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INTRODUCCION.

Algunas especies animales tienen la capacidad de adaptarse a cambios en la
osmolaridad de su medio (1-3). Existen numerosos ejemplos de este
comportamiento en los vertebrados e invertebrados que viven en lagunas salobres,
Los componentes celulares de los lfquidos circulatorios de estos animales (sangre,
linfa y hemolinfa) gjustan su volumen a los cambios de salinidad de estos lfquidos
y en algunas especies también l_as células que forman los tejidos tienen esta
capacidad de adaptacién. Durante mucho tiempo se pensd que esta propiedad de
regulacién de volumen estaba restringida a las especies expuestas en forma
natural a fluctuaciones externas de osmolaridad y que por tanto requerfan de este
control para su supervivencia; sin embargo la evidencia experimental reunida en
los tltimos diez afios ha mostrado que practicamente todas las células de los
tejidos de animales terrestres tienen también esta capacidad de regular su
volumen (3-4), a pesar de que estén siempre expuestas a flufdos de osmolaridad
muy controlada a través de los distintos tipos de érganos renales, los cuales se
encargan de manejar los flujos de agua y solutos en la direccién necesaria para
mantener una condicién de isosmolaridad en estos flufdos.

La capacidad de regular el volumen celular en los animales terrestres debe
obedecer, entonces, a una necesidad intrinseca relacionada con funciones celulares

bésicas. Algunas de estas funciones se refieren al transporte de sustancias



nutritivas como azlicares y aminodeidos, las funciones de secrecién, los
movimientos de organelos celulares, de manera particular el citoesqueleto y por
supuesto durante las fases de crecimiento y divisién celular. En todas estas
situaciones se crean gradientes osméticos microscépicos que dan lugar a cambios
locales y transitorios en el volumen celular, en el sistema nervioso estos cambios
microscépicos en el volumen celular pueden estar dados por la gener.acién de los
gradientes iénicos que constituyen la base de la funcién neuronal. Igualmente las
caracteristicas del proceso de secrecién de neurotransmisores tales como el
transporte de las vesfcuius sinapticas desde el pericarion hasta la terminal
presinaptica, el llenado de estas mismas vesfculas y finalmente su desplazamiento
hasta los sitios activos de la sinapsis, son otros ejemplos de procesos celulares que
pueden generar microcambios osméticos que requieren ser controlados.

Este aspecto tiene también implicaciones interesantes desde el punto de vista
patolégico. Un ejemplo de esta situacién es lo que ocurre en el cerebro, en donde
un aumento en el volumen de las células gliales (células que acompainan a l-as
neuronas y juegan un papel importante en la homeostasis cerebral) se observa
asociado a numerosas neuropatolologias, entre las que se encuentran las
epilepsias, la isquemia (que se genera durante accidentes vasculares), en los
traumatismos craneanos y en la encefalopatia hepética(5). Dada la restriccién que
impone la caja del crdneo a la expansién del tejido cerebral, el edema que resulta
de esta alteraci6n en el volumen celular es en muchos casos, una complicacién atin
mas grave que la propia patologia que le dié origen. Es obvio, entonces, que un
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mejor conocimiento de los mecanismos responsables del mantenimiento del
volumen celular en el cerebro, puede llevar a un manejo més racional de este tipo
de secuelas e idealmente al disefio de firmacos y procedimientos para prevenir

estas alteraciones en el volumen celular.
Mecanismos celulares de regulacién del volumen.

El conocimiento acerca de los mecanismos responsables de la regulacién del
volumen a nivel celular se han obtenido principalmente estudiando la respuesta
celular ante condiciones anisosméticas, es decir aquellas en las que la osmolaridad
;iel medio externo es mayor que la de la célula (condicién hiperosmética) o menor
(condicién hiposmética). La condicién en la que la osmolaridad de estos dos

compartimientos es la misma se conoce como condici6n isosmética,
El proceso de regulacién de volumen en condiciones anisosméticas,

La membrana plasmaética de las células tanto animales como vegetales es muy
permeable al agua, por lo que cuando exista un gradiente entre el exterior y el
interior de la célula, se observardn movimientos netos de agua. En presencia de
un gradiente de presién osmética el agua se moviliza del compartimiento de menor
al de mayor presién osmética, y como consecuencis, el volumen celular aumenta
en soluciones hiposméticas y disminuye en soluciones hiperosméticas. Sin
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embargo, la mayoria de las células animales se comporta en esta forma, es decir
como osmémetros perfectos, inicamente al inicio de la exposicién a soluciones
anisosmoéticas, ya que posteriormente se activan una serie de procesos que
permiten la recuperaciéon del volumen inicial a pesar de que persistan dichas
condiciones. La regulacién del volumen celular que ocurre tanto en condiciones
hiposméticas como hiperosméticas tiene lugar debido a un cambio, ya sea una
disminucién o aumento seglin se requiera, en el contenido de solutos intracelulares
osméticamente activos de tal manera que la presién osmética interna tiende a

alcanzar el mismo valor que la externa, disminuyendo as{ el gradiente osmético.

La regulaci6n del volumen celular es un proceso complejo que implica varios
eventos bésicos. Inicialmente la célula debe ser capaz de detectar los cambios en
su volumen. Posteriormente la célula debe reaccionar ante los cambios que detecta
en el volumen y se inicia un proceso regulador que modifica el contenido
intracelular de solutos en la direccién necesaria para corregir el cambio en el
volumen. Finalmente debe recuperar su volumen inicial y desactivar los

mecanismos gue se estimularon durante el proceso regulador.
La sefial del cambio en el volumen celular.
Los sensores encargados de detectar cambios en el volumen celular no se han

identificado con certeza, perc podrian ser un tipo de canales como los que ge han
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descrito recientemente y que se activan o desactivan por simple estiramiento de
1a membrana plasmética (6-8). Mediante las técnicas llamadas de "patch clamp"
es posible medir la actividad de un solo canal en la membrana de una célula.
Algunos canales pueden ser activados cuando se produce un estiramiento de la
membrana ya sea aplicando una presién externa o cuando se disminuye la
osmolaridad del medio. Estos canales se han encontrado en varios tipos celulares
que cuentan con la capacidad de regular su volumen. Un cambio en la
permeabilidad de estos canales al pasar de un estado preferentemente cerrado 8
uno abierto podria permitir el acceso de iones u otros factores del exterior al
interior de la célula, los cuales a su vez, dispararfan los procesos de regulacién del
volumen. Estos canales podrfan ser ademéds las propias vias de movilizacién de los
flujos i6nicos correctores.

Otro posible mecanismo celular, capaz de detectar una modificacién en el volumen
celular, es el cambio en la concentracién de algin componente intracelular como
el calcio, los iones hidrégeno o los elementos de diversos sistemas de seg'undos
mensajeros. Una variacién en la concentracién intracelular de estos compuestos
podria estar dada en forma pasiva, simplemente por una modificacién en su
concentracién impuesta por la entrada o salida agua de la célula,

Como se mencioné en los parrafos anteriores la mayor parte de las células
animales responden a los cambios en volumen del medio externo mediante
mecanismos de adaptacién que les permiten mantener st volumen relativamente
constante a pesar de |a persistencia de las condiciones anisosméticas. Este proceso
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de adaptacién implica mecanismos activos de movimiento de solutos intracelulares
osméticamente activos para movilizar el agua en la direccién necesaria para
regular el volumen celular, Asf en el caso de las condiciones hiposméticas las
células responden liberando los osmolitos hacia el medio externo y en el caso de
condiciones hiperosméticas el proceso es opuesto, es decir, las células acumulan
activamente oémolitos del medio exterior.

En este trabajo se examinar4 iinicamente el proceso de ajuste de volumen celular
en condiciones hiposméticas ya que a este proceso se refiere el trabajo de

investigacién que se llevé a cabo.
Moléculas que funsionan como osmelitos.

Los solutos osméticamente activos son aquellos que se encuentran en forma libre
en solucién en el citoplasma. Los osmolitos generalmente empleados por la célula
p'ara la regulacién del volumen se pueden dividir en: inorgdnicos como los iones
potasio, sodio y cloro y orgfinicos como urea, aminofcidos, aztcares, polialeoholes
y aminas. La contribucién relativa de estos dos tipos de osmolitos orgénicos e
inorgénicos puede ser distinta en los diferentes tipos de células (1, 9, 10). En
general las células de los invertebrados y los vertebrados de especies acuéticas
utilizan preferentemente los osmolitos orgénicos, mientras que en las células de
los vertebrados terrestres los iones inorgdnicos parecen tener un papel més
importante (11-13). Una excepcién en este sentido puede ser el sistema nervioso
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- en el cual los iones juegan un papel critico en la funcién nerviosa y en la
comunicacién interneuronal. En estas condiciones resultarfa perjudicial para la
homeostasis del sistema el utilizar a los iones como osmolitos y es posible que en

este tejido los osmolitos orgdnicos tengan un papel preponderante.

La participacién de compuestos orgénicos pequefios en el proceso de regulacién del
volumen celular se conoce desde hace mucho tiempo para el caso de las células de
los invertebrados (12, 13). Se sabe desde hace tiempo que los mecanismos de
adaptacién a los cambios a la osmolaridad interna en animales como moluscos o
crustéceos, involucran una participacién importante de los aminodcidos libres, La
urea y la creatinina participan en la adaptaci6n tisular de vertebrados marinos.
Recientemente se ha considerado la posibilidad de que estas moléculas participen
también de manera importante en la regulacién del volumen en células de
animales terrestres (10). Esta posibilidad podfa preverse sin embargo al examinar
el contenido elevado de estos compuestos organicos en muchos tejidos nnimalés.
En el misculo, por ejemplo, tanto de tipo esquelético como cardiaco se encuentran
concentraciones muy altas de aminodcidos libres asf como algunas aminas y
fosfoaminas (11,14). En los linfocitos la concentracién de aminodcidos es también
muy alta, de 50 a 60mM y en las células renales, el conjunto de osmolitos
orgénicos que ineluye tanto aminodcidos como aminas y polialcoholes es superior
a 60mM.

Una caracteristica muy interesante de estas moléculas orgdnicas relacionadas con
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1a funcién de regulacién osmética es que, a diferencia de los iones inorgénicos
poseen lo que se llama propiedades osmoprotectoras, es decir, que ademés de
funcionar como osmolitos pueden acumularse en concentraciones muy altas en el
compartimiento intracelular sin alterar significativamente la estructura y la
funci6n de las macromoléculas citos6licas (11).

En el caso del sistema nervioso, la caracterfstica de moléculas osmoprotectoras es
importante también en el espacio extracelular, ya que algunos de los compuestos
que pueden funcionar como osmolitos, tales como los aminoécidos glutamato,
aspartato, glicina y el GABA son capaces de interactuar con receptores localizados
en la cara externa de la membrana y a través de esta interaccién, pueden
modificar 1a permeabilidad de la membrana a los iones y en consecuencia, alterar
el estado de excitabilidad del sistema nervioso.

En este sentido, una de las moléculas osmoprotectoras especialmente interesante
es la taurina. La taurina es un aminoéicido azufrado, presente en la escala
filogenética desde los niveles més sencillos hasta los mas complejos. A diferencia
de la mayoria de los aminodcidoes, la taurina no forma parte de la estructura de
las protefnas y no participa en ninguna reacci6n metabélica en las eélulas o los
tejidos er los que se encuentra, con excepeién de la conjugacién con el 4cido clico
para formar una de las sales biliares, el dcido taurocélico (15). No solo ésto, si no
que no existe siquiera una reaccién metabélica que degrade a la propia taurina.
En la mayor parte de las especies, excluidas las bacterias, el recambio metab6lico

de la taurina tiene su via de salida simplemente a través de la excrecién del
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aminodcido por via fecal o urinaria. Sin embargo,laimportancia de contar con una
poza de taurina intracelular, se pone de manifiesto por el hecho de que existen
mecanismos eficientes para la biosintesis del amino4cido en la mayor parte de las
especies animales (15).

Las caracteristicas que se acaban de describir para la taurina como son su
presencia ubicua y su inercia metabélica, hacen de este compuesto un osmolito
perfecto. En efecto los niveles de taurina en las células pueden modificarse, y de
hecho se modifican, para regular el contenido de agua simplemente por la
movilizacién entre los espacios extra e intracelular, de acuerdo a las necesidades
especificas del momento, sin modificar en nbs‘oluto el metabolismo celular. No hay
ninguna otra molécula de entre todas las que funcionan como osmolitos, de la que

pueda‘decirse otro tanto (16).
Regulacién del volumen en el sistema nervioso

Las primeras observaciones acerca de la existencia de mecanismos de regulacién
del volumen en el sistema nervioso fueron hechas por el grupo de Chany Fishman
(17). Estos autores observaron que al exponer a ratones a condiciones
experimentales que cambian las concentraciones séricas de clorure de sodio,
produciendo ya sea hipernatremia o hiponatremia, los niveles de osmolitos en el
cerebro cambiaban de acuerdo a las necesidades de movilizacién de agua en cada
caso. En estos experimentos se observé que los niveles de aminoécidos disminuyen
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en condiciones de hiponatremia y se acumulan en hipernatremia. Una observacién
similar ha sido reportada en el caso de la taurina ya que en ratones con
hiponatremia, la concentraci6n de este aminoécido disminuye notablemente en el
cerebro de estos ratones (18, 19). Los osmolitos inorgénicos, potasio y cloro,
también muestran cambios en sus niveles de acuerdo a las condiciones de
osmolaridad externa (20).

La movilizacién de osmolitos orgdnicos fué observada més adelante en
experimentos de microdiélisis en los que varios grupes de investigadores (21-23)
mostraron que en condiciones de hiposmolaridad se movilizan los aminoficidos
libres, preferentemente la taurina, del interior de la célula al espacio extracelular,
Desde 1985, Kimelberg y cols. (24) chservaron que los astrocitos en cultivo poseen
la capacidad de regular su volumen cuando son expuestos a condiciones
hiposméticas de la misma forma que lo hacen las células del epitelio renal, los
linfocites, los eritrocitos de los peces y los hepatocitos. El grupo de Pasantes-
Morales y cols. (25), confirmé la presencia de este proceso regulador en los
astrocitos y demostré recientemente la capacidad de las neuronas granulares del
cerebelo para regular su volumen, en forma similar a como lo hacen las células
gliales (26). Recientemente se ha iniciado el estudio de los mecanismos que
permiten este proceso regulador tanto en astrocitos como en neuronas. Pasantes-
Morales y cols (45). encontraron que los astrocitos liberan taurina y otros
aminoécidos como respuesta al aumento en volumen y que esta movilizacién sigue
un curso temporal idéntico al del proceso de regulacién (27). En estas
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preparaciones se observé que la taurina, al igual que ocurre en otras células, es
un osmolito importante y su liberacién es extremadamente sensible al cambio en
el volumen celular inducido por modificaciones en la osmolaridad externa. Como
se mencioné debido a la inercia metabélica de la taurina, este aminofcido podria
considerarse como el osmolito ideal, ya que puede moverse libremente del
compartimento intracelular al extracelular sin afectar en ninguna forma al
metabolismo de la célula. Es posible que, la taurina sea el osmolito que més
facilmente se libera en respuesta a cambios pequefios en la osmolaridad. Cuando
se compara la salida de la taurina con la de potasio, por ejemplo, en los astrocitos
se advierte que la salida de taurina es detectable ain cuando la osmolaridad
disminuye s6lo 5% y su liberacién aumenta propercionalmente al decremento en
la osmolaridad. Al reducir la osmolaridad al 50%, practicamente toda la poza de
taurina presente en las células es liberada para contrarrestar el aumento en el
volumen celular (28). La respuesta en el caso del potasio es completamente
distinta. La liberacién de este osmolito se advierté solamente cuando la
osmolaridad disminuye 50% y ain asf, s6lo el 30% de la poza total de potasio
responde al estimulo de hiposmolaridad (28). Estas observaciones indican que en
el caso de los astrocitos, la taurina es el osmolito de elecci6én por encima de otros
osmolitos orgéinicos y del potasio (46). Su papel como osmorregulador en los

astrocitos parece ser primordial.
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A pesar de que la taurina puede interactuar con algunos recéptores postsindpticos
en el sistema nervioso, s6lo lo hace cuando sus concentraciones en el espacio
extracelular son altas. Por otra parte, el efecto de la taurina al interactuar con
estos receptores serfa el de disminuir la actividad neuronal. En estas condiciones
la liberacién de un compuesto como la taurina con el propésito de regular la
osmolaridad celular, tendrfa también la propiedad de disminuir la actividad
neuronal, que est4 incrementada en muchas de las patologfas que conllevan un
aumento en el volumen celulnf. Asf, la taurina tendrfa entonces un doble efecto
benéfico en el tejido nervioso, permitiendo la regulacién del volumen celular, y

contrarrestando la hiperexcitabilidad.
Mecanismos de movilizacién de los osmolitos.

Ioﬁes inorgdnicos,

En el caso de los iones potasio y cloruro, para la regulacién en condiciones
hiposméticas y de sodio y cloruro en condiciones hiperosméticas, existe gran
nimero de resultados experimentales que han permitido tener una idea bastante
clara de los mecanismos involucrados en la movilizacién de estos iones en
respuesta a los cambios en el volumen celular (29 Rev. en 1)

En el caso de la acumulacién de iones que tiene lugar en condiciones
hiperosméticas parece bien establecida la participacién de cotransportadores
electroneutros que movilizan sodio y cloro en forma concertada (1).
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En la salida de iones en respuesta a un aumento en el volumen celular parecen
estar implicados dos mecanismos distintos. En algunos casos estén involuerados
cotransportadores electroneutros similares a los mencionados previamente pero
que, como en este caso movilizan potasio y cloruro del interior de la célula al
medio extracelular (30). En otros casos la salida de los iones tiene lugar a través
de la activacién de vias electrogénicas separadas para el potasio y el cloro. A peénr
de que se trata de canales diferentes para los dos tipos de iones, las conductancias
de ambos parecen ser interdependientes.

En general se ha observado que aquellas células en las que la regulacién de
volumen en respuesta a condiciones hiposméticas es un proceso lento (horas)
utilizan exclusivamente a los cotransportadores electroneutros como mecanismos
de movilizaci6n intracelular de iones osméticamente activos. En cambio las células
en las cuales el proceso de regulacién se lleva a cabo en uncs pocos minutos
utilizan preferentemente los mecanisxﬁos conductivos. La identificacién de estos
dos tipos de transporte de iones asociados a la regulacién del volumen celular ha
sido posible llevado a cabo mediante el empleo de herramientas farmacolégicas
que permiten distinguir entre uno u otro de estos mecanismos. En el caso de los
cotransportadores electroneutros se sabe que son sensibles a drogas como la
furosemida y la bumetanida por lo que cuando los mecanismos de regulacién de
volumen celular se inhiben significativamente en presencia de estos fairmacos se
considera que el mecanismo de regulacién estd4 mediado por la funcién de estos
cotransportadores (1). En el caso de las vias electrogénicas se emplean farmacos
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que inhiben & los canales i6nicos tanto de potasio como de cloruro y dependiendo
de su eficacia para modificar el proceso de regulacién de volumen se puede evaluar
la contribucién’ de estos canales a los procesos de regulacién. Los fdrmacos més
coménmente utilizados para este propésito son para el caso de canales de potasio
inhibidores como la quiniding, el bario y el tetractilamonio y para el caso del
cloruro el 4,4'-diisothiocianostilben-2,2' disulfonato, el dipiridamol, el 9 antracen
carboxilato y el DPC. Sin embargo, el an4lisis de las investigaciones en este
sentido muestra que los canales de potasio y cloro activados por volumen no
corresponden siempre con canales ibnicos ya descritos, s5ino que posiblemente se

trate de nuevos tipos de canales cuya caracterizacién est4 todavia por hacerse.

Mecanismos de liberacién de los osmolitos orgénicos.

A diferencia de la amplia informacién que se tiene acerca de los mecanismos de
movilizacién de los osmolitos inorgénicos en respuesta al aumento en el volumen
celular, fos mecanismos responsables de la liberacién de los osmoefectores
orgénicos apenas se conoce. En el caso de los amino4cidos, dado que existe un
transportador que acumula estos compuestos al interior de la célula, una
posibilidad serfa que estos transportadores funcionaran en sentido opuesto, es
decir, sacando al osmolito de la célula y que, a través de este mecanismo tuviera
lugar el movimiento osmético de los amindcidos. Sin embargo, parece que ésto no
ocurre asf ya que la salida de aminodcidos sensible al volumen es independiente
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de sodio y de temperatura, mientras que se sabe que en estas condiciones, el
transportador est4 considerablemente inhibido. En trabgjos recientes de Sanchez-
Olea y cols. y Schousboe y cols. fué posible demostrar que el movimiento de la
tauring en respuesta a condiciones hiposméticas est4 en funci6n del gradiente de
concentracién. En condiciones similares a las fisiolégicas, es decir cuando la
concentracién de taurina intracelular es mucho mayor que la extracelular (30:02)
al exponer alas células a condiciones hiposméticas, el movimiento de taurina tiene
lugar en faveor del gradiente de concentracién, es decir, de dentro hacia afueray
los niveles de taurina endégena disminuyen en més de un 70%. Al ir aumentando
la concentracién extracelular de taurina a niveles cercanos a los end6genos, no se
observa movimiento neto de taurina. Finalmente, cuando el gradiente se invierte,
es decir, cuando las concentraciones extracelulares de taurina son mayores que las
end6genas, al aumentar el volumen celular por las condiciones hiposméticas, tiene
lugar un movimiento de taurina de nueve en favor del gradiente de concentracién,
en este caso de afuera hacia adentro y como resultado, aumentan ias
concentraciones de taurina endégena. Estos resultados muestran en forma
inequivoca que el mecanismo de movilizacién de taurina en respuesta al
incremento en el volumen celular causado por las condiciones hiposméticas es un
proceso difusional, controlado solamente por la direccién del gradiente de
conecentracién. No se trats, pues, de un mecanismo de transporte activo que
trabaje en contra del gradiente. Estos resultados indican que puede tratarse de
un poro, canal o permeasa sensible al aumento en el volumen celular.
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Otro tipo de informacién en relacién con el mecanismo de movilizacién de taurina
es la que se ha obtenido examinando el efecto de fdrmacos, En trabgjos iniciales
de Pasantes-Morales et al. y Dominguez et al. en la retina se observé que un
estilbensulfonato, el DIDS, tiene un efecto inhibidor sobre la salida de taurina
estimulada por altas concentraciones de potasio, Més adelante se pudo comprobar
que en este tejido dicha liberacitn, es, en su mayor parte, consecuencia del
aumento en el volumen celular causado por la entrada de potasio a las células y
que puede prevenirse si se mantiené el producto potasio y cloro constante. Al
evitar el aumento en el volumen celular en estas condiciones, también se previno
Ia salida de taurina. Méds adelante, se observé que la liberacién de taurina en
astrocitos expuestos a condiciones hiposméticas también se inhibe por DIDS. Este
firmaco se ha considerado por mucho tiempo como un inhibider relativamente
especifico de intercambiadores aniénicos, por lo que pudierh considerarse la
participacién de estos intercambiadores en el proceso de mo vilizacién de taurina.
Recientemente se ha demostrado sin embargo que en muchas preparaciones
celulares, el DIDS también inhibe canales de cloro, que funcionan
unidireccionalmente, sin que ocurra ningin tipe de intercambio. Por otra parte,
también' se ha detectado que el intercami:iador anidnico puede funcionar en forma
unidireccional como un canal de cloro. En estas condiciones, es posible que el
efecto inhibidor del DIDS sobre el movimiento de taurina, esté vineulado con un
canal de cloro qué puede o no formar parte de una molécula més compleja que
cumpla también las funciones de un traslocador aniénico.
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El intercambiador aniénico del eritrocito, se conoce cominmente como banda 3
estd muy bien caracterizado, es una cadena polipeptidica que atriviesa la
membrana celular y catalisa el intercambio de aniones a través de la misma, y
estd conformado como se muestra en la Fig. 1 por los siguientes elementos;

1. Un sitio de unién al cloro, situado en la regién externa de la membrana de la

célula
2. Un canal de cloro que cruza la bicapa lipfdica
3. Un traslocador de cloro en la regién interna de la membrana, que lleva a cabo

el intercambio propiamente dicho del cloro por otro anién.

INTERIOR

EXTERIOR

Fig. 1. Intercambiador aniénico del eritrocito.
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OBJETIVO GENERAL.

Este trabajo se inserta dentro de un objetivo general que es el de contribuir a
caracterizar el mecanismo de movilizacién de los osmolitos orgénicos durante el

proceso de regulacién del volumen en los astrocitos y las neuronas en cultivo.

OBJETIVO ESPECIFICO,

EI ohjetivo especifico de este trabajo es examinar la hipétesis de que existe un
vinculo entre una molécula del tipo del intercambiador aniénico y el transporte de
taurina que tiene lugar en respuesta a cambios en el volumen tanto en astrocitos

como en neuronas en cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares.

Los experimentos se llevaron a cabo en cultivos primarios de astrocitos y neuronas
de cerebelo de rata, siguiendo la técnica deserita por Morén y Patel (43). Para el
cultivo tanto de astrocitos como de neuronas se utilizaron ratas Wistar de 8 dias,
El sembrado se efectué a una densidad de 700 000 a 1 000 000 de células por
mililitro de medio, tanto en cultivos sembrados en cajas de 35 mm como en
multipozos. En este trabajo se utilizaron astrocitos de 2 a 4 semanas in vitro
(D.LV), es decir, siempre después de haber alcanzado la confluencia. A las 4
semanas las células todavfa son viables y no han sufrido alteraciones de ninguna
fndole.

En el caso de los cultivos neuronales las cajas se trataron previamente con poli-L-
lisina (Bpg/ml) y las células se incubaron con citosina arabinosa (10ug)
aproximadamente 20 horas después de haber sido sembradas para inhibir la
proliferacién de células no neuronales. Las neuronas se utilizaron de 3 a 6 dias in
vitro. El medio de cultivo contiene medio basal Eagle complementado con 10% de
suero fetal bovino inactivado por calor, glutamina 10mM y 50 U/ml de
estreptomicina. Las cajas de cultivo una vez sembradas se incubaron a 37 °C en
presencia de CO, al 5% saturado con vapor de agua. La composicién celular de los
cultivos se analizd inmunohistogufmicamente utilizando anticuerpos policlonales

contra marcadores especificos de neuronas, astrocitos y fibroblastos como la
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enolasa especifica de neuronas, la protefna fibrilar 4cida (astrocitos) y la Thy-1
(fibroblastos). De acuerdo a estas determinaciones se obtuvieron cultivos
astrogliales y neuronales compuestos en un 95-97% de astrocitos y neuronas

respectivamente.

LIBERACION DE OSMOLITOS.

Sistema de perfusién.

Para estudiar la liberacién de *H-taurina las células se perfundieron de acuerdo
a la técnica descrita por Drejer et al (43). Los astrocitos y las neuronas se
incubaron con 1uCi de °H taurina durante 60 minutos en el medio de cultivo y al
terminar la incubacién, el medio de cultivo se sustituyé por medio Krebs-HEPES
isosmético (300 mOsm) con la siguiente composicié: NaCl 135mM, KCl 5mM,
CaCl, 1mM, MgS80, 1.17mM, HEPES 10mM y Glucosa 5mM. El pH de la solucién
(7.4) se mantuvo sin variacién en las diferentes soluciones y condiciones
experimentales,exepto cuando el farmaco requiere de condicones especiales como
se indica posteriormente, después de lavar dos veces los cultivos celulares con 1
ml de medio Krebs normal isosmético las células fueron perfundidas a una
velocidad de 1 ml por minuto utilizando un sistema en el que dos bombas
peristdlticas actuan sinerénicamente; una de las bombas deposita 1 ml de medio
mientras que la segunda retira el medio de las células a la misma velocidad. Para
lograr una perfusién homogénea en cada poblacién de células se dispuso sobre
éstas un delgado filtro de seda el cual permite la adecuada distribucién del medio
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sobre la monocapa. Las células se perfundieron con medio Krebs-HEPES
isosmético durante 5 minutos; una vez obtenida una liberacién basal, el medio se
cambié por un medio hiposmético reduciendo la osmolaridad un 50% en eada uno
de los experimentos, durante 15 minutos. Al final de cada experimento se midié
la radiactividad en las muestras colectadas y 1a del tejido en un contador de
centelleo para muestras liquidas. Los resultados se expresaron como porcentaje
del total liberado en cada fracci6n respecto a la radiactividad acumulada por las
células durante el tiempo de incubacién con la taurina radiactiva, es decir la

radiactividad liberada més la remanente en las células al final del experimento.

Sistema de perfusién estdtica.

Otro sistema que se utiliz6 fué el de las perfusiones est4ticas, en el cual se usaron
cajos de 24 pozos, Para estos experimetos se incubaron las células con *H taurina
radiactiva 1uCi/ml durante 1 hora y se lavaron 2 veces con medio Krebs normal
isosmético, las células se incubaron durante 20 minutos con medio isosmético més
las drogas correspondientes. Para el caso del fenilglioxal y la ciclohexanediona, las
condiciones experimentales fueron diferentes, puesto que durante la incubacién
con los farmacos se realiz6 a un pH de 8.0; adem#s durante la incubacién el medio
contenia: dcido bérico 80mM, después de la incubacion se lavaron 2 veces con
medio Krebs normal isosmético para tener las condiciones iniciales de pH.
Posteriormente se dié las estimulaci6n con medio hipesmético 50% durante 5
minutos y se inicid la colecta. Las células se lisaron de los pozos con 200u de
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NaOH 0.4 N y 3001 de agua, finalmente se midi6 la radiactividad contenida tanto
en el medio como en las células mismas con un contador liquido de centelleo y los
resultados se expresaron como porcentaje del total de la radiactividad liberada en
los 5 minutos de liberacién, mas la radiactividad remanente en las células

utilizadas para cada experimento.

FARMACOS UTILIZADOS.
Los farmacos que se utilizaron para realizar éste trabajo fueron los siguientes:
- 4,4'-diisothiocianostilben-2,2’ disulfonato.
- Fenilglioxal.
- Fosfato de piridoxal.
- 1,2-Ciclohexanediona,
- Dipiridamol.
- Dinitrofluorcbenceno.

- Acido niflumico.



RESULTADOS.

ESTUDIOS EN ASTROCITOS.

Regulacién del volumen.

El volumen de los astrocitos en condiciones isosméticas es de 1.2 pico litros por
célula o expresado de otra forma, 4.5 pl por miligramo de protefna. Al exponer a
las células a un medio con osmolaridad reducida al 50% el volumen celular
aumenta notablemente alcanzando valores de aproximadamente 60% sobre el
volumen en condiciones isosméticas. El méximo volumen se alcanza
aproximadamente 1 minuto después del estfmulo hiposmético y a partir de ese
momento se inicia un proceso activo de regulacién durante el cual el volumen
celular comienza a disminuir a pesar de que persistan las condiciones
hiposmdticas. La regulacién no es completa, al menos durante el tiempo en el que
se siguieron estas determinaciones que fue de 15 min, pero en este tiempo el
volumen celular estd solamente 13% por arriba del volumen en condiciones
isosméticas.

El proceso regulador se observa también cuando las células son expuestas a
medios con menor osmolaridad (30%) y en estas condiciones, el aumento en el
volumen no es mucho mayor que en el descrito en el parrafo anterior, pero la
regulacién no es tan eficiente, ya que la célula alcanza a recuperar un volumen

que es de 18% sobre el volumen inicial en el medio isosmético. En cambio, cuando
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el estimulo hiposmético es menos intenso, al bajar la osmolaridad s6lo un 30%, el
aumento en volumen celular es mucho menos pronunciado y la regulacién es
précticamente total.

Liberaci6n de taurina sensible al volumen.

El efecto del estfmulo hiposmético sobre la salida de taurina de los astrocitos se
muestra en la Fig, 2. Como se describi6 en la seccion de Métodos, las células en
el medio de cultivo se incubaron en presencia de taurina H, que se usé como
marcador de las pozas endégenas de taurina. Al terminar este perfodo de marcado
y después un lavado de 10 min, se midi6 la salida de taurina, primero en
condiciones isosméticas e inmediatamente después se dié el estfmulo hiposm6tico.
La liberacién se sigui6 a intervalos de un minuto, durante 15 min. En el
experimento que se ilustra en esta figura la estimulacién se llevé a cabo en un

medio hiposmético al 50%.
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Fig 2. Liberaci6n de *H-Taurina estimulada por medio hiposmético 50% en

astrocitos de cerebelo de rata.
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La activacién de la salida de taurina es précticamente inmediata y se alcanza el
pico de liberacién aproximadamente 1 min después de la estimulacién. A partir
de este momento, se inicia el decremento en el proceso de liberacién de taurina y
aproximadamente 15 min después, la tasa de liberacién es cercana a la basal,
aunque en algunas ocasiones no se llega a alcanzar el nivel de salida previo a la
estimulacién, En el caso de reducir la osmolaridad del medio 50%, la cantidad
total de taurina liberada durante estos 15 min es aproximadamenté el 60% del
total de taurina presente en la célula, si se toma como medida la radioactividad
residual al terminar la perfusién.

En trabajos recientes de Pasantes-Morales et al (45). Se ha observado que la
taurina es el aminoécido mas sensible al cambio en la osmolaridad ya que han
realizado trabajos sobre la salida de otros aminodcidos como el D-aspartato, que
es un andlogo no metabolizable del glutamato, la alanina y la glicina.

Los experimentos descritos en la Fig. 2 se llevaron a cabo en un sistema de
superfusién. Sin embargo, es también factible seguir el proceso de liberacién de
. taurina activada por el volumen en un sistema estéitico, como se describe en la
seccitn de Métodos. En esas condiciones, se mide 1a salida de taurina radioactiva
que tiene lugar en un periedo de 10 min en medio isosmético o en medios con
distintas condiciones de osmolaridad y en presencia o ausencia de los inhibidores.
La mayor parte de los experimentos que se describen a continuacién se llevaron

a cabo utilizando el sistema estético.
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Efecto de los inhibidores del intercambiador aniénico sobre la salida de
taurina sensible al volumen. v

Como se describié en la introduccién, el intercambiador aniénico en los eritrocitos
" se ha estudiado casi exhaustivamente. Sin embargo, se trata de una molécula muy
compleja, con numerosos sitios de interaccién con los sustratos de la reaccién y en
consecuencia, sujeta a una amplia gama de sitios d'e modulacién susceptibles al
efecto de los inhibidores. Los inhibidores estudiados en este trabajo se pueden
catalogar de acuerdo a los sitios de la molécula con los cuales interactfian, en tres

diferentes grupos:

1) Los inhibidores del sitio de uni6n del cloro.

-DIDS.

~Fosfato de piridoxal.

-Fenilglioxal.

2) Los inhibidores del canal de cloro.

-Dipiridamol.

-Ciclohexanediona.

3) Los compuestos que interfieren con la traslocacién,
-Acido niflamico.

-Dinitrofluorobenceno.
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El primer paso en el complejo mecanismo del intercambio aniénico es la
interaccién del anién que va a ser intercambiado, con un sitio especffico en la
membrana. Existen compuestos que son capaces de bloquear esta interaccién del
anién con la molécula intercambiadora. Los inhibidores de este tipo que se
estudiaron en el presente trabajo son el diestilbensulfonato DIDS, el fenilglioxal
y el fosfato de piridoxal. Los dos primeros compuestos mostraron un efecto
inhibidor potente sobre la salida de taurina en respuesta al estimulo hiposmético,
El fenilglioxal puede considerarse como un reactivo relativamente inespecifico, ya
que su accién consiste en blogquear los residuos de arginina, por lo cual puede
interactuar con numerosas protefnas. Normalmente se emplea a concentraciones
altas en el orden de mM y tal como se observa en la Fig. 3 tiene una accién

inhibidora sobre la salida de taurina que es dependiente de la concentraci6n.

70 3 1sos
BN Hipos 50%
60 &% Hipos — Isos

Liberacion de H—taurina (%)

[Fenilglioxa:] mm

Fig. 8. Efecto del fenilglioxal en la liberacién de *H-Taurina, estimulada por medio

hiposmético 50% en astrocitos de cerebelo de rata.
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En esta figura se observa la salida de taurina en condiciones isosméticas (barras
blancas), la liberacién estimulada por el choque hiposmético (barras negras) y
también la salida neta, es decir, la diferencia entre la salida estimulada y la basal
(barras cuadriculadas). Como se observa en esta figura, a una concentracién de
fenilglioxal de 10 mM se alcanza una inhibicién précticamente completa de la
salida neta de taurina (estimulada menos basal), A esta concentracién se observé

también un aumento en la salida basal.

En la figura 4 se muestra el efecto del DIDS con cloro representado por los
circulos blancos, examinado en concentraciones crecientes de 50 a 200 pM. Lo que
se muestra en esta gréafica es la inhibicién por la droga (expresada como
porcentaje) de la liberacién neta de taurina, es decir, 1a liberacién estimulada por
hiposmolaridad menos la liberacién en ausencia de la droga tomada como 100%
en condiciones isosméticas. Puede observarse que el DIDS ejercié un efecto
inhibidor dependiente de la concentracién. La méxima inhibicién que fué de 61%
se observé a la concentracién de 200 pM. Se observé una inhibicién significativa
del 45% a concentraciones de 50 pM.

De acuerdo a lo descrito para el intercambihdor aniénico en eritrocitos, el DIDS
actia bloqueando el sitio de unién del ani6n, en este caso el cloro. En ausencia de
cloro deberfa esperarse un mayor acceso del DIDS al sitio de interaccién con la
molécula y si la salida de taurina estimulada por hiposmolaridad se inhibe por el
DIDS, deberfa también esperarse, que en presencia de mayor concentracién
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efectiva del inhibidor, el proceso de salida de taurina se viera atin més afectado
en estas condiciones. En la figura 4, la linea con puntos negros representa el efecto
en la inhibicién de taurina en un medio sin cloro lo que se observa, es que en
ausencia de cloro, ia inhibicién causada por el DIDS es mayor en todas las
concentraciones usadas, cuando se compara con el efecto observado a las mismas

concentraciones pero en presencia de cloro.
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Fig. 4. Efecto del DIDS sobre la liberacién *H-taurina estimulada por medio
hiposmético 50% en un medio con cloro (circulos negros) y en un medio sin cloro

(circulos blancos).

El fosfato de piridoxal es un bloqueador de los grupos e-amino de Ia lisina. Uno
de estos grupos se ha visto que es importante para el funcionamiento del
intercambiador y por tanto, se examing su efecto sobre la salida de taurina. Sin

embargo, este compuesto no causd ninguna inhibicién sobre la liberacién de
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taurina. Debe mencionarse, sin embargo, que existieron algunos problemas de tipo
metodolégico con el empleo de este compuesto, ya que su presencia ocasiona un
apagamiento muy pronunciado de la radioactividad, tan importante que queda
fuera de los factores de correcci6on que tienen integrados los contadores de
centelleo, A pesar de que se construyeron curvas de correcién, se considera que los

resultados no son totalmente confiables.

Inhibidores del canal ani6nico. Una vez que el anién se ha unid_u ala
membrang, va a & cruzar parte de la bicapa lipfdica a través de un canal con
propiedades de selectividad para los aniones. Los inhibidores del canal de clore
que fueron estudiados en este trabajo son la ciclohexanediona y el dipiridamol. La
primera es una sustancia con accién relativamente inespecifica, ya que actiia
blogueando a los residuos de arginina de las protefnas. Como en el caso del
fenilglioxal, la ciclohexanediona tiene que ser usada en concentraciones muy
elevadas y ademds, su accién requiere una condicién de pH alto, cereano a 8.0 y
la presencia de borato 80 mM. Sin embargo, ya que la reaccién de la
ciclohexanediona con los residuos de arginina lleva a formar una unién covalente,
fue posible hacer reaccionar primero al compuesto inhibidor en las condiciones
6ptimas para su acci6n y luego restaurar las condiciones normales de pH y
ausencia de borato en las que se llevé a cabo la estimulacién con el medio

hiposmético que activa la salida de la taurina. Por supuesto, en todos los casos se
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llevaron a cabo determinaciones paralelas en condiciones control, que nos
permiten asegurar que el tratamiento con el borato y el pH alcalino no afectaron
ni la viabilidad celular, ni el proceso de liberacién de taurina en si mismo. La Fig.
5 muestra el efecto inhibidor muy claro de la ciclohexanediona sobre la liberacién
de taurina.

La inhibicién fué dependiente de la concentracién y afecté tnicamente al

componente de liberacién estimulada sin modificar la salida basal.
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Fig. 6. Efecto de la ciclohexanediona sobre la liberacién de *H-taurina estimulada
por medio hiposmotico 50% en astrocitos de cerebelo de rata, En las barras

cuadriculadas se observa la salida neta de taurina.
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El dipiridamol mostré un efecto inhibidor muy potente sobre la salida de taurina
sensible al volumen. La accibn de este compuesto se puede detectar en
concentraciones pmolares, Como se describi6 para otros inhibidores, la Fig. 6
muestra que el dipiridamol tuvo un efecto inhibidor méximo sobre la salida neta
de taurina de mds del 60% a una concentracién de 150 pM. A una concentracién
més baja, de 100 uM, se observé una inhibicién significativa del 35% . Este
compuesfo no puede ser usado a concentraciones mfs altas ya que en esas

condiciones afecta la viabilidad de los astrocitos.
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Fig. 8. Porcentaje de inhibicién del dipiridamool sobre la salida de *H-taurina

estimulada por un medio hiposmético 50% en astrocitos de cerebelo de rata.
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Inhibidores del sitio de traslocacién.

Se investigb el efecto de dos inhibidores del sitio de traslocacion: el
dinitrofluorobenceno y el 4cido niflimico. El primero de ellos, como algunos otros
de los estudiados en el presente trabajo, es un inhibidor relativamente
inesp;aclﬁco, ya que actiia bloqueando residuos de lisinas. Este compuesto tiene un
efecto muy potente, ya que a concentraciones de 250 M inhibe por completo la
salida neta de taurina y a concentraciones de 50 pM se observa ya una inhibicién

significativa (Fig. 7).
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Fig. 7. Efecto del 2,4-Dinitrofluorobenceno en la liberacién de *H-taurina

estimulada por medio hiposmético 50% en astrocitos de cerebelo de rata.
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El écido niflamico es el inhibidor més conocido del intercambiador aniénico en -
eritrocitos. En concordancia con los resultados anteriores, este compuesto también
mostré un efecto inhibidor importante sobre la salida de taurina estimulada por
hiposmolaridad. La Fig. 8 muestra que el dcido nifldmico ejerci6 su méximo efecto
inhibidor a una concentracién de 600 pM disminuyendo la salida neta de taurina
en un 83%. El efecto del dcido niflamico fue dependiente de 1a concentracién ya
que a 50 M se observa ya una inhibicién significativa del 21%, la cual se va
haciendo mas notable a concentraciones crecientes hasta alcanzar el méiximo

mencionado de 83% a una concentracién de 600 uM (Fig. 8).
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Fig. 8. Efecto inhibidor del 4cido niflimico sobre la liberacién de 3H-taurina

estimulada por un medio hiposmético 50% en astrocitos de cerebelo de rata.
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ESTUDIOS EN NEURONAS.
Regulacién del volumen.

. Las neuronas granulares del cerebelo en cultivo constituyen un modelo interesante
para estudiar muchas de las propiedades funcionales de las neuronas. Se pueden
tener cultjvos pricticamente puros de estas células en los que pueden seguirse las
manifestaciones de la diferenciacién celular en un tiempo corto.

Las células granulares también presentan el fenémeno de mgul;cién del volumen
en respuesta a exposicién a condiciones hiposméticas. Las neuronas en estas
condiciones muestran una respuesta similar a la de los astroéitos, es decir,
primero incrementan su volumen, aproximadamente un 70% sobre el valor del
volumen celular en condiciones isosméticas y luego se inicia el proceso regulador,
durante el cual el volumen disminuye en forma activa, a pesar de que persisten
las condiciones hiposméticas. El estudio de la regulacién del volumen en las
neuronas se hizo en células inmaduras, de 1-3 dfas después de sembradas en el
cultivo, ya que el proceso de formacién de neurites tiene lugar en los dfas
subsecuentes y en estas condiciones, los fragmentos de las propias neuritas
constituyen una poblacién muy heterogénea de partfeulas, las cuales dificultan la

medida del volumen con el procedimiento empleado.
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Empleando células jévenes, por el contrario, se pueden obtener excelentes
preparaciones para la medida del volumen celular.

La regulacién del volumen en las neuronss no e¢s tan eficiente como en los
astrocitos, ya que después de la exposicién a un medio con la osmolaridad
reducida un 50%, las células sblo recuperan un volumen que estd

aproximadamente 30% arriba del velumen original,

Como en el caso de los astrocitos, las neuronas deben regular su volumen
mediante la movilizacién de osmolitos orgénicos y tal vez también de los iones
inorgénicos K y Cl. En el caso de los aminodcidos se ha reportado previamente que
la taurina puede tener un papel importante en el mecanismo regulador, ya que es
el aminodcido que se libera en mayor cantidad y con mayor prontitud en respuesta
al estfmulo hiposmético. Otros aminoécidos que también participan en el proceso
son los dcidos aspartico y glutdmico, la glutamina y la alanina.

Como en el caso de los astrocitos se ha demostrado que la liberacién de taurina
asociada al incremento en el volumen celular tiene lugar a través de un proceso
difusional, que no involucra al transportador que permite la acumulacién de la

taurina en las células.
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Liberacién de Taurina. Efecto del DIDS, niflumico y dipiridamol.

En la Fig. 9 se muestra un experimento representativo de la liberacién de taurina

de las células granulares, inicialmente en condiciones isométicas y en respuesta

a la exposicion de medios hiposméticos 50%, 70% y 85%. Los experimentos para

medir la salida de taurina de las células granulares se pueden llevar a cabo

también en el sistema.estético que ya describimos para los astrocitos.
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Fig. 9. Liberacién de *H-taurina estimulada por medio hiposmético 50%, 70% y

86% en células granulares de cerebelo de rata.
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Los inhibidores que fueron estudiados en el caso de las neuronas son el DIDS, el

dipiridamol y el dcido niflimico.

La Fig. 13 muestra que el efecto inhibidor del DIDS sobre la liberacién de taurina
fué dependiente de la concentracién, observandose una inhibicién del 21% a una
concentraci6n del inhibidor de 20 uM. La inhibici6n fue creciente al incrementarse
las concentraciones hasta alcanzar un méximo de 59% de inhibicién & la

concentracién de 200 uM.
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Fig. 10. Efecto del DIDS sobre la liberacién de *H-taurina estimulada por medio

hiposm6tico 50% en células granulares de cerebelo de rata.
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El dipiridamol mostrs un efecto inhibidor semejante en potencia al del DIDS, ya
que a una concentracién de 150 uM, se observé una inhibicién del 48%. Como se
mencion6 previamente, esta es la méxima concentmci(;n que puede ser utilizada
sin causar daiio celular. El dipiridamol a una concentracién de 75 M, inhibi6 la

liberacién de taurina un 26% (Fig. 11).
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. Fig. 11. Efecto del dipiridamol en la liberacién de H-taurina estimulada por

medio hiposmético 50% en células granulares de cerebelo de rata.
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E1 4cido niflamico fué el inhibidor més potente, ocbservandose una disminucién de
casi 75% en la liberacién de taurina en presencia de écido nifimico 600 M. Como
en los casos anteriores, la inhibicién del 4cido niflimico fue dependiente de la
concentracion observdndose una reduccién significativa, del 35% en presencia del
compuesto a una concentracién de 150 M. Al disminuir la coneentracién a 50 uM,

la inhibicién fue ya de solamente el 8% (fig. 12),
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Fig. 12. Efecto del écido niflimico en la liberacién de H-taurina estimulada por

medio hiposmético 50% en células granulares de cerebelo de rate.

40



DISCUSION.

Los astrocitos y las neuronas responden a un estfmulo hiposmético con una
liberaci6n importante y rdpida de las pozas intracelulares de taurina.

El mecanismo de activacién del proceso de liberacién de taurina podria ser, por'
una parte, el aumento en el volumen celular y por otra, la diluci6n de algin
componente intracelular ain no identificado, que pudiera actuar a su vez como
activador de los flujos de salida del aminoficido. El procesc de inactivacién
tampoco se conoce, Sin embargo, se puede concluir que no se debe a que la poza
de taurina se agote, ya que al hacer el mismo tipo de experimentos pero aplicando
como estfmulo una solucién con 30% de hiposmolaridad, la salida de taurina es
menor que en el caso de las soluciones hiposméticas al 50% y la poza de taurina
que queda en la célula es muy grande, lo cual no impide que de todas formas
tenga lugar el proceso de inactivacién de la salida del aminodcido.

En relacién con la caracterizacién del mecanismo de liberacién de tauring, los
resultados de este trabajo muestran que todos aquellos compuestos que inhiben
al intercambiador anidnico en la membrana de los eritrocitos tienen un efecto
inhibidor muy importante en la salida de taurina sensible a osmolaridad, lo cual
sugiere una vinculacién de este proceso con una molécula similar en las células

nerviosas.
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Ademss del eritrocito, otros tejides y células muestran también actividad de
intercambio aniénico y en muchos casos se ha detectado por métodos
inmunocitoquimicos la presencia de una molécula responsable de esta reaccién,
con caracterfsticas similares a las del eritrocito, aunque el intercambiador anitnico
en tejidos no eritroides es menor, con un peso molecular de alrededor de 60 k
daltones, en comparacién con los 130 kdaltones de la molécula en los eritracitos.
Recientemente se ha descrito la presencia de un intercambiador aniénico en el
cerebro de rata, que también muestra propiedades similares al que se encuentra
en células no eritroides, es decir, es una molécula mas pequefia de cerca de 60 k
daltones.
La distribucién celular del intercambiador aniénico en el cerebro, muestra su
presencia tanto en neuronas como en células gliales. Estas observaciones sugieren
» que el intercambiador anidnico puede estar presente también en las neuronas y
astrocitos en cultivo, aunque no se dispone en este momento de la evidencia
precisa en este sentido.
Existen al menos dos posibilidades para explicar la participaciéon del
intercambiador aniénico en el proceso de liberacién de osmolitos. Una posibilidad
es que participe en forma directa en el proceso de movilizacién de los osmolitos,
es decir, que el intercambiador sea propiamente la via de permeabilidad de los
osmolitos de tipo ani6nico y los aminoacidos, incluyendo la taurina. Se ha descrito
que bajo ciertas condiciones, el canal de cloro del intercambiador puede funcionar
como un cenal unidireccional de cloro. Por otra parte, recientemente se ha
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demostrado que los aminoficidos neutros, en particular la taurina, puedenpermeai-
a través de canales de cloro. Asimismo, en apoyo a esta posibilidad, esté el hecho
de que el intercambiador aniénico es permeable a moléculas como el para-amino
benzensulfonato, que es una molécula con caracteristicas de zwitterion, muy
similar a la taurina y atin mayor que el aminodéicido.

El efecto inhibidor de algunos de los compuestos investigados en este trabsajo, en
particular el DIDS y el dipiridamol, explicarfa entonces a nivel de una simple
inhibicién del canal de cloro. Se sabe que estos dos compuestos muestran un efecto
inhibidor sobre canales de cloro en muy diversas preparaciones celulares. Se han
descrito distintas clases de canales de cloro, clasificados por su dependencia a
distintos activadores: a) Activados por AMP efclico, b) activados por calcio y ¢)
sensibles al potencial de membrana (47). Sin embarge, se han realizado
investigaciones con el fin de examinar si el canal de cloro sensible a volumen,
corresponde con alguno de estos canales de cloro y los resultados sefialan que se
trata de un canal distinto que no corresponde a ninguno de los mencionados
previamente.

El caso del nifliimico no se ajusta de manera simple a esta hipétesis, ya que hasta
la fecha no se ha descrito que tenga una accién como inhibidor el cloro. Sin
embargo, tampoco hay evidencia en contra en este sentido, por lo cual serfa
necesario examinar el efecto de este compuesto directamente sobre la actividad de

canales de cloro.
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En este sentido puede también plantearse que el movimiento de taurina ocurre a
través de un mecanismo distinto por completo al que transporta cloro, pero que
es igualmente sensible a los inhibidores del canal de cloro del intercambiador. Asf
mismo puede considerarse que el mecanismo de transporte de taurina es el mismo
que el que moviliza cloro y que es inhibido por DIDS.

Finalmente, es posible que la movilizacién de taurina ocurra a través de un
mecanismo distinto al del cloro, pero que sea dependiente de éste, es decir, se
plantea la posibilidad de que los inhibidores como el DIDS y el dipiridamol
inhiban especifica y primariamente al transportador de cloro y como consecuencia
de la dependencia del movimiento de. taurina por el del cloro , su transporte se

verfa indirectamente afectado por el DIDS.

En particular, en este trabajo se plantea la hipétesis de que el intercambiador
aniénico pueda transmitir una senal desde el citoesqueleto hasta los canales a
través de los cuales se movilizan los osmolitos. La relacitn entre el intercambiador
anifnico y el citoesqueleto se conoce bien. Esta vinculacién tiene lugar a través de
las llamadas proteinas del esqueleto de la membrana. De éstas la més abundante
es la llamada espectrina la cual generalmente estd adherida a una protefna
integral de la membrana. La méds comun de estas protefnas es ls anquirina. La
espectrina establece un puente de comunicacién entre protefnas de la membrana
y componentes del citoesqueleto, generalmente los filamentos de actina; estos

componentes del esqueleto de la membrana se han estudiado muy bien en
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eritrocitos, pero se han encontrade tambien en otras células como son las células
del epitelio renal MDCK. en los mioctubos en cultivo, en los plaquetas y en los
né6dulos de Ranvier. Las proteinas del esqueleto de membrana en muchos casos
conectan el citoesqueleto con componentes funcionales de la membrana cémo el
intercambiador eniénico en el caso del eritrocito, los receptores a la acetilcolina
en el caso del miisculo, la ATPasa sodio-potasio en las células MDCK y canales de

sodio dependientes de voltéje en los axones.

En relacién con los resultados del presente trabajo es posible que estas proteinas
del esqueleto de la membrana representen la conexi6én entre un sensor intracelular v
o una sefial citosélica intracelular que podrfa se incluso la propia distensi6n de los
filamentos de actina del citoesqueleto y los canales o mecanismos de transporte

de la taurina en la membrana.

Las observaciones de este trabajo acerca de la inhibicién de la salida de taurina
por firmacos que interactan con el intercambiador aniénico podrian ser
interpretadas entonces como un efecto sobre una regién de interfase entre el canal
propiamente dicho y las proteinas del esqueleto de membrana.

En las células nerviosas, particularmente en las neuronas, se han encontrado
protefnas similares a las del esqueleto de membrana del eritrocito. La proteina
conocida como fodrina es el equivalente a la espectrina del eritrocito. Una protefna
de anclaje, la anquirina similar en propiedades y funsi6n a 1a del eritrocito, se ha
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encontradoe también en las neuronas. En los astrocitos estos componentes del
esqueleto de membrana se conocen menos bien que en las neuronas, pero los
estudios preliminares sefialan que los componentes parecen ser semejantes en los
dos tipos de células nerviosas. Los resultados de este trabajo pueden representar
el fundamento para un estudio detallado sobre la participacion directa de estos

componentes membranales en activaciéon de los flujos de osmolitos.
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CONCLUSIONES.

-Todos aquellos compuestos que inhiben al intercambiador aniénico en la
membrdna del eritrocito, tienen un efecto inhibidor muy importante en la salida
de taurina sensible a osmolaridad. Por lo tanto, existe la posibilidad de que

participe directa o indirectamente en la liberacién de osmalitos.

“También es posible que la via de movilizacién de los osmolitos sea un canal de
cloro sensible a volumen, puesto que el DIDS, el dipiridamol y el 4cide nifliimico,
ademds de inhibir al intercambiador aniénico, bloquean canales de cloro senaibles

a volumen.

-Como el fenilglioxal y la ciclohexanediona bloquean residuos de argininas

seguramente se trata de una protefna.

-Es posible que Ia via de movilizacién de osmolitos sea generalizada, por que los

inhibidores tienen un efecto similar, tanto en astrocitos como en neuronas.
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