del experimento control,
evidenciandose una diferencia entre ambas medidas de fluorescencia, siendo esta

mayor en presencia de la toxina de actina.

351 [ Media de Fluorescencia

30 -

Media de Fluorescencia

Control Exp. Latrunculina

Figura 28. Comparacion de la fluorescencia del NCX entre el experimento control y el
experimento de despolimerizacion con Latrunculina B. Las barras representan la media + SD de
la fluorescencia obtenida en los experimentos control y en presencia de Citocalasina D. Media del

control=18,41; media del experimento con citocalasina= 24,73.
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d) Efecto del Jasplakinolide (Jpk).

En la figura 29-A) se observa un astrocito t-1 con F-actina claramente
conservados, que a diferencia de los experimentos con CD y Lat no presentan
ruptura; presentandose de forma semejante a la imagen control 24-A).
Posteriormente se obtuvo una segunda imagen, 29-B), correspondiente a la
identificacion del NCX; en este caso la imagen evidencia una mayor intensidad en la
coloracion respecto a la figura 24-B) que representa el control de identificacion del

NCX.

En este tipo de imagenes se determiné el valor de la fluorescencia asociada a

la identificacion del NCX, estos datos se encuentran reflejados en la tabla 9.

Tabla 15. Test de Normalidad (Shapiro-Wilk)
Estadistico de Prueba (W) Valor P (p) Decisién

0,94 0,34 Acepta hipétesis de normalidad, en nivel 0,05

Datos calculados para un n>3

Tabla 16. Valores de la fluorescencia del NCX en experimentos con Jpk.

Media de Desviacion estandar Error estandar _ _
_ Minimo Maéaximo
Fluorescencia (SD) (SE)
18,95 2,22 0,51 15 23

Datos calculados para un n>3

La imagen de doble fluorescencia 29-C), muestra regiones de color verde y
rojo claramente definidas e independientes, lo que implica la ausencia de
colocalizacion entre F-actina y el NCX; en este caso la fluorescencia roja que
identifica la presencia de NCX, no presenté un aumento significativo. El calculo de R
indica una correlacion débil, por ubicarse entre 0,2 y 0,4 (ver tabla 17).
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A) Imagen de fluorescencia de F-actina B) Imagen de fluorescencia del NCX en
en astrocitos t-1 astrocitos t-1

Tabla 17. Nivel de colocalizacion,
experimento con Jpk

Desviacion
Mediade R
estandar (sd)
0,37 0,16

R: coeficiente de correlacién de Pearson.
Datos calculados paraunn >3

C) Imagen de doble fluorescencia que identifica
los F-actinay el NCX en astrocitos t-1

Figura 29. Inmunomarcaje que identifica al NCX y los F-actina en astrocitos t-1, luego
de tratamiento con Jasplakinolide (toxina polimerizante). Las imagenes A), B) y C)
obtenidas mediante microscopia confocal muestran el efecto del Jpk sobre los F-actina y el
NCX, observando en la imagen A) preservacion de la estructura de F-actina y de forma
simultanea se aprecia que no hay modificacion en la fluorescencia captada por el canal 2
(rojo), que identifica al NCX en la imagen B); consideracion que se hace tomando en
cuenta la fluorescencia observada en la figura control. C) evallGa la colocalizacion.
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Figura 30. Comparacidon de la fluorescencia del NCX entre el experimento control y el
experimento de polimerizacién con Jasplakinolide. Las barras representan la media + SD de la
fluorescencia obtenida en los experimentos control y en presencia de Citocalasina D. Media del

control=17,79; media del experimento con citocalasina= 18,95.
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5.6. Determinacion del aporte de Ca'?> proveniente del reticulo

endoplasmatico (ER) frente a la despolimerizacion de filamentos de

Actina.

Los resultados descritos a continuacion corresponden a experimentos
realizados con la técnica de escaneo laser de microscopia confocal (Laser Scanning
Confocal Microscopy “LSCM”), en la cual el barrido de la preparacion se realizd
moviendo el haz de laser, sin mover el espécimen durante este proceso; esta técnica
permitié monitorear la muestra viva y en consecuencia evaluar el contenido de Ca**
dentro del ER, este ion fue identificado debido al uso del marcador Rhod-2AM, que
debido a su baja afinidad por el Ca?* marca principalmente en el ER, como

reservorio de Ca®".

En este caso, las células cargadas con Rhod-2 fueron observadas mediante
microscopia confocal, esta técnica permitié la captura de una imagen inicial o en t=0,
en la cual se observaron pequefias regiones con una alta fluorescencia,
destacandose dentro de la célula. Esta primera imagen, figura 31-A), muestra 6
regiones que estan identificadas con numeros y enmarcadas en circulos de

diferentes colores, cada uno representativo de un reservorio de Ca** de tipo ER.

Las regiones seleccionadas fueron conservadas hasta el final del experimento
(t=10 min), momento en el que se realiz6 la captura de la segunda imagen 31-B). En
esta figura no se observan cambios en la fluorescencia de ninguna de las 6 regiones

seleccionadas desde el inicio.
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En la figura 31-C) se muestran los cambios de la fluorescencia durante el
periodo de tiempo entre t=0 y t=10 min, que transcurrié en presencia de dos etapas
de perfusion del medio extracelular, iniciando con un medio externo iso-NaCa, que
no modifica la [Ca®'];, lo que permiti6 identificar el nivel basal de la fluorescencia
asociada al contenido del calcio de los reservorios. La linea vertical de color azul que
se observa en la gréfica, indica el cambio del medio externo, el cual correspondio a
una solucion iso-NaCa con Latrunculina B 10 pM, a un t=2 min; a partir de este
tiempo y hasta finalizar el experimento se mantuvo la perfusion. En la gréafica se
puede observar que el nivel de la fluorescencia se mantuvo en su mayoria
constante, esto implica que no ocurre un vaciamiento del ER frente a la

despolimerizacion ocasionada por la toxina LatB.
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A) Astrocito t-1 cargado con Rhod-2 a t=0

B) Astrocito t-1 cargado con Rhod-2 a t=10min
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ch: 570LP

2:40:009 h:20:019 8:00:029
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C) Grafica de la Fluorescencia: reflejalos cambios en la fluorescencia de cada region
sefaladaen las figuras Ay B. Regiones 1-0, 2-4, 3-0, 44 ), 5- 6-0

Figura 31. Determinacion del aporte del Ca*2 proveniente del ER frente a la
despolimerizacién de F-actina. En A y B se identifican 6 regiones circulares, cada
una representativa de un ER. A) Imagen al inicio del experimento: luego de cargar al
astrocito con Rhod-2 durante 2h, periodo requerido para lograr el depdsito del
marcador en el ER, estableciendo una asociacién con el Ca*2 presente en dicho
reservorio. B) Imagen al final del experimento, luego de perfundir la célula durante
8min con un medio iso-NaCa+LatB. La linea azul vertical indica el cambio de medio
extracelular pasando de Iso-NaCa a iso-NaCa con Lat-B. C) Cada una de las 6
lineas horizontales dentro de la gréfica representan las variaciones en la
fluorescencia emitida por el Rhod-2 (indicador de Ca*?), contenido en cada una de
las regiones identificadas en las imagenes Ay B.
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6. DISCUSION.

Durante el dltimo siglo, la funciébn de los astrocitos se ha ampliado
notablemente y hoy sabemos que desempefian una funcion relevante en numerosos
aspectos del desarrollo, el metabolismo y patologias del SNC, siendo decisivos en el
soporte tréfico y metabdlico neuronal, la supervivencia, diferenciacion y guia
neuronal, el crecimiento neuritico y la sinaptogénesis; ademas, toman parte en la
homeostasis cerebral regulando la concentracion local de iones y sustancias

neuroactivas (Perea y Araque, 2003).

En los ultimos afios ha surgido una nueva vision de la fisiologia del SNC,
donde las propiedades de excitabilidad y comunicacion han dejado de ser funcion y
propiedad exclusiva de las neuronas y en donde los astrocitos, que intercambian
informacion reciprocamente con las neuronas, desempefian un papel activo en el

procesamiento de informacién del SNC.

La participacidon activa de los astrocitos en la fisiologia del SNC se debe a su
desempefio como regulador de la comunicacién neuronal, ya que participan como

células de sefializacién, donde las variaciones de la [Ca®"]

actian como sefial capaz
propagarse a otros astrocitos y células adyacentes, con la consecuente liberacion de

neuropéptidos y antioxidantes.

Debido a la importancia de los astrocitos en el funcionamiento del SNC, a
través de los afos se han realizado diversas investigaciones que han identificado no
solo al i6n calcio como responsable de su sefializacion, sino ademas el estudio de

los diferentes mecanismos asociados a la regulaciéon de su concentracion; cabe
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destacar que la mayor parte de estas investigaciones corresponden a la ultima
década del siglo XX, periodo en el que se desarrollaron nuevas y refinadas

herramientas de estudio de la fisiologia y biologia celular.

Kimelberg y col. (1993), encontraron que el aumento de volumen de los
astrocitos es un evento temprano en numerosos estados patoldgicos, tal como la
isquemia cerebral, hiponatremia y encefalopatia hepética, resultado del incremento
de K' y/o Glutamato extracelular o reduccién de la osmolaridad extracelular.
Ademas, el aumento de volumen en astrocitos induce procesos de transduccion de
sefiales dependientes de Ca?*, resultando de gran importancia la homeostasis de

dicho ion.

Posteriormente Rojas y col. (2004), demostraron por primera vez en astrocitos
t-1 de cerebelo de rata, que la mayor parte del movimiento de Ca®" a través de la
membrana plasmatica es regulado por la actividad en sentido directo o reverso del
intercambiador Na*/Ca?*; hipétesis que se soporta en las siguientes observaciones:
1) en condiciones normales de temperatura y composicién ionica, la eliminacion de
Na’e causa un incremento en la [Ca®'];, 2) la remocién de Ca’. en presencia de Na'e
causa una importante caida en la [Ca®], que es ausente en un medio con Li* o
NMG" (N-metil-D-glucamina), 3) El KB-R7943 inhibidor de la actividad en modo
reverso del NCX, imita el efecto de remocién de Ca’e solo en presencia de Na'e, y 4)

en condiciones que elevan la [Na']; incrementa la actividad del NCX en modo

reverso.
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Partiendo del trabajo de Rojas y col. (2004) y continuando con el estudio del
papel del NCX, sobre la regulacién de Ca®; en astrocitos t-1, la base para el
desarrollo de esta investigacion fue la obtencion de cultivos primarios con alto
contenido de astrocitos t-1. Es importante sefialar que actualmente el uso de células
in vitro representa una herramienta de gran utilidad, ya que permite desarrollar
modelos experimentales cuyos resultados son altamente similares a los esperados
en condiciones in vivo y pueden llegar a ser extrapolables a otros sistemas
bioldgicos, de acuerdo al tipo y las caracteristicas del sistema empleado para la

practica experimental.

Con el fin de obtener una alta purificacion de astrocitos t-1, el cultivo primario
se realiz6 de acuerdo al protocolo de: cultivo de astrocitos de rata de Lovelance y
col. (2003), teniendo como variante el proceso de diseccion, el cual se realiz6 segun
el método para diseccion de neuronas de rata de Mintz y col. (1993). Para confirmar
la alta purificacion de astrocitos t-1, se realizaron dos pruebas de identificacion: 1)
inmunomarcaje de GFAP y 2) una prueba farmacol6gica con el péptido endotelina-3

(EDT-3).

6.1. Obtencidon de cultivos primarios de células gliales con “alta purificacion”

de Astrocitos t-1 e identificacion inmunoldgica vy farmacoldgica.

La identificacion de astrocitos t-1 se baso en el reconocimiento de la proteina
acida fibrilar de la glia (GFAP), que es una proteina de 50 kDa que constituye una

parte del citoesqueleto de los astrocitos y se ha revelado como el marcador de
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mayor especificidad para las células de origen astrocitico (Landis y Reese, 1981;

Supattapone y col, 1989).

Al examinar las células mediante microscopia confocal, se observo un
marcaje de color verde distribuido de manera uniforme en el citoplasma de la célula,
caracteristica de la emisiébn de fluorescencia a 517 nm del fluoréforo FITC
previamente excitado por el laser a 490 nm. La respuesta positiva a este marcaje, no
solo confirma la abundante presencia de astrocitos t-1 como se puede observar en la
figura 11-A, ademas debido a la alta resolucién de las imagenes, se puede apreciar
claramente la morfologia aplanada, poligonal y con abundante citoplasma propia de

este tipo celular (Raff y col, 1983; Bustamante, 2007).

El control para este experimento basado en realizar el marcaje en ausencia
del anticuerpo primario, evalué la especificidad del anticuerpo conjugado y/o
secundario por el anti-GFAP como se presenta en la figura 11-B; en este caso no se
observd fluorescencia; indicando que el anticuerpo secundario no realizd
reconocimiento debido a la ausencia del anticuerpo primario, confirmando asi la

especificidad de este marcaje para la identificacién de células astrocitarias.

Debido a que la GFAP se encuentra presente tanto en astrocitos t-1 como t-2,
fue necesario llevar a cabo una segunda prueba de identificacion para astrocitos t-1
y determinar la abundancia de este tipo celular en los cultivos realizados, asi como
el nivel de purificacion obtenido. Los astrocitos t-2 difieren morfologicamente de los t-
1 por presentar ramificaciones mas prolongadas y un citoplasma de menor tamafio

(Verkhratsky y col, 1998), sin embargo, esta observacion puede ser considerada en
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ocasiones subjetiva, debido a la posicion o forma que adquieren las células al
adherirse a la superficie de los cubreobjetos . Considerando esta situacion se realiz6
una identificacion farmacoldgica, que permitié discernir entre uno u otro tipo celular,

debido a su respuesta frente al péptido endotelina-3 (EDT-3).

El método de identificacibn farmacolégica con EDT-3 permitio el
reconocimiento de los astrocitos t-1, que responden con un incremento bifasico en la
[Ca®"]; frente al péptido; mientras los astrocitos t-2 no muestran una respuesta

2+]i

asociada a cambios en la [Ca“’]; (Supattapone y col, 1989; Koyoma y col, 1993).

De acuerdo a lo antes expuesto el rapido incremento en la [Ca®']; observado
en la figura 12 al incorporar el péptido EDT-3, se puede interpretar como una
respuesta tipica de los astrocitos t-1 frente al péptido, lo que permite identificar a
este tipo celular dentro del cultivo. Como ha sido reportado anteriormente por Rojas
y col. (2006), la apertura de los canales SOCE (entrada de calcio operado por
reservorios) activados por la deplecion de Ca?* desde reservorios intracelulares,
probablemente es el responsable del nivel de Ca®'; que se presenta de forma
sostenida (“plateau” final), en la figura 13 frente al medio NaCa+EDT-3. El rapido
descenso en la [Ca®'];, frente al medio iso-osmético NaOCa presentado en la figura
13, es consecuencia de la activacion del NCX en su modo directo, que se activa
debido al desbalance en el flujo de Ca** generado por la remocién de Ca?*, y solo si
esta presente Na*, (Rojas y col, 2004), generando asi la restauracion del nivel de

Ca®' basal.
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Respecto al aumento en la [Ca®']i generado en presencia del medio externo
is0-ONaOCa+EDT-3 (figura 14), se observa que dicha concentracion decae muy
lentamente (120 s) en comparacion con la sefial de calcio generada frente a un
medio que contiene Na*, Ca?* y EDT-3 (~70 s, figura 13). Considerando que la
remocién de Na‘, y Ca?', inhibe la actividad del NCX, es posible considerar la
participacion de otros mecanismos de eliminaciéon como la bomba de Ca*" de la
membrana plasmatica y/o de la mitocondria, cuya velocidad de transporte es menor
gue la del NCX; generando asi un aporte de menor magnitud y en consecuencia un
2+]i;

decaimiento mas lento en la [Ca similares con los resultados reportados por

Rojas y col. (2004).

Nuestros resultados también indican que la reincorporacién del Na*, y

remocién de Ca®", favoreci6 el descenso en la [Ca®];

(figura 14), lo que implica la
restauracion del gradiente de Na* hacia el interior celular y el desbalance en el flujo
de Ca?', siendo de gran importancia la presencia de Na*, que activa el modo directo
del NCX y en consecuencia la salida neta de Ca?* (Blaustein y Lederer, 1999, citado
por DiPolo y Beaugé, 2006). Seguidamente la remocion del Na*, e incorporacion de
Ca?*, indujo un incremento en la [Ca*];, fenémeno asociado a la activacién del modo
reverso del NCX (remocién de Na*; por entrada de Ca®,). Cabe destacar que la
solucion iso-ONaCa contiene Li* como sustituto del Na* y es utilizada como solucién
test para determinar la presencia del NCX en la membrana plasmatica; por lo cual
esta respuesta en la sefial de Ca** confirma la presencia del contra-transportador

Na*/Ca**, presente de forma importante en astrocitos t-1 dentro del grupo de células

astrocitarias (Supattapone y col, 1989).
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Considerando el destacado papel que ha desempefiado el Na® sobre los
cambios en la sefial de Ca®" presentados en nuestros resultados, se confirma que el
mecanismo regulador de la concentracion de dicho i6n es dependiente de la energia
almacenada en el gradiente electroquimico de Na*; perfil que concuerda con el NCX
como ha sido descrito por Nicoll y col. (1990) y Li y col. (1994); en este caso

presente en astrocitos t-1.

Es importante sefialar que cada grafica es representativa de al menos la
realizacion de tres experimentos, donde la unidad considerada para cada uno es una
placa o cubre objetos donde se hallaban adheridas las células; encontrando que al
menos 5 de cada 6 células evaluadas (83%) por experimento presentaban una

respuesta como las mostrada en las graficas 12, 13y 14.

Adicionalmente los resultados obtenidos en los experimentos 5.1 y 5.2,
permiten puntualizar las siguientes observaciones: 1) El procedimiento de cultivo
celular empleado para esta investigacion, permite obtener una alta purificacion de
astrocitos t-1, 2) alta especificidad del anti-GFAP por la proteina acidica fibrilar glial

"), manteniendo

presente en astrocitos, 3) EDT-3 induce un incremento en la [Ca
condiciones fisiologicas normales y frente a un bloqueo de la actividad en sentido
directo y reverso del NCX, por lo cual este aumento puede estar asociado a otros
procesos como deplecion de Ca*" desde reservorios intracelulares y/o funcién de

otros mecanismo reguladores de Ca?".
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6.2. Evaluacion del efecto que tienen los cambios estructurales de los

filamentos de actina en un medio hipotdnico, sobre el intercambiador

Na‘/Ca*2.

%, en astrocitos t-1 se encuentra asociado al

El mantenimiento de la [Ca
funcionamiento de diversos mecanismos reguladores, como canales, bombas y
tampones; sin embargo es conocido el papel que desempefia el intercambiador
Na*/Ca*" en este tipo celular, donde es el principal mecanismo regulador de la [Ca®];
(Rojas y col, 2004). Resulta particularmente interesante el hecho que en astrocitos la
[Ca®]; puede cambiar en respuesta a diferentes estimulos, entre ellos un shock hipo-

osmotico (Fischer y col, 1997).

Los resultados presentados en la figura 15, apoyan el planteamiento anterior;
donde la presencia de un medio hipo-osmético libre de Na* y Ca** generé un

incremento en la [Ca®"]

de aproximadamente 160 nM respecto al nivel basal,
observado en presencia de un medio iso-osmético con Na* y Ca®". De acuerdo a
investigaciones previas como la realizada por Rojas y col. (2008), donde se observo
este fendmeno en la sefal de calcio frente a un medio hipo-osmotico, este
incremento en el calcio citosélico es consecuencia de la liberacién de Ca?* desde
reservorios intracelulares operados por receptores de ryanodina (RyRs). Cabe
destacar que la magnitud de la sefial de Ca?* inducida por la hipo-tonicidad es
controlada por la actividad del intercambiador operando en modo directo (Rojas y
col, 2008), fenbmeno que se evidencia en la figura 15, frente a un medio hipo-

osmotico libore de Ca?' donde el desbalance en la concentracion de dicho ién,

favorece el flujo de entrada de Na* por remocién de Ca** al exterior celular.
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Adicionalmente se logro evidenciar que el proceso de vaciamiento de Ca®*
desde el ER que se produce frente a un medio hipo-ONaOCa, se mantiene aun
después de un tratamiento con CD (Figura 16), lo que parece indicar una
independencia entre los cambios estructurales de F-actina y la liberacién de Ca?*
desde el ER; encontrando una posible relacion entre la osmolaridad de la célula y la

deplecion de Ca?* a partir de este reservorio.

Con respecto a la relaciébn entre el citoesqueleto de actina y el NCX,
encontramos que la magnitud del aumento en la [Ca?']; generado por la activacion
del modo reverso del NCX frente a un medio iso-ONaCa, es incrementada en
presencia de la despolimerizacion de F-actina (figura 17); lo que parece indicar una
relacion directa entre el NCX y el citoesqueleto de actina, en acuerdo con los
resultados presentados por Condrescu y Reeves (2006), que sefialan que cambios
en el citoesqueleto de F-actina afectan la actividad del NCX. Cabe destacar que a
pesar de la despolimerizacién de los F-actina, la restauracion de las concentraciones
de Na*y Ca?" externo pueden revertir el aumento de Ca®*; hasta restablecer el nivel
basal y posteriormente puede ser reactivado el modo reverso del NCX, generando

un incremento en la [Ca®']; (ver Figura 17).

Adicionalmente y luego de la despolimerizacion de los F-actina, nuestros
resultados sefialan que en condiciones de hiper-osmolaridad el nivel de Ca®* basal
no es modificado y muy importante, que en condiciones de hipo-tonicidad libre de
Na" y Ca?* se produce un aumento en la sefial de calcio citosélico, que se ve
considerablemente incrementado por la remocién de Na“, e incorporacion de Ca2+o;

fendbmeno generado por la activacion del modo reverso del NCX (18-a y 18-b). La
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magnitud alcanzada en la sefial de Ca** parece indicar una mayor participacion del
NCX, hallazgo que parece concordar con el trabajo de Pedersen y col. (2001), donde
seflalan que eventos asociados a la transduccion osmotica involucran la
concentracion de receptores en la superficie de la célula, capaces de patrticipar en la
regulacion del volumen celular y otros eventos de sefializacion; que en nuestro caso
corresponde a la regulacién de Ca®*; y esto a su vez sugiere una interaccion directa

entre el citoesqueleto de F-actina y la actividad del NCX. (Yoneda y col, 2000).

Es importante destacar que a pesar del gran incremento que se produce en la
[Ca®]; esta puede ser revertida por la reincorporacién de Na* y remocién de Ca?*
externo, que induce la actividad en modo directo del NCX y que ademas es posible
la re-activacién del modo reverso del NCX frente a un segundo shock hipoténico de
tipo ONaCa; todo en condiciones de despolimerizacion por accion de Citocalasina D

(Figura 18-b).

En este trabajo al evaluar el efecto de la despolimerizacién utilizando
Latrunculina B, cuyo efecto sobre los F-actina es menor que el generado por CD;
encontramos el mismo patrén de cambio en la sefial de Ca®; a) manteniéndose
inalterada la [Ca®']; en un medio hiperténico con Na* y Ca®", b) incremento en la
[Ca**]; en medio hipo ONaOCa, c) perfusién con medio hipo-ONaCa activa de manera
importante el modo reverso del NCX, similar al encontrado con CD y d) medio hipo-

NaOCa activa modo directo del NCX (Figura 19, 20y 21).

De forma contraria el efecto de la polimerizacion de F-actina empleando la

droga Jpk, parece carecer de efecto sobre la sefial de Ca®; (Figura 22 y 23),
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encontrando que los aumentos en la [Ca®']; son semejantes a los reportados en
ausencia de toxinas de actina, como se ha descrito en el trabajo de Rojas y col.

(2008).

Dado que en este trabajo los resultados obtenidos mediante micro-
espectrofluorometria y perfusion, parecen indicar una relacion entre la disrupcion de
los F-actina y un incremento en la participacion del NCX, se realizaron
inmunomarcajes de dicha proteina de membrana en condiciones iso-osmoticas
empleando cada una de las toxinas de actina, que fueron observadas
posteriormente a través de microscopia confocal con el fin de dilucidar si se produce

0 no un cambio sobre la actividad el NCX.

Los resultados de estos marcajes sefialan que la despolimerizaciéon de F-
actina inducida por CD, incrementa la fluorescencia asociada al marcaje del NCX
presente en la membrana de los astrocitos t-1(figura 24 y 25). Este cambio en el
NCX se observa en las células tratadas con Lat B, sin embargo con el uso de este
tratamiento la fluorescencia emitida es menor que con CD pero mayor respecto al
marcaje control (figura 24 y 27). Nuestros hallazgos concuerdan con otros trabajos
como el de Henson (1999), sefialando que existe una dependencia entre los
cambios de volumen celular, la organizacién estructural del citoesqueleto de actina 'y
los transportadores de membrana, que se ve claramente identificada por el aumento
en la fluorescencia asociada a la identificacion del NCX frente a la despolimerizacion

Y], asociada al

de los F-actina con CD y Lat B; asi como en el aumento en la [Ca
incremento en la actividad en modo reverso del NCX frente a un medio hipo-ténico,

como se sefala anteriormente.
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Como sefala Bretscher (1991), la interaccion directa entre el citoesqueleto y
los sistemas de transporte reguladores de volumen, puede estar dada por una
simple funcion de anclaje para dichos transportadores; sin embargo, el incremento
en la expresion y/o actividad del NCX, podria estar asociada a un proceso de
insercion de proteinas transportadoras de membrana mediado por vesiculas
(Downey y col, 1995), donde el citoesqueleto desempefia un papel fundamental en

la regulacién de este proceso (Pedersen y col, 2001).

Un posible mecanismo de exocitosis o movimiento vesicular podria ser el
responsable de la expresion del NCX en la membrana plasmética, como es
reportado para los transportadores gliales que remueven glutamato, donde
probablemente participa la exocitosis para su incorporacion en la membrana
plasmatica de astrocitos de raton (Cheng y col, 2002; Stenovec y col, 2007). Cabe
desatacar que la entrega de vesiculas a la membrana plasmatica involucra una
interacciéon con el citoesqueleto, en particular con microtibulos y F-actina, donde los
F-actina probablemente incrementan el trafico de vesiculas en astrocitos (Kreft y col,

2009).

Adicionalmente, las medidas de fluorescencia obtenidas en cada tratamiento
mostraron una distribucién normal de acuerdo al test de normalidad de Shapiro-Wilk,
aceptando la hipétesis nula de normalidad en cada caso: Citocalasina (p
0,08981>0,05), Latrunculina (p 0,45205 >0,05), Jasplakinolide (p 0,33828 >0,05) (ver
tablas 6, 8 y 10). Respecto al marcaje correspondiente a la identificacién del NCX, al
calcular la media de fluorescencia en cada tratamiento y comparar dicho valor

respecto al control, se encontré para Citocalasina un Afluorescencia~10 unidades,
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ALatrunculina~7 unidades y jasplakinolide A fluorescencia= 0,54 (ver figuras 26, 28 y
30); resultados que indican un considerable aumento en la fluorescencia asociada a
la identificacion del NCX en los astrocitos t-1 y en consecuencia confirman que el

efecto de despolimerizacion del citoesqueleto tiene una relacion directa con el NCX.

Considerando que el NCX es el principal mecanismo regulador de la [Ca®*']; en
astrocitos t-1 (Rojas y col, 2004) y que dicho i6n se ha asociado frecuentemente con
alteraciones en el volumen de la célula frente a cambios osmoticos (Foskett, 1994;
Fischer y col, 1997); como choques hipo-ténicos que estimulan la actividad del NCX
(Reeves y col, 2008; Rojas y col, 2008) y apoyado en nuestros resultados, podemos
concluir que la alteracion de tipo despolimerizacion o desdoblamiento de los F-actina
probablemente son el mecanismo responsable de inducir una sefial que incrementa
la expresion y en consecuencia la participacion del NCX en la regulacion de la
[Ca®]. Adicionalmente esta propuesta se ve apoyada por otros trabajos donde
sefialan que el incremento de volumen en diferentes tipos celulares conduce a
cambios en la polimerizacion de los F-actina que podrian participar en la modulacién
de las funciones celulares por regulacion o control del volumen celular, mediante la
expresion de mecanismos reguladores de volumen como proteinas transportadoras

o canales de membrana (Theodoropoulos y col, 1992; Mills y col, 1994).

Respecto a las alteraciones en los F-actina, estas pueden ser generadas en
respuesta a la accion de toxinas de actina como Citocalasina D o Latrunculina B o
por cambios de volumen inducidos por choques hipo-ténicos (Hallows y col. 1991).

Esto indica que el NCX actla como un sensor mecanico, donde su participacion
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como regulador de las [Ca*]; varia en respuesta a las alteraciones estructurales del

citoesqueleto, asociadas a cambios de volumen (Reeves y col, 2008).

Respecto a los resultados obtenidos en la evaluacion del doble marcaje,
encontramos que tanto en la muestra control como la experimental en presencia de
Jpk, el coeficiente de correlacion de Pearson indica un nivel débil de correlacion
entre las variables, lo que implica una baja asociacion entre el NCX y los F-actina;
sin embargo, en condiciones de despolimerizacién el nivel de correlacion es
moderado, ubicado entre 0,4 y 0,6. Los resultados sefialan que al producirse la
despolimerizacién ocurre una reorganizacion en el citoesqueleto que conlleva a un
incremento en la asociacion con el NCX, que explica la relacion directa entre ellos
donde la disrupcion de los F-actina induce un incremento en la participacion vy

expresion del NCX.

6.3. Relacion entre el aporte de Ca*? proveniente del reticulo endoplasmatico

(ER) frente a la polimerizacidon de los filamentos de Actina.

Respecto al aporte de Ca?* que genera la deplecién de los reservorios
intracelulares como el ER, resulté de gran interés, conocer si los cambios

estructurales en el citoesqueleto de actina tienen relacion con dichos reservorios.

Los resultados presentados en la figura 16 parecen indicar una independencia
entre la liberacién de Ca®" y la despolimerizacién de F-actina; sin embargo otros
trabajos han sefialado que la alteracion del citoesqueleto por CD genera una
reorganizacion significativa en la membrana del ER capaz de alterar la relacion

espacial entre algunas proteinas, como receptores de IP3, fosfolipasa C y canales
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de Ca*, presentes en dicha estructura (Pedrosa y col, 1997). Considerando esta
discrepancia se planteo realizar la evaluacién del Ca®* contenido en el ER frente a la
despolimerizacion del citoesqueleto de actina (figura 31), encontrando que durante
este proceso de alteracion estructural del citoesqueleto, no se produce la deplecién
de Ca*, resultado que parece indicar una independencia entre el Ca®" presente en
el ER y los F-actina, estableciendo que su liberacion podria depender de forma

directa de la osmolaridad de la célula.
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7. CONCLUSIONES.

A partir del andlisis de nuestros resultados y su comparacion con lo
previamente reportado, en este trabajo se presentan nuevos hallazgos sobre la
relacion entre el citoesqueleto de actina y la actividad del NCX, logrando concluir
que:

e El test de EDT-3 y el inmunomarcaje con GFAP, son pruebas de alta
especificidad para la identificacion de astrocitos t-1.

e El gran incremento en la [Ca?']; generada por la actividad en modo reverso del
NCX, frente a un medio hipo-osmdtico, indican que este contra-transportador es
un sensor mecanico cuya actividad varia en respuesta a las alteraciones
estructurales del citoesqueleto; inducidas por hipo-osmolaridad y simuladas con
el uso de drogas despolimerizantes de los F-actina, como Citocalasina D o
Latrunculina B.

e El incremento en el coeficiente de correlacion entre el NCX vy el citoesqueleto de
actina, sugiere la existencia de una interaccion directa entre ambas estructuras,
donde los cambios generados en el citoesqueleto de actina aumentan la
expresion del NCX.

e La polimerizacion de los F-actina inducida por la droga Jasplakinolide no genera
cambios sobre la actividad del NCX.

e La liberacién de Ca®* desde el ER es un mecanismo independiente de la

alteracion de los F-actina.
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