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REGULACION DE LA EXPRESION DE ACUAPORINAS POR HORMONAS OVARICAS
EN EL EPITELIO DEL TRACTO REPRODUCTIVO

MARIA C. BRANES
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El fluido del lumen del tracto reproductivo de la hembra
proporciona el vehiculo de transporte de los gametos y
embriones y un ambiente éptimo para el éxito de la fecun-
dacion y el desarrollo embrionario. Este fluido, secretado
por las células epiteliales que delinean al tracto, varia en
calidad y cantidad durante el ciclo estral, aumentando su
volumen vy fluidez en el periodo de la ovulacién para vol-
verse minimo y muy viscoso en la fase lGtea y la prefiez.
Esta variacion se correlaciona con fluctuaciones en los
niveles circulantes de estradiol y progesterona, lo que su-
giere que estas hormonas regularian la disponibilidad de
agua para la formacién de este fluido por mecanismos
aun no dilucidados. El transporte transcelular de agua esta
mediado principalmente por canales formados por
acuaporinas (AQPs), una familia de proteinas de
transmembrana. Algunos de sus miembros han sido iden-
tificados en el epitelio uterino, sugiriendo su participacion
en el aporte acuoso del fluido. Ademas, se ha descrito
gue la expresion de algunas de estas AQPs es regulada
por hormonas sexuales. De manera semejante, hemos
encontrado que el epitelio oviductal expresa AQPs regu-
ladas por hormonas ovaricas. Utilizando el sistema de
expresion exdgena de X. laevis como un ensayo funcio-
nal, hemos demostrado que el epitelio del oviducto de la
rata expresa mensajeros que codifican para canales de
agua e identificamos mediante RT-PCR a los ARNm de
las AQPs 5, 8y 9, pero no el de las AQPs 2y 3, al menos

durante el proestro, la etapa previa a la ovulacién. La
inmunoreactividad para las AQPs 5, 8 and 9 se localizoé
solamente en las células epiteliales y en los dos segmen-
tos, ampula e istmo, mas cercano al ovario y al Gtero, res-
pectivamente. Las AQPs 5 y 8 se detectaron en el cito-
plasma, mientras que la AQP 9 se localizé en la membra-
na apical. La inmunoreactividad para las tres AQPs se
perdié luego de ovariectomia de los animales y sélo se
recupero la expresion de la AQP9 luego de la administra-
cion de diferentes tratamientos de reemplazo hormonal
con estradiol y/o progesterona. La recuperacién de la
reactividad de la AQP9 se correlacion6é con un aumento
en los niveles de su ARNm y proteina luego del tratamien-
to con sélo estradiol o con estradiol seguido de
progesterona. Sin embargo, los niveles de proteina se
recuperaron sin aumento en los niveles de ARNm luego
de administrar dos dosis consecutivas de progesterona.
Se detectd que los niveles de AQP9 son variables a lo
largo del ciclo estral, siendo méaximos durante las etapas
periovulatorias del estro y proestro. Estos resultados indi-
can que estradiol y progesterona regulan positivamente
pero a distinto nivel la sintesis de AQP9, y que otras sefia-
les ovaricas estan involucradas en la expresion de las
AQPs 5y 8. Asi, laregulacién del tipo y cantidad de cana-
les de agua en el epitelio del tracto reproductivo constitui-
ria una estrategia para regular la disponibilidad de agua
en el lumen del tracto. FONDECYT 3030066.

CANALES DE AGUA (AQUAPORINAS) EN EL HEPATOCITO: EXPRESION
Y TRAFICO INTRACELULAR

RAUL A. MARINELLI

Instituto de Fisiologia Experimental, IFISE (CONICET-UNR) Rosario, Santa Fe, Argentina.

Los canales de agua o aquaporinas conforman una
familia de proteinas homologas ampliamente distribui-
das en los seres vivos que facilitan el transporte osmético

de agua a través de las membranas biolégicas. Los
hepatocitos, células formadoras de la secrecion biliar
canalicular, expresan tres canales de agua, las
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aquaporinas 0, 8 y 9 (1,2). La aquaporina-0 se localiza
en el interior celular y su funcién en hepatocitos es des-
conocida (2). La aquaporina-9 se localiza exclusivamen-
te sobre la membrana plasmatica sinusoidal (basolateral)
y contribuiria al pasaje de agua y de algunos solutos
pequefios (2). Por su parte, la aquaporina-8 se localiza
predominantemente en vesiculas intracelulares. La hor-
mona glucagon, via AMP ciclico y activacion de la pro-
teina quinasa A, estimula su trafico vesicular dependien-
te de microtibulos hasta la membrana plasmatica
canalicular (apical) del hepatocito (1-3). La redistribucion
de aquaporina-8 induce un aumento significativo de la
permeabilidad de membrana al agua facilitando su trans-
porte osmotico (4). Nuestros estudios indican que el
hepatocito puede regular la permeabilidad al agua de la
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membrana canalicular alterando el nimero de molécu-
las de aquaporina-8, un mecanismo que participaria en
la formacion y regulacion de la secrecion biliar canalicular.
Nuestros resultados también indican que la expresion
canalicular de aquaporina-8 esta marcadamente dismi-
nuida en colestasis extra e intrahepatica, sugiriendo un
rol de las aquaporinas en los mecanismos de disfuncion
secretora biliar (5).
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GENES CUYA EXPRESION ES REGULADA POR LA ACTIVIDAD DEL CFTR,
CANAL DE CLORURO AFECTADO EN FIBROSIS QUISTICA

TOMAS A. SANTA COLOMA, G. BEATRIZ REYES, GUILLERMO TAMINELLI Y A. GABRIEL VALDIVIESO
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En 1994 hacia cinco afios que John Riordan habia
clonado el gen CFTR, canal de cloruro afectado en
fibrosis quistica (FQ). Sin embargo, el mecanismo por
el cual existia una sobreproducciéon de mucinas en los
pacientes FQ seguia siendo una incégnita. Nos propu-
simos entonces estudiar la posible existencia de genes
regulados por la actividad del CFTR, que deberian ser
finalmente los responsables del fenotipo FQ (redes de
genes dependientes de otros genes). Utilizando display
diferencial identificamos varios genes CFTR-dependien-
tes. La mayoria correspondian a proteinas de funcion
desconocida, pero uno resulté ser la kinasa c-Src. Se
sabia que c-Src modulaba la expresién de diversas
mucinas componentes del mucus (MUC2, MUCS, etc.),
pero faltaba estudiar MUC1, el componente principal
en las vias respiratorias, afectadas en FQ. Utilizando
mutantes de c-Src y microscopia confocal, demostra-
mos que efectivamente MUC1 se encontraba
sobreexpresada en células CFDE, derivadas de un pa-
ciente FQ. En células CFDE transfectadas con un
plasmido CFTR wt, la sobreexpresién de MUCL1 se co-
rregia y aumentaba nuevamente con oligonucleétidos
antisense del CFTR, o con glibenclamida (inhibidor de
CFTR). Estos resultados sugieren que el c-Src es el
puente entre la sobrexpresion de mucinas y la falla del
CFTR en FQ (Gonzalez Guerrico et al., J Biol Chem.

277:17239-47, 2002) y que inhibidotes de c-Src, como
genisteina, podrian ser beneficiosos.

Recientemente caracterizamos otros genes CFTR-de-
pendientes (ver posters de A. Valdivieso y G. Taminelli).
Contrariamente a c-Src, éstos se encuentran modulados
negativamente en FQ. Uno corresponde a una subunidad
del Complejo | mitocondrial fundamental para su actividad
(ND4), de modo que su modulacién por CFTR podria ser
responsable de la falla mitocondrial observada en pacien-
tes FQ. El otro gen, KLPx, corresponde a una proteina
homologa a la region N-terminal de ciertas proteinas se-
mejantes a kinesinas. PSORT Il predice su localizacion
mitocondrial, que hemos verificado mediante el uso de una
quimera KLPx-GFP. Como KLPx se encuentra también dis-
minuida en FQ, los resultados sugieren que podria modu-
lar positivamente la actividad mitocondrial, al igual que ND4.

Demostramos asi nuestra hipotesis sobre la existen-
cia de genes dependientes del CFTR y se abre el cami-
no hacia la identificacion de nuevos posibles blancos de
terapia en FQ.

Agradecimientos: A mis alumnos, profesores, colabo-
radores y sponsors; UBA, CONICET y ANPCyT; Funda-
ciones Rockefeller, Roemmers, Antorchas, AAPC, TWAS
y Asociacion FIPAN; Joan Brudge, Harvard Medical
School, por las mutantes de c-Src; John Riordan, Mayo
Clinic, por los anticuerpos anti-CFTR.



SIMPOSIO

71

EFECTOS DE NUCLEOTIDOS EXTRACELULARES Y SUS PRODUCTOS DE HIDROLISIS
SOBRE LA REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR EN HEPATOCITOS DE TRUCHA
(ONCORHYNCHUS MYKISS)
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IQUIFIB. Facultad de Farmacia y Bioquimica. Junin 956. (1113). Buenos Aires, Argentina.

En hepatocitos de trucha, el aumento de volumen indu-
cido por medios hipoténicos es seguido de una disminu-
cién compensatoria conocida como RVD (regulatory volume
decrease). Se ha postulado que el ATP liberado al medio
extracelular luego del shock hipotonico podrian interactuar
con receptores P de tipo 2 (P2) para modular esta respues-
ta regulatoria de volumen. Por otro lado, ectoenzimas ubi-
cadas en la superficie de la membrana celular podrian
desfosforilar totalmente el ATP, y la adenosina resultante
podria unirse a receptores P de tipo 1 (P1) y modular el
RVD por mecanismos aun desconocidos.

En el presente trabajo se caracterizd en hepatocitos
de trucha el efecto del ATP y del UTP y de sus productos
de hidrdlisis sobre el RVD.

El volumen celular fue estimado por microscopia de
fluorescencia utilizando BCECF. El RVD fue evaluado a
partir de su velocidad inicial (v,,,) y a los 40 min de ini-
ciada la regulacion de volumen (RVDA40).

Resultados: en presencia de medio hipotonico (60%
de isotonico), los hepatocitos aumentaron su volumen
1.6 veces, seguidode unv, de 1.7 min*y RVD, 60.2%.
En presencia de 5 uM de ATP, UTP, UDP o ATPgS
(agonistas P2) el v, se incrementd 1.5-2 veces, mien-

tras que no se detectaron cambios en el valor de RVD40.
El agregado de 100 uM de suramina o cibacron blue (an-
tagonistas P2) al medio hipoténico no produjo efecto en
el v, pero redujo el RVD,, 53-58%.

La incubacion de hepatocitos en presencia de 5 uM
de [g*2P]ATP o [a®’P]ATP causo la liberacion extracelular
de [g*?P]Pi (0.21 nmol 10 cels min't) y de [a®?P]Pi (aprox.
8 10 nmol 10 cels mint), sugiriendo la presencia de
ectoenzimas capaces de hidrolizar totalmente el ATP.

Con respecto al efecto de la activacion de P1 sobre el
RVD, 5 uM adenosina en presencia y en ausencia de
100 uM NBTI (un blogueante de la captacién de
adenosina) provocaron una disminucién del RVD, de 37-
44% mientras que 100 uM 8-feniltecfilina, un antagonis-
ta P1, aumentaron el RVD,, en15%.

En conclusion, los resultados arriba descriptos indi-
can que el ATP, UTP y UDP, actuando via P2, son im-
portantes factor que promueven el RVD de hepatocitos
de trucha, mientras que la adenosina proveniente del ATP
liberado por las células actuaria via P1 inhibiendo la res-
puesta regulatoria de volumen.
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