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RESUMEN

Los cuadros de isquemia-reperfusién en la retina son causa de edema celular y
degeneracion macular, debido a la formacion de radicales libres y a la baja en la
carga energética de la célula. Estos efectos podrian estar asociados a la liberaciéon
y acumulacion excesiva de aminoacidos excitadores, en particular el acido
glutamico. El objetivo de este trabajo fue examinar una posible relaciéon entre el
edema celular y el estrés oxidativo, midiendo la liberacibn de aminoacidos en la
retina aislada de pollo. Los aminoacidos estudiados fueron el acido glutamico y la
taurina. En presencia de H;O, (100 uM) se observé una liberacién de acido
glutamico y taurina con un maximo a los 20 minutos de exposicion. Esta liberacion
no se ve afectada en condiciones hiperosméticas (400mOsm), lo que indica que
no es producto de un incremento del volumen celular. Algunos bloqueadores de
canales de CI, como el DIDS (500uM), el NPPB (100uM) y el acido niflamico
(600uM), inhibieron la liberacién de acido glutamico y taurina estimulada por H2O,,
lo que sugiere que estos aminoacidos se estan movilizando por una via aniénica,
posiblemente activada y/o modulada por H»0,. Con estos resultados se puede
concluir que la liberacién de aminoacidos que se observa en condiciones de estrés
oxidativo no se debe a un incremento de volumen celular, sino posiblemente a la

activacién de una via anionica inducida por H,0,.



INTRODUCCION

1. Volumen celular

La capacidad que tienen las células para mantener su volumen constante es una
propiedad fundamental para su supervivencia. Es uno de los mecanismos
homeostaticos mas importantes y, probablemente, uno de los mas antiguos,
siendo un distintivo a lo largo de la escala evolutiva (Chamberlin y Strange, 1989).
Esta capacidad de adaptacién se identifico inicialmente en las células de especies
eurihalinas, las cuales se encuentran expuestas a condiciones de osmolaridad
externa variable (Gilles, 1987). Esta respuesta adaptativa se ha encontrado
consistentemente en practicamente todas las células animales que estan siempre
rodeadas de fluidos de osmolaridad muy controlada, en valores de
aproximadamente 285 mOsm/L, con sélo pequefas fluctuaciones que no exceden
de un 3% (Hoffmann y Simonsen, 1989). Sin embargo, a nivel celular existen
numerosas situaciones fisiolégicas en las que pueden generarse microgradientes
osmoéticos que producen cambios locales y transitorios en el volumen de los
compartimentos intracelulares y que deben ser ajustados. Procesos como el
transporte i6nico, la secrecion y la acumulacion de nutrientes producen continuos
cambios de volumen celular (Hoffmann y Simonsen, 1989; Chamberlin y Strange,
1989).

Las células pueden hacer uso de varias estrategias para manejar el estrés
osmotico: 1)los cambios osméticos pueden ser ignorados por la presencia de una

pared celular rigida como en las células vegetales (Chamberlin y Strange, 1989;



Gutknecht y cols., 1978), 2)pueden ser eludidos, como en el caso de ciertos
moluscos, al cerrar su concha (Chamberlin y Strange, 1989; Smith y Pierce, 1987)
6 3)pueden ser contrarrestados por la modificacion de la concentraciéon intracelular
de solutos osmoéticamente activos (osmolitos) y, consecuentemente, por un
cambio en el contenido de agua. Los organismos con pared celular, como las
plantas y las bacterias, pueden ignorar cambios osmoéticos dentro de cierto limite,
ya que la rigidez de la pared previene cambios en el volumen celular. En cambio
las membranas de las células animales son elasticas y no pueden soportar una
diferencia significativa en la presion hidrostatica, por lo que tienen que activar
mecanismos de transporte de osmolitos, los que al ser traslocados contrarrestan
los cambios del volumen celular en condiciones anisosmoticas (Chamberlin y
Strange, 1989; Pasantes-Morales y cols., 1990; Sarkadi y Parker, 1991; Lang,
1998; Wegmann, 1986; Moran y Pierce, 1984; Gutknecht, y cols., 1978; Smith y
Pierce, 1987). La movilizacion de solutos en respuesta a los cambios en la
osmolaridad del medio externo ocurre a través de canales y acarreadores
especializados en el transporte de especies moleculares diversas y en menor

medida, a través de procesos de sintesis (Chamberlin y Strange, 1989).

La regulacion de volumen celular es un proceso complejo que implica varios
eventos: primero, la célula debe ser capaz de sensar los cambios en su volumen,
posteriormente la célula debe reaccionar a los cambios de volumen que ha
detectado, iniciando un proceso regulador que modifique el contenido intracelular
de solutos en la direccidbn necesaria para corregir el contenido celular de agua.

Finalmente, la célula, durante el proceso regulador, debe "recordar" su volumen



original e inactivar los mecanismos que se dispararon por el cambio de presion
osmética (Sanchez-Olea y Pasantes-Morales, 1993). En términos generales, en
condiciones hiposméticas las células ganan agua, y por consecuencia aumentan
su volumen. Ante estas condiciones, las células responden expulsando osmolitos
hacia el medio extracelular, para alcanzar el equilibrio osmoético con el medio
externo. Este proceso se denomina decremento regulador de volumen (DRV)
(Okada y cols., 2001; Chamberlin y Strange, 1989; Sanchez Olea y Pasantes-
Morales, 1993). Cuando, por el contrario, las células se encuentran en condiciones
hiperosméticas, pierden agua y su tamano disminuye. El mecanismo activado es
opuesto al activado bajo condiciones hiposmoéticas, es decir, acumulan osmolitos
en su interior lo que induce una entrada de agua. Este proceso de conoce como
incremento regulador de volumen (IRV) (Esquema 1) (Okada y cols., 2001;

Chamberlin y Strange, 1989; Sanchez Olea y Pasantes-Morales, 1993).

En el caso de las neuronas, éstas estan continuamente sometidas a alteraciones
en el contenido de solutos intracelulares, debido a la generacion de impulsos
nerviosos, y a cambios en la concentracion de neurotransmisores los cuales
producen cambios en los flujos netos de agua y solutos a través de la membrana

plasmatica (Choi, 1985).

2. Cambios de volumen en el cerebro

Si bien, un aumento en el volumen celular es un inconveniente para cualquier

organo, es particularmente dramatico en el caso del cerebro pues los limites a la



expansion impuestos por el craneo, no dan margenes para el amortiguamiento de
los cambios en el volumen celular intracraneal y, a medida que la presién
aumenta, el desplazamiento caudal del parénquima cerebral a través del foramen
magnum lleva a la muerte del individuo por paro respiratorio y cardiaco
(Kimelberg, 1995). Este edema cerebral estda dado por un incremento en la
concentracion de agua intracerebral, en respuesta a cuadros de dafo como
compresion vascular, anoxia y muerte neuronal (McManus y Churchwell,
1994).Por esto mismo, el estudio de los procesos que intervienen en la regulacion

del volumen celular en el cerebro es de gran importancia

Las patologias que desencadenan cambios en el volumen celular en el cerebro se

pueden dividir en dos grupos: 1) Anisosmoticas y 2) Citotoxicas.

El edema celular anisosmotico es originado por una disminucion en la osmolaridad
del plasma (hiponatremia), lo cual produce una entrada de agua a las células, con
el fin de alcanzar un equilibrio osmético, y no genera dafno celular en primera
instancia. La hiponatremia es la causa mas comun de edema cerebral celular
(Kimelberg y Ramson, 1986; McManus y Churchwell, 1994). Esta condicion es
consecuencia de un desbalance entre la ingesta y la excrecion de agua y
electrolitos. Este desbalance se presenta mas frecuentemente en condiciones de
insuficiencia hepatica o renal, o por una deficiente secrecibn de la hormona
antidiurética. Las secuelas clinicas de estas alteraciones pueden ser crisis
epilépticas, edema cerebral severo y dafo neuronal. La osmolaridad tiene un

efecto determinante en la excitabilidad y actividad convulsiva del cerebro (Jefferys



y Haas, 1982; Taylor y Dudek, 1982; Rosen y Andrew, 1990; Andrew, 1991). Se
ha observado que la hiposmolaridad acentua la intensidad de diversos cuadros
convulsivos, mientras que la hiperosmolaridad la mitiga (Rosen y Andrew, 1990;
Andrew, 1991). En diferentes preparaciones, el medio hiposmoético induce una
actividad epileptiforme, incluso en ausencia de comunicacion sinaptica (Jefferys y

Hass, 1982; Taylor y Dudek, 1982).

El edema celular citotoxico o isosmaético ocurre en condiciones de osmolaridad
plasmatica normal y se origina por alteraciones en el transporte activo de iones y
moléculas hidrosolubles. Esto trae como consecuencia un incremento en la
concentracion intracelular de iones, seguida por agua con el fin de alcanzar el
equilibrio osmético. Este tipo de edema se relaciona con patologias asociadas a la
hiperamonemia, como la isquemia, la epilepsia, la encefalopatia hepatica y el
traumatismo craneoencefalico (Kimelberg y Ramson, 1986; McManus vy
Churchwell, 1994). En este ultimo caso, es imperativo controlar el edema cerebral
para evitar la muerte por paro cardiaco o respiratorio, como ya se menciono. En el
caso de la isquemia, el dafo es debido principalmente a la reduccién del flujo
sanguineo cerebral, con la subsecuente privacion del oxigeno y nutrientes, junto
con una liberacion de acido glutamico, que lleva a un dafo neuronal irreversible en
el foco isquémico, es decir, la zona donde se interrumpe por completo el flujo
sanguineo (Choi, 1996). Sin embargo, en la zona de penumbra (zona que rodea el
foco isquémico) el dafo se desarrolla lentamente afectando incluso otras zonas
del cerebro (Choi, 1996). Los principales procesos fisiopatolégicos que ocurren

durante la isquemia son: 1) disminucién de ATP, 2) incremento en la



concentracion intracelular de Na®, 3) aumento en la concentraciéon extracelular de
K*, 4) acidosis intracelular, 5) aumento en la concentracion de Ca®" intracelular, 5)
excitotoxicidad (Small y cols., 1999; Kato y Kogure, 1999; Lee y cols., 2000;
Lerouet y cols., 2002; Rodrigo y cols., 2005). Posterior a estos procesos se genera
una lipoperoxidacion de la membrana celular, lo que conduce a un desbalance
ibnico y a una acumulacién de agua intracelular (Macdonald y Stoodley, 1998). En
general, cualquier patologia que conlleve una situaciéon de estrés oxidativo,
particularmente la lipoperoxidacion de las membranas celulares, tiene el riesgo de
resultar en edema celular, debido a un desbalance idnico a través de las

membranas deterioradas.

3. Mecanismos de regulaciéon de volumen celular

Como se mencioné anteriormente, los cambios de volumen celular pueden
desencadenar condiciones patolégicas. Para evitar esto, las células deben ser
capaces de regular su volumen de manera eficiente ante condiciones de estrés
osmotico.

Cuando las células se encuentran en condiciones hiposmoéticas, generalmente, el
volumen celular se incrementa alcanzando un maximo en un tiempo variable, que
depende de: 1) la velocidad en el cambio en la osmolaridad extracelular en el
plano inmediatamente adyacente a la membrana plasmatica, 2) la permeabilidad
de la membrana plasmatica al agua, 3) la relacion entre area de la membrana y el
volumen de la célula (Hallows y Knauf, 1994, Hoffmann y Simonsen, 1989, Lang y

cols., 1998). Después de alcanzar este maximo, el volumen celular comienza a
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disminuir, aun cuando la osmolaridad extracelular se mantenga por debajo del
valor inicial. A este proceso activo de compensacion del volumen, que
generalmente ocurre en un periodo de varios minutos, se le denomina como
decremento regulador del volumen (DRV) (Okada y cols., 2001; Chamberlin y
Strange, 1989; Sanchez Olea y Pasantes-Morales, 1993). En la mayoria de los
casos, las células no retornan totalmente a su volumen inicial, sino que alcanzan
un nivel estable ligeramente superior (Pasantes-Morales y cols., 1993). De manera
analoga, cuando las células se mantienen en una soluciéon hiperosmética, su
volumen disminuye y en la mayoria de los casos, tienden a recuperarse mediante
el proceso conocido como Incremento Regulador del Volumen (IRV) (Okada y
cols., 2001; Chamberlin y Strange, 1989; Sanchez Olea y Pasantes-Morales y

cols., 1993).

I) Decremento Regulador del Volumen (DRV)

Cuando las células se exponen a un medio hiposmético aumentan su volumen en
respuesta a esta condicion encontrando el maximo hinchamiento un minuto
después del estimulo (Pasantes-Morales y cols., 1993). A partir de este momento,
la célula desencadena un mecanismo de recuperacion de su volumen inicial, lo
cual toma un lapso de entre 15 y 30 minutos posterior al estimulo, ain cuando
persistan las condiciones hiponatrémicas (Pasantes-Morales y cols., 1993). A este
proceso de regulacion de volumen celular en condiciones hiposméticas, se le

denomina DRV (Okada y cols., 2001; Chamberlin y Strange, 1989; Sanchez-Olea



y Pasantes-Morales, 1993, Hoffmann y Simonsen, 1989). El DRV se realiza
mediante la movilizacidon de osmolitos intracelulares hacia el espacio extracelular.
Los principales osmolitos involucrados en el DRV son el K* y el CI aminoéacidos y
el mioinositol. (Pasantes-Morales, 1996). Este proceso de regulacién ha sido
ampliamente estudiado en células en cultivo, en lineas celulares y en células
gliales (Kimelberg y Ramson 1986; Pasantes-Morales y Schousboe, 1988;
Pasantes-Morales y cols., 1993; Sanchez-Olea y cols., 1991). En el cerebro, en
respuesta a condiciones de hiponatremia crénica, se ha visto una liberacion de
taurina, acido glutamico, acido aspartico, alanina y glutamina, a diferencia de
GABA Yy glicina los cuales se liberan en areas mas localizadas (Sanchez-Olea y

cols., 1991).

Il) Incremento Regulador del Volumen (IRV)

De manera contraria, cuando las células son expuestas a soluciones
hiperosmoéticas, hay una disminucién del volumen; este encogimiento es
proporcional al aumento de osmolaridad (Lang y cols., 1998; Hoffmann vy
Simonsen, 1989). En estas condiciones, las células presentan una respuesta
bifasica. La primera fase es rapida y consiste de una rapida acumulaciéon de
osmolitos inorganicos (Na*, K* y CI) y la segunda fase es una respuesta
adaptativa mas lenta, donde se incorporan principalmente osmolitos organicos
(Lang y cols., 1998). El mecanismo identificado en el transporte de estos iones es

el cotransportador Na'/K*/2CI" (Geck y Pfeiffer, 1985), los intercambiadores Na*/H*



(Grinstein y cols., 1983), CI/HCOj; (Cala, 1980) y la ATPasa Na'/K" (Siebens y
Kregenow, 1985; Roy y Sauveé, 1987; Lang y cols., 1998). En general los canales
ibnicos no participan en esta respuesta. Las dos fases del IRV representan un
mecanismo de adaptacion clave en el sistema nervioso, ya que mantienen el
contenido de agua y el tamano celular cercanos a los niveles basales durante las
primeras etapas de la hipernatremia (aumento en la osmolaridad del medio

extracelular, respecto a la del medio intracelular).

4. Mecanismos de liberacion de osmolitos

Los mecanismos adaptativos de regulacion del volumen celular se establecen a
través de cambios en la concentracion intracelular de solutos osméticamente
activos u osmolitos, los cuales se movilizan en la direccibn necesaria para
recuperar el equilibrio osmético de la célula (Lang y cols., 1998; Hoffmann vy
Simonsen. 1989; Pasantes-Morales y cols., 1993). Estos osmolitos se agrupan en
dos categorias: 1) iones inorganicos Na*, K*, CI' (Grinstein y cols., 1982; Roy y
Sauvé, 1987); y 2) moléculas organicas, como aminoacidos libres (Smith y Pierce,
1987), metilaminas (Nakanishi y cols., 1988) y polialcoholes (Balaban y Burg,
1987; Wirthensihn y cols., 1987). En general, durante la regulacién del volumen las
células de los invertebrados y de los vertebrados de especies acuaticas utilizan
preferentemente los osmolitos organicos, mientras que en las células de
vertebrados terrestres los iones parecen tener un papel mas importante (Sanchez-
Olea y Pasantes-Morales, 1993). Una excepcién a esto puede ser el sistema

nervioso central, en el cual los iones no participan preferentemente en el proceso
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de regulaciéon de volumen celular sino en condiciones extremas de cambios en el
volumen celular (Sanchez-Olea y cols., 1992). Este comportamiento puede
explicarse al considerar la participacion del K* y el CI'" en el control de la
excitabilidad y en la comunicacion interneuronal, por lo que su homeostasis debe
ser regulada de manera muy estricta (Sanchez-Olea y Pasantes-Morales 1993).
Los principales iones involucrados en el mantenimiento de la osmolaridad interna y
externa de la célula son el K*, el Na*, el CI'y el HCO3, siendo el K y el CI los de
mayor concentracion intracelular y el Na® el mas concentrado en el espacio
extracelular (Okada y cols., 2001; Hoffmann y Simonsen, 1989; Chamberlin y
Strange, 1989). Estos iones participan de manera importante en la regulacién del
volumen después de alguna alteraciéon en la osmolaridad del medio externo, por lo
que su transporte a través de la membrana es muy importante en los procesos de
regulacion del volumen.

Por otra parte, los osmolitos organicos relacionados con la regulacion del volumen
celular presentan una caracteristica interesante, a diferencia de los iones
inorganicos, y es que poseen lo que se conoce como propiedades
osmoprotectoras, es decir, que ademas de funcionar como osmolitos pueden
acumularse en concentraciones muy altas en el compartimiento intracelular sin
alterar significativamente la estructura y la funcidbn de las macromoléculas
citosélicas, como enzimas y proteinas (Jacobsen y Smith, 1968; Pasantes-Morales
y cols., 1991; Garcia y cols., 1991). Los principales osmolitos organicos usados
como moléculas osmoefectoras en las células de mamiferos son los aminoacidos
libres (Smith y Pierce, 1987), metilaminas (Nakanishi y cols., 1988) y polialcoholes

(Balaban y Burg, 1987) como el sorbitol y el mio-inositol (Lang y cols., 1998).



Hiperosmotico HiposméticoH'

Ki-

K* Na*

Esquema 1. Mecanismos de Regulacion del Volumen Celular. Adaptado de Okada y cols., 2001

La concentracion de cada uno de estos osmolitos varia segun la especie y tipo
celular; de esta manera varia también la importancia que tiene en la regulacion del
volumen (Pasantes-Morales y cols., 2000; Verbalis y Gullans, 1991; Sterns y cols.,
1993). Las células pueden acumular osmolitos ya sea aumentando la sintesis,
disminuyendo la degradacién o estimulando el transporte de estos. Para disminuir
la concentracion intracelular de éstos puede degradarlos o activar su liberacion

(Sanchez-Olea y Pasantes-Morales, 1993).

|. Movilizacion del CI'.
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Durante el DRV, el hinchamiento celular induce la liberacion de CI' (Hoffmann y
Simonsen, 1989). Se ha visto que la salida de estos dos iones se lleva a cabo a
través de la apertura selectiva de canales activados por hinchamiento, que
funcionan como vias difusionales, los cuales son especificos para cada ion pero
independientes (Okada y cols., 2001; Grinstein y cols., 1982; Kimelberg vy
Kettenmann, 1990). Estudios electrofisiolégicos han demostrado que el CI” sale de
la célula por su propio canal (Strange y cols., 1996). Esta via anibnica, es
permeable a un gran niamero de aniones incluyendo los de gran tamafo como
benzoato, tiocianato y sulfato (Pasantes-Morales y cols., 1994). Ademas, se ha
visto que los bloqueadores de canales de CI tienen un efecto importante en el
DRV, lo que sugiere que estos canales no so6lo son permeables al flujo de CI', sino
que también a otros osmolitos organicos incluyendo aminoacidos (Schousboe y

cols., 1991).

Durante condiciones de hiposmolaridad se presenta un aumento de la
permeabilidad anidnica en neuronas en respuesta a un incremento del volumen
celular (Pasantes-Morales y cols., 1994). Sin embargo, atn no se ha identificado la
naturaleza molecular del canal de CI" activado por volumen. Entre las moléculas
que posiblemente actiian como canales de CI durante el proceso de regulacion del
volumen se encuentran: 1) el canal CIC-2 (Grunder y cols.,, 1992); 2) la
glicoproteina-P (Gill y cols., 1992; Valverde y cols., 1992); 3) ICIn (Paulmichl y
cols., 1992) ; 4) Fosfolema (Moorman y cols., 1995; Morales-Mulia y cols., 2000);

5) canales aniénicos dependientes de voltaje (Thinnes y cols., 2000 a, b).



Il. Movilizacion del K*.

La via por la que se mueve el K asociado al DRV no esta bien caracterizada. Lo
que si se sabe es que esta via de movilizacion es especifica para el K* y bastante
impermeable a otros cationes. Sin embargo, no es claro si los canales de K* son
activados por el hinchamiento per se o por factores asociados al cambio en el
volumen celular como son: un incremento en la concentracién intracelular de Ca**
(Fernandez-Fernandez y cols., 2002), cambios en la organizaciéon del
citoesqueleto (Moran y cols., 1996), fosforilacidn de varias proteinas y la expresion
de algunos genes (Sinning y cols., 1997).

Respecto a los canales de K" involucrados en la regulacion del volumen celular, se
observan algunas diferencias notables con los canales de CI'. Asi, a diferencia de
lo que ocurre con los canales de CI', cuyas caracteristicas son esencialmente las
mismas en los distintos tipos celulares, los canales de K' que se activan por
hiposmolaridad, se han encontrado que presentan propiedades muy distintas entre
los diferentes tipos de células (Pasantes-Morales y cols., 2000). Asi, en la mayor
parte de las células epiteliales, los canales de K' activados por volumen son
dependientes de Ca?* (Pasantes-Morales y Morales-Mulia, 2000). Mientras que en
un gran nimero de tipos celulares no epiteliales los canales de K* podrian ser
activados directamente por el cambio en volumen o en osmolaridad y ser
independientes del Ca®* (Pasantes-Morales y Morales-Mulia, 2000). En linfocitos,
y en algunas neuronas, se ha encontrado que los canales de K* activados en

condiciones hiposmoéticas son canales dependientes de voltaje (Kv) (Deutsch y
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Chen, 1993). El hinchamiento celular también afecta el potencial de membrana de
acuerdo a la naturaleza y cinética de la corriente activada. Muchos tipos celulares
se despolarizan en respuesta al hinchamiento, y esta despolarizacion activa
subsecuentemente canales de K de tipo Kv durante el DRV. Esto se ha
observado en células de neuroblastoma (Falke y Misler, 1989), en donde la
despolarizacion activa en primer lugar canales cationicos inespecificos sensibles a
la tension membranal. En muchas células, hay una salida de CI" producida por
hinchamiento (Sanchez-Olea y cols., 1996), que conduce a una despolarizacion, la
cual posiblemente pueda activar a canales de K' tipo Kv, los cuales son los
candidatos a ser las vias por las que sale el K* de estas células. Existe evidencia
que respalda esta idea, Deutsch y Chen, (1993) demostraron que linfocitos T que
carecen de la habilidad de regular el volumen celular, adquieren esta habilidad al
ser transfectados con el gen de los canales Kv 1.3. Ademas, Baraban y cols.
(1997) demostraron una modulacién directa, por condiciones hiposméticas, de los
canales Kv en interneuronas de hipocampo, pero no en células piramidales de la

region CA1 (Baraban y cols., 1997).

lll. Movilizacion de aminoacidos que funcionan como osmolitos.

Aun no estan totalmente identificados los mecanismos de movilizacion de los
osmolitos organicos en el DRV. Se ha demostrado que la exposicion de diferentes
tipos celulares a medios hiposmoticos produce un incremento en los flujos de
taurina y de otros aminoacidos a través de la membrana (Lambert, 2004; Ordaz y

cols., 2004; Pasantes-Morales y cols., 2002). En estudios cuantitativos de la
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pérdida de aminoacidos en el DRV se ha demostrado que la liberacion de taurina
en respuesta al cambio de volumen es independiente del Na* extracelular y de la
temperatura, lo que descarta la participacién del transportador de este aminoacido
dependiente de Na’ en el DRV (Schousboe, y Pasantes-Morales, 1992). Se ha
encontrado, en cambio, que el movimiento de taurina en respuesta al aumento en
el volumen tiene lugar a través de vias difusionales en los que el movimiento de
taurina se encuentra dirigido Unicamente por su gradiente de concentracion

(Sanchez-Olea y cols., 1991; Schousboe, y Pasantes-Morales, 1992).

Del total de aminoacidos que existen en la naturaleza sélo algunos (alanina,
glicina, taurina, glutamato, B-alanina, y prolina) son de importancia cuantitativa
para la regulacion del volumen celular (Lambert., 2004; Pasantes-Morales y cols.,
2002). El uso consistente de uno o mas de estos aminoacidos por muchos grupos
de organismos, sugiere que tienen caracteristicas compatibles con la funciéon de la
regulacion del volumen celular (Lambert., 2004). Sin embargo, la concentracion y
movilizacion de los aminoacidos que funcionan como osmolitos, y que ademas
tienen importancia en diversas funciones metabdlicas o como transmisores
sinapticos son estrictamente regulados mediante distintos mecanismos como son:
la captura, la liberaciéon pasiva, y la biosintesis y degradacién de estos (Lang y

cols., 1998).

En este sentido, una de las moléculas osmoefectoras especialmente importante es

la taurina (Pasantes-Morales y cols., 1993; Roy y Malo, 1992; Moran y cols.,



1997). Este compuesto es un B-aminoacido sulfénico producto del metabolismo de
la cisteina, que se encuentra presente en las células animales, desde los grupos
mas sencillos hasta los mas complejos (Wright y cols.,, 1986). La taurina se
acumula intracelularmente y su gradiente de concentracion se mantiene por un
transportador dependiente de Na® (Banderali y Roy, 1992). Ademas. la taurina
cumple los requisitos de un osmolito ideal: es movilizada a través de la membrana
en respuesta a cambios en la osmolaridad y en la composicion iénica (Lambert.,
2004; Pasantes-Morales y cols., 1993). Debido a su naturaleza electroneutra
puede acumularse en el citosol sin alterar el potencial de membrana ni otros
procesos celulares; metabdlicamente es inerte, no forma parte de proteinas
(Schuller-Levis y Park, 2003) Por el contrario, todos los otros aminoacidos usados
como osmolitos tienen importancia en diversas funciones metabdlicas y como
transmisores sinapticos.

La concentraciéon de taurina en algunos tejidos es muy alta, como en el caso de la
retina, en donde alcanza valores de 50 a 70 Mm (Wright y cols., 1986; Huxtable,
1989; Schuller-Levis y Park, 2003; Lima, 1999). El trabajo realizado por Sanchez-
Olea y cols., (1996) en neuronas cultivadas muestra una gran similitud en la
sensibilidad farmacolégica, entre los flujos de taurina y de CI' activados por
hiposmolaridad, a bloqueadores de canales de CI. Por otro lado, la taurina en
células excitables de mamiferos y tejidos susceptibles a oxidacion, parece tener
una accion antioxidante (Pokhrel y Lau-Cam. 2000). Algunas funciones
antioxidantes que se proponen para la taurina son: 1) scavenger de acido
hipocloroso (HOCI) (Aruoma y cols.,, 1988); 2) disminuir la formacién de

malonaldehido y especies reactivas de oxigeno (Aruoma y cols.,, 1988); 3)
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minimizar la pérdida de la actividad de la ATPasa (Kocak-Toker y cols., 2005); y 4)
revertir el decremento de la actividad de enzimas antioxidantes, como la glutation
peroxidasa (Sener y cols., 2005; Yan y Huxtable, 1998) causado por el estrés

oxidativo (Pokhrel y Lau-Cam. 2000.

5. Fisiologia de la retina

La retina es una estructura muy especializada cuya funcién consiste en convertir la
luz en senales eléctricas que procesan las neuronas (Gordon y Bazan, 1997). Es
un tejido neural delgado que en muchas especies recibe nutrientes de la coroides
pasando por el epitelio pigmentado retinal. La retina es una preparacion accesible
para la experimentacion in vivo e in vitro y puede ser manipulada quimica y
farmacolégicamente administrando substancias por el vitreo o en medios de
incubacioén (Krebs, 1935; Cohen y Noell, 1960; Ames y cols., 1992; Tsacopoulos y
cols., 1998). Su capacidad para procesar el estimulo luminoso transformarlo y
transmitirlo a través de distintas capas celulares esta intacta en los sistemas in
vitro, por lo que es un excelente modelo para el estudio de los mecanismos de
transmision que participan en la comunicacion intercelular por neurotransmisores o

neuromoduladores.

Comparada con otras estructuras del cerebro, la retina en vertebrados es
relativamente simple. Tiene una estructura bien estratificada, con una organizacion
separada para los somas celulares (capas nucleares) y las terminaciones

sinapticas (capas plexiformes) (Gordon y Bazan, 1997) (Esquema 2). Los distintos
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estratos celulares de este tejido se organizan en la siguiente forma: 1. La capa del
epitelio pigmentado retinal, la cual estda en intimo contacto con el segmento
externo de los fotorreceptores. Esta capa celular sirve como mediador en el
intercambio de substancias entre la retina externa y la circulacion coroidal,
participa en la fagocitosis de los discos desechados por los conos y bastones; 2.
La capa de los segmentos externos, conos y bastones; 3. La membrana limitante
externa, formada por lo procesos apicales de las células de Miuller, que estan
contiguos al segmento interno de los fotorreceptores; 4. La capa nuclear externa,
compuesta por los nucleos de los fotorreceptores; 5. La capa plexiforme externa,
formada por las terminaciones sinapticas de los fotorreceptores, las células
bipolares y las células horizontales; 6. La capa nuclear interna, en donde se
localizan los cuerpos de las células bipolares, horizontales y amacrinas. También
se localizan en esta capa los somas de las células interplexiformes que son
aquellas que conectan con las capas plexiforme externa e interna; 7. La capa
plexiforme interna es otra region sinaptica en donde establecen contactos
sinapticos las células bipolares, amacrinas y las ganglionares; 8. La capa de
células ganglionares, cuyos axones forman el nervio 6ptico; 9. La membrana
limitante interna, constituida por los procesos basales de las células de Miiller, que
forman la interfase retino-vitreal (Gordon y Bazan, 1997).

Los fotorreceptores son de dos tipos, los conos y los bastones. Los bastones son
sensibles a bajos niveles de luz, mientras que los conos se estimulan a
intensidades altas de luz y ademas estan especializados en la vision a color.
Funcionalmente en la retina se encuentran dos vias sinapticas: una glutamatérgica

(fotorreceptores - células bipolares - células ganglionares) y una gabaérgica.
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Esquema 2. Esquema de la retina en el que se muestran las diferentes capas celulares de la
retina. EPR Epitelio Pigmentado Retinal; SEF Segmento Externo de los Fotorreceptores, MLE
Membrana Limitante Externa; CNE Capa Nuclear Externa; CPE Capa Plaxiforme Externa; CNI
Capa Nuclear Interna; CPI Capa Plexiforme Interna; CCG Capa de las Células Ganglionares; CFN
Capa de la Fibra del Nervio; MLI Membrana Limitante Interna. b células bipolares; i células
interplexiformes; h células horizontales; a células amacrinas; g células ganglionares; ¢ conos; cap
capilares; r bastones; ¢ conos. Tomado de Gordon y Bazan (1997) en Harding (1997).

Esta dltima esta modulada por las interneuronas, células interplexiformes,

horizontales y amacrinas (Kalloniatis y Tomisich, 1999).

Como se mencioné anteriormente, la retina de los vertebrados es un tejido neural

delgado que faciimente se puede extraer, por lo que se puede contar con un
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circuito neuronal integro. Ademas, este tejido es accesible la experimentacion in
vivo e in vitro. Esto permite que la retina sea un buen modelo para el estudio de
los mecanismos de regulacién que participan en la comunicacion interneural por
neurotransmisores o neuromoduladores (Krebs, 1935; Cohen y Noell, 1960; Ames
y cols., 1992; Tsacopoulos y cols., 1998).

La retina contiene tanto sinapsis eléctricas (uniones comunicantes) como sinapsis
quimicas, con mayor predominancia de estas ultimas (Mariani, 1984). Las sinapsis
eléctricas se forman generalmente entre neuronas del mismo tipo, como es el
caso de los fotorreceptores y las células horizontales (Mariani, 1984). En los
fotorreceptores existen dos tipos de sinapsis quimicas con una morfologia distinta,
las sinapsis que presentan una estructura caracteristica llamada cinta sinaptica y
las sinapsis basales (Mariani, 1984). Las sinapsis con cinta sinaptica se
establecen entre receptores, especificamente conos (presinapsis); y las dendritas
de células horizontales (postsinapsis) (Mariani, 1984). Las sinapsis basales se
establecen especificamente entre conos (presinapsis) y células bipolares
(postsinapsis). Las terminales presinapticas de las células bipolares contienen, al
igual que los fotorreceptores, la cinta sinaptica, las cuales hacen sinapsis con las

células ganglionares (Mariani, 1984).

La mayor parte de los estratos celulares de la retina contienen, ademas de los
neurotransmisores clasicos (gutamato, GABA y glicina) (Kalloniatis y Tomisich,
1999), una concentracidon muy alta de taurina y su funcion precisa se desconoce
(Militante y Lombardini, 2002). El 80% de la taurina se encuentra en los

fotorreceptores y se ha propuesto que podria participar en el mantenimiento de la
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estructura y la viabilidad de los estas células, con un mecanismo poco conocido
(Schmidt y cols., 1976; Pasantes-Morales y cols., 1986; Militante y Lombardini,
2002). En experimentos en gatos a los que se alimenté con dietas deficientes de
taurina se observé una desorganizacion de los segmentos externos de los
fotorreceptores, lo que resulté en una subsecuente muerte celular y pérdida de la
vision (Pasantes-Morales y cols., 1986). Como ya se menciond, una propuesta,
que cuenta con evidencia experimental solida, es que la taurina participa como un

osmolito en el control del volumen celular.

6. Radicales libres y retina

Debido a su alto consumo de oxigeno, la retina es altamente susceptible al dano
producido por especies reactivas de oxigeno (ERO). Se sabe que
aproximadamente el 2% del oxigeno utilizado en la retina es convertido a radicales
libres de oxigeno (Boveris y Chance, 1973). Este alto consumo de oxigeno se
realiza principalmente en los fotorreceptores debido, probablemente, a un
aumento en el metabolismo de estas células durante el proceso de
fototransduccion (Zuckerman y Welter, 1982). Por otro lado, la presencia de un
alto porcentaje de acidos grasos poliinsaturados en la membrana del segmento
externo de los fotorreceptores los hace particularmente susceptibles al dafo
oxidativo (Fliester y Anderson 1983). Esta proximidad espacial entre acidos grasos
poliinsaturados y mitocondrias hace que los discos intermembranales del
segmento externo de los fotorreceptores estén continuamente expuestos a estrés

oxidativo en condiciones fisiolégicas (Fliester y Anderson 1983). La susceptibilidad
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de los acidos grasos poliinsaturados al dafo oxidativo, puede comprometer la
viabilidad membranal, debido a que la oxidacion de estos acidos grasos genera

una serie de reacciones que tienden a autopropagarse (Kehrer, 1993).

Las especies reactivas de O, (ERO) o radicales libres, son derivados del oxigeno
que tienen desapareado un electron de su ultimo orbital. Las ERO estan
involucradas en una variedad de procesos fisiolégicos y son generadas en los
tejidos a través de reacciones metabdlicas en donde participan oxigenasas y
oxidasas (Gutteridge y Halliwell, 1989; Bonne y cols., 1998). Entre las ERO
encontramos el anién superdxido (Oz7), el peroxido de hidrogeno (H20;) y el
radical hidroxilo (OH), este ultimo es el mas reactivo y puede ser generado a partir

del H,O, mediante reacciones de Fenton o Haber-Weiss (Bonne y cols., 1998).

7. Edema celular en la retina

Como se menciond anteriormente, el edema isosmotico en el cerebro esta
asociado a patologias como la isquemia, la encefalopatia hepatica, y la epilepsia.
En la retina también existen algunas patologias a las que se asocia un incremento
de volumen celular, entre ellas pueden citarse la degeneracion retiniana, el
glaucoma, la retinopatia diabética y la retinopatia hipertensiva (lto y cols., 1995;
Cringle y cols., 1992; Zhang y cols., 1991). Los cuadros de isquemia y reperfusion
son causa de edema y degeneracion macular (Finkelstein, 1992; Gehlbach y

Purple, 1994a,b; Iversen, 1991). Los mecanismos que generan edema celular en
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estas patologias son, en general, los mismos que se asocian a un cuadro

isquémico en el cerebro.

|. Edema Anisosmotico

Estudios realizados por Moran y cols., (1991), indican que al exponer la retina de
rata a una reduccion en la osmolaridad se produce un aumento en el volumen
celular acompanado de una rapida liberacion de taurina. Aunque aun no se tienen
identificadas cuales son las neuronas que liberan taurina subsecuentemente a una
estimulacion con hiposmolaridad. En las retinas de rata incubadas con luz hay una
gran captura de taurina por los fotorreceptores, las células amacrinas, las células
bipolares y las células de Miller, por lo que la liberacidon de taurina asociada al
hinchamiento puede ocurrir en cualquiera de estas células. Ademas, la liberacion
de taurina, estimulada por hiposmolaridad, en la retina de rata es sensible a
bloqueadores de canales de CI' (Moran y cols.,, 1991), como sucede en la
liberacion de taurina estimulada por hiposmolaridad en astrocitos y células
granulares en cultivo (Pasantes-Morales y cols., 1990); esto demuestra la similitud

en el mecanismo de liberacion de taurina en estas células y en la retina de rata.

Il. Edema Isosmaotico:

La liberacion de osmolitos no sélo se observa bajo condiciones de estrés
osmotico, sino que, también se puede observar en condiciones en las cuales no se

ve afectada la osmolaridad del medio externo. Esta liberacion de osmolitos en
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condiciones isosmoticas es estimulada por dos situaciones: 1) aumento de la

concentracion de K* extracelular; y 2) bajo condiciones de estrés oxidativo.

a) Condiciones de K" extracelular elevado

El hinchamiento producido en las células retinianas en respuesta a los altos
niveles de K* fue descrito por primera vez por Olney y cols. (1986) en retinas de
embriones de pollo. El cambio en el volumen celular producido por una
concentracién elevada de K* extracelular se debe a la acumulacién intracelular de
este ion en las células de la retina, seguido por la entrada de CI y agua
osmoéticamente obligada (Schousboe y cols. (1990). Schousboe y cols. (1990)
describieron que la liberacion de taurina, inducida por altas concentraciones K* en
el medio externo, es muy parecida a la liberacién estimulada por una reduccion en
la osmolaridad en neuronas granulares de cerebelo. Dicha liberacion es
dependiente de CI" y es inhibida por el DIDS, un bloqueador de los canales de ClI-
(Schousboe y cols., 1990). Esta liberacion de taurina también fue reportada por
Moran y cols., (1991) en la retina de rata, donde también mostraron un efecto

inhibitorio del DIDS.

Existe una diferencia en la liberacién de osmolitos producida por hiposmolaridad y
la producida por alto K*, siendo de mayor proporcién en condiciones hiposméticas,
esto, posiblemente a que el hinchamiento celular es mas rapido en el primer caso.

(Ochoa-de la paz y cols., 2002; 2005).
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b) Estrés oxidativo.

Como se menciono anteriormente, la retina y en particular los fotorreceptores son
muy susceptibles a la oxidacién de los lipidos en la membrana debido, por una
parte, al requerimiento muy alto de oxigeno en el tejido, y, por otra, a la presencia
de una alta proporcion de acidos grasos poliinsaturados en las membranas de los

fotorreceptores (Fliester y Anderson, 1983).

Existen algunas retinopatias en las que se observa un cuadro de estrés oxidativo;
algunas de estas patologias son: la degeneraciéon retiniana, la degeneracion
macular debido al rompimiento de capilares (lto y cols., 1995) y los cuadros de
isquemia-reperfusion, que son causa de edema y degeneracion macular
(Finkelstein, 1992; Gehlbach y Purple, 1994a,b; Iversen, 1991). En la retinopatia
diabética, la presencia de microaneurismas en la vasculatura ocular puede llevar a
cuadros de anoxia en la retina y la consiguiente generacion de radicales libres

(Cringle y cols., 1992; Zhang y cols., 1991).

Los cuadros de lipoperoxidacion, producidos por las ERO, provocan que las
membranas se vuelvan permeables a distintos componentes intracelulares y
extracelulares. Como consecuencia, iones extracelulares, en particular Na*, CI', y
Ca®* son capaces de pernear al interior celular. Esta entrada de Ca®' y su
acumulacion subsecuente en el citosol puede inducir muerte celular (Jefferys y
Hass, 1982, Gilgun-Sherki y cols., 2002). La entrada de Na* y CI" junto con agua

osméticamente obligada, lleva a un incremento de volumen celular, lo cual puede
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exacerbar el cuadro peroxidativo (McManus y Churchwell, 1994; Jefferys y Hass,

1982).

Durante la isquemia, la baja en la carga energética permite la acumulacién de Na*
seguida de CI' y agua, causando edema celular (Jefferys y Hass, 1982, Taylor y
Dudek, 1982). Ademas, durante la isquemia se generan cuadros de
lipoperoxidacion de las membranas (Taylor y Dudek, 1982) causando una
desbalance i6nico con una nueva fase de edema y acumulacién intracelular de
Ca®* lo que produce muerte celular (Jefferys y Hass, 1982). Durante esta nueva
fase de edema, se pueden liberar aminoacidos excitadores, en especial el acido
glutamico, y esto puede contribuir a la fase de muerte neuronal producida por
excitotoxicidad (Jefferys y Hass, 1982, Macdonald y Stoodley, 1998). Se sabe que
el acido glutamico también se libera de las neuronas y de los astrocitos en cultivo
en respuesta un incremento de volumen celular producido por condiciones
hiposméticas (Butterworth, 2003) y es posible pensar que se de una liberacion de
acido glutamico también en el edema que se presenta en condiciones isosmoéticas,

como en el caso de la lipoperoxidacién y la isquemia.

En la retina, los cuadros de isquemia-reperfusién generan cambios bioquimicos y
morfolégicos, los cuales pueden ser parcial o totalmente prevenidos con
antioxidantes (Vériac y cols., 1993). Estos cambios han sido asociados a algunas
patologias de la retina como las mencionadas anteriormente, y que se detallan a

continuacion, haciendo énfasis en los procesos de estrés oxidativo. Ademas,
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algunos estudios sefalan la formacion de radicales libres de oxigeno durante los

cuadros de isquemia-reperfusion (Vériac y cols., 1993: Bonne y cols., 1998).

La degeneracion macular esta caracterizada por la atrofia del disco macular. Las
células mas afectadas son los fotorreceptores y el epitelio pigmentado retinal.
Evidencia obtenida a partir de estudios en animales indica que el papel de los
radicales libres producidos por una exposicion a la luz es un factor potente para
producir esta enfermedad (Noell y cols. 1966; Pasantes-Morales y cols., 1986).
Noell y cols. (1966) fueron los primeros en sugerir un mecanismo de dafio celular
producido por la luz. Esto es debido a que, como ya se menciond, los segmentos
externos de los fotorreceptores contienen altas concentraciones de acidos grasos
poliinsaturados en los discos membranales (Fliester y Anderson, 1983). Ademas,
esta region esta expuesta a tension de oxigeno, cercana a los valores encontrados
en la sangre arterial. Estos acidos grasos poliinsaturados son altamente
susceptibles a un ataque oxidativo en la presencia de oxigeno o de ERO (Fliester
y Anderson, 1983). Esto se debe a que la reacciéon de un sélo radical libre de
oxigeno con un acido graso poliinsaturado es capaz de producir una reacciéon en
cadena en la cual pueden involucrarse varios acidos grasos poliinsaturados,

resultando en un proceso denominado autooxidacion (Winkler y cols., 1999).

En el caso de la retinopatia diabética, se presenta una glicosilacién de proteinas,
las cuales generan radicales libres, y la deplecién de la glutation peroxidasa
provocando un dafno oxidativo en el tejido. Los radicales libres de oxigeno también

han sido asociados a esta patologia. Como ya se menciono, debido a la gran
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cantidad de acidos grasos poliinsaturados que contiene la retina y a la elevada
disponibilidad de oxigeno, un estimulo de hipoxia/isquemia/reperfusion es
suficiente para iniciar la cadena oxidativa de los radicales libres (Kehrer, 1993). La
oxidacion de los acidos grasos polinsaturados trae como consecuencia la
produccion de H,O,, que junto con la alta disponibilidad de oxigeno y la presencia
de Fe?*, favorecen el dafio celular por radicales libres. Diversos estudios (Augustin
y cols., 1993; Iborra y cols., 1994; Montoliu y cols., 1996; Verdejo y cols., 1997,
Todea, 1994; Ophir y cols., 1993) demuestran la susceptibilidad de la retina y el
nervio optico al ataque oxidativo. Ademas, muestran que hay mayores niveles de

radicales libres en pacientes con retinopatia diabética proliferativa.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tomando en cuenta los antecedentes acerca de la presencia del edema celular y
el estrés oxidativo en condiciones isquémicas (edema citotéxico), asi como la
liberacion de aminoacidos excitadores bajo estas condiciones, en el presente
trabajo se estudié la relacion que puede existir entre el edema celular y el estrés

oxidativo en funciéon de la liberacion de aminoacidos.
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OBJETIVOS

Objetivo principal:

“Investigar si existe una relacién entre el edema celular y el estrés oxidativo, en

funcion de la liberacion de aminoacidos en la retina”.

Con tal finalidad, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Examinar si hay una liberacién de acido glutamico y taurina bajo condiciones
de estrés oxidativo en la retina.

2. Determinar si la liberacion de acido glutamico y taurina se debe a un
incremento de volumen celular o a las condiciones de estrés oxidativo.

3. Caracterizar la via de liberacién de acido glutamico y taurina en condiciones de

estrés oxidativo.

METODOLOGIA

Aislamiento de la retina y medios de incubacion

Se utilizaron pollos de 1 a 5 dias de nacidos. Estos se adaptaron a la obscuridad
por un periodo de una hora, posteriormente, se sacrificaron por decapitaciéon bajo
luz roja y se retiraron los globos oculares (enucleacién) para después cortar

ecuatorialmente (hemiseccion) y extraer cuidadosamente la retina, evitando que
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saliera unida al epitelio pigmentado. Inmediatamente, las retinas fueron
sumergidas en un medio isosmoético Krebs-Hepes normal (MKN) frio, el cual
contenia (en mM): NaCl, 135; KH,PO4, 1.17; KCI, 4.7; CaCl, 1; Glucosa, 5;
MgSO,, 1.17; HEPES, 10; el pH se ajusté a 7.4 y la osmolaridad a 300 mosm. Los

medios hiperosmoéticos fueron ajustados a 400 mosm con sorbitol.

Liberacion de aminoacidos

Las retinas completas se incubaron en MKN con *H-taurina o *H-acido glutamico
(0.5 y 1 uCi, respectivamente) durante 15 minutos, para los experimentos con
acido glutamico, y 25 minutos para los experimentos con taurina, en agitacion
constante, a 37 °C. Posteriormente, las retinas se lavaron durante 25 minutos con
MKN a 37 °C en agitacion. Finalmente, las retinas se colocaron en multipozos que
contenian 1 ml de MKN cada uno.

Para determinar la liberacion de aminoacidos, se hicieron perfusiones estaticas y
perfusiones continuas. Las perfusiones continuas se realizaron de la siguiente
manera: Durante 35 minutos, las retinas se cambiaron de un pozo a otro con las
condiciones experimentales. Este cambio se realizé cada 5 minutos. Los primeros
5 minutos de liberacion fueron bajo condiciones control (MKN) y los 30 minutos
restantes fueron bajo condiciones experimentales (MKN + H,0,). Para las
perfusiones estaticas, las retinas se colocaron y mantuvieron en condiciones
experimentales durante un periodo de 20 minutos. Terminado el tiempo de

perfusion, las retinas se colocaron en viales de centelleo para medir la
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radioactividad restante en el tejido. Los datos se reportan como porcentaje de
radioactividad en cada fraccion colectada con respecto al total de radioactivo
capturado (suma de radioactivo de todas las fracciones y el radioactivo restante en

el tejido después del experimento).

Se utilizaron los siguientes bloqueadores de canales de CI: el DIDS (4,4-
diisothyocinato-stylbeno-2-acido disulfénico) 500 uM, el NPPB (5-nitro2-[3-
phenylpropylamino] acido benzoico) 100 pM y el acido niflimico 600 puM. Las
concentraciones utilizadas en este trabajo, ya han sido las reportadas previamente
en otros estudios (Gonzalez y cols., 1995; Strange y cols., 1996; Pasantes-
Morales, 1996; Kirk, 1997; Moran y cols., 1997; Franco y cols., 2001). En estos
experimentos, las retinas fueron preincubadas durante 15 minutos en presencia
del farmaco. Ademas, estos farmacos estuvieron presentes todo el tiempo de la

perfusion.

Liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH)

La integridad membranal de las retinas se determiné mediante la liberacion de la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) al medio extracelular, la cual es un
marcador de dafno membranal (Saransaari y Oja, 1998). En este ensayo
colorimétrico, el dinucléotido B-adenina nicotamida (NAD) es reducido a NADH a

través de la conversiéon de lactato a piruvato producida por la LDH. Esta reacciéon
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puede ser cuantificada mediante espectrofotometria. La liberacion de LDH es
proporcional al dano membranal.

Los tejidos se expusieron a condiciones control (MKN) y a condiciones de estrés
oxidativo (H2O, 0.1 y 1 mM) durante distintos tiempos (5 y 25 minutos). Después
del tiempo de exposicion, el tejido se homogenizé y se tomaron alicuotas de 0.1 ml
de cada muestra, las cuales se adicionaron a la mezcla de reaccion, la cual
contenia: 1) Buffer de fosfatos 0.05 M, pH de 7.5; 2.8 ml para cada muestra; 2)
NADH (10 mg en 1.5 ml de buffer), 0.05 ml para cada muestra; y 3) Piruvato de
sodio en buffer de fosfatos (2.18 mg / ml), 0.05 ml por muestra. El volumen final de
cada muestra fue de 3 ml. El piruvato de sodio fue el Gltimo en ser adicionado a la
mezcla, ya que es el que da inicio a la reaccion enzimatica de la LDH. Después de
aplicar el piruvato de sodio, se determiné la actividad enzimatica en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 340 nm. La integridad membranal se
midié como el porcentaje de LDH liberada de la LDH total determinada (de nuevo,
el total fue calculado como la suma de la LDH liberada y la restante en el tejido

después del experimento).

Conteo de ganancia de agua en el tejido

Los cambios de volumen celular se determinaron cuantificando la ganancia de
agua y de *H 3-O-Methy-D-Gucosa (3-OMG) en la retina (Ochoa-de la Paz, 2002;
2005). Para calcular esto, se cuantifico6 el peso de las retinas antes del
experimento. Para esto se quitd el exceso de MKN del tejido y se peso en una

balanza analitica. Posteriormente, las retinas se expusieron a condiciones control
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(MKN), o a condiciones experimentales (H,02), durante 20 minutos. Después de
este tiempo se volvié a determinar eI} peso de los tejidos. El 3-OMG se agreg6 al
medio durante los ultimos 3 minutos de la incubacién. A los 2.5 minutos se agregé
floretina 1mM para detener la captura. Las retinas se lavaron, pesaron y el

contenido de radioactivo se determiné.
Analisis Estadisitico

El analisis estadistico se realiz6 mediante una prueba de comparaciéon ml]vltiple
(anova unifactorial) mediante el método de Student-Newman-Keuls para los
experimentos de perfusion estatica. Para el caso de los experimentos de perfusion
continua los datos se analizaron mediante una prueba de Anova bifactorial,
también mediante el método Student-Newman-Keuls. En ambos casos, los datos
se valoraron como significativamente diferentes cuando el valor p fue menor de

0.05.
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RESULTADOS
Liberacion de aminoacidos en condiciones de estrés oxidativo

En la primera parte de este trabajo, se caracterizé la liberacién de aminoacidos en
respuesta al estrés oxidativo. Dicha condicion fue inducida por H,O, a diferentes
concentraciones (100, 200 y 300 pM), adicionado al medio extracelular. Los
aminoacidos examinados fueron el acido glutamico y ia taurina, utilizando

trazadores radioactivos para el seguimiento de la liberacion.

El efecto del H,O,, durante 30 minutos, sobre la liberaciéon del acido glutamico y la
taurina se presenta en las figuras 1 y 2, respectivamente. El H,0O,, indujo la
liberacion de ambos aminoacidos, y este efecto fue dependiente de Ia
concentracién. Para el caso del acido glutamico, la liberacidn en condiciones
control fue de 47.74 + 2.61% del total del aminoacido capturado (aminoacido
liberado mas aminoacido restante en el tejido después de terminar el
experimento); 84.11 £ 2.02 %, cuando se utilizé H,0, 100 uM; 90.1 + 0.95 % en
presencia de 200 uM de H;0, y 93.4 + 0.82 % con H,0, 300 uM. Estos valores se
obtuvieron después de 30 minutos de exposicién de las retinas al H,O, (Figura
1A). Como se puede ver, el H,O, a una concentraciéon de 100 uM fue suficiente
para inducir la liberacién de acido glutamico. Con la finalidad de caracterizar la

cinética
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A) Liberacién de 3H acido glutamico en condiciones
de estrés oxidativo. Perfusion estatica.
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B) Liberacién de 3H acido glutamico en condiciones
de estrés oxidativo. Perfusién continua.

—@— MKN

167 _o H,0,100,m

= -
N £
1 L
*
*

-
N o o
Il
*

%de liberacion de 3H glutamato
(del total capturado)
&

N
1

<

5 M H202 100uM

0 5 10 15 20 25 30
minutos

Figura 1. Liberacion de ®H 4cido glutamico producida por H,O,. (A) Las retinas se expusieron a
diferentes concentraciones de H,O, (100, 200 y 300 pM) durante 30 minutos. (B) Liberacion
producida en una perfusién continua bajo condiciénes control (-e-) y liberacioén estimulada por H,0,
100 puM (-o-)durante 30 minutos. Los tejidos se incubaron con 0.5 puCi de ®H-acido glutamico. Los
primeros 5 minutos son de liberacién basal. Los datos representan el radioactivo liberado durante
35 minutos expresado como el % del total incorporado al tejido. Las mediciones son el promedio de
6 a 8 experimentos separados + SE. A)*p<0.05 vs MKN; # p<0.05 H,O, 200uM vs 100 uM. valor F=
144.3. B) *p<0.05 H,0, vs MKN; valor F= 16.29
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de liberacion de este aminoacido se realizé una perfusion continua en presencia
de H,0, 100 uM (Figura 1B). Las retinas comenzaron a liberar *H-acido glutamico
a partir de los 10 minutos de exposicion. La mayor liberacion de este aminoacido

se observo a los 20 minutos de exponer las retinas al H;0, (11.15 + 0.64 %).

La diferencia entre la perfusion estatica y la continua, en cuanto a la cantidad de
aminoacido liberada, se debe posiblemente a los diferentes tiempos de colecta en

cada perfusion.

El H,O, también estimulé la liberacidon de la taurina y su efecto también fue
dependiente de la concentraciéon. Los datos obtenidos de la liberacion para este
aminoacido fueron: 24.6 + 0.25 %, en condiciones control; 49.78 + 9.07 % en

medios con H,0, 100 uM; 62.06 + 5.81% en presencia de H,O, 200 uM; y 70.34 +

5.06 %, con H,O, 300 uM (Figura 2A).

La cinética de liberacion del acido glutamico y de taurina en condiciones control
presenta una tendencia a disminuir conforme pasa el tiempo, a diferencia de la
liberacion inducida por H,0,. Esto se debe a un exceso de marca radioactiva
sobre el tejido, la cual es removida mediante el cambio de MKN, alcanzando un
nivel estable a los 25 minutos del experimento. Después de que este exceso de
radioactivo es eliminado, la liberacion de aminoacidos se mantiene estable durante

los ultimos 10 minutos de los experimentos.
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A) Liberacién de 3H taurina en condiciones
de estrés oxidativo. Perfusion estatica.
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Figura 2. Liberacion de *H-taurina producida por H,O,. (A) Las retinas se expusieron a diferentes
concentraciones de H,O, (100, 200 y 300 puM) durante 30 minutos. (B) Liberacién producida en
perfusion continua, control (-e-) y liberacion estimulada por H,O, 100 uM durante 30 (-o-) minutos.
Los tejidos se incubaron con 1 puCi de ®H taurina. Los primeros 5 minutos son de liberacién basal.
Los datos representan el radioactivo liberado durante 35 minutos expresado como el % del total
incorporado al tejido. Las mediciones son el promedio de 6 experimentos separados + SE. A)
p<0.05 H,0, vs MKN valor F=21.250; # p<0.05 H,0, 300pM vs H,O, 100 uM y 200 uM. B) Valor
F=16.589; p<0.05 H,0, 100 uM vs MKN a ese tiempo de la perfusion.



La cinética de liberacién de taurina inducida por H,O, 100 uM, durante 30 minutos
de exposicion, se muestra en la figura 2B. La liberacion de la taurina fue muy
similar a la liberaciéon observada para el acido glutamico. La mayor liberacién de
taurina se observé de los 15 a los 25 después de haber comenzado la exposicién

al H,O,, alcanzando una liberacién maxima de 13.2 %, a los 25 minutos.

Determinacion de la Integridad Membranal

Considerando que los radicales libres atacan los fosfolipidos de las membranas
celulares, produciendo dafos en la integridad de las mismas; y tomando en cuenta
que esto podria producir una liberacion de componentes intracelulares, como
aminoacidos, a través de las membranas celulares danadas, la siguiente etapa en
este trabajo fue determinar si la liberacion de acido glutamico y de taurina,
inducida por el H,0O,, se debia a un dafo en la integridad membranal de las

células de las retina, causado por H20.

Para saber si el H,O; estaba afectando la integridad membranal de las células de
la retina, se realizé la técnica de liberaciéon de la LDH, (ver métodos), la cual ha
sido reportada como una técnica para determinar dafno membranal (Pellegrini-
Giampietro y cols., 1990; Cherici y cols., 1991; Saransaari y Oja, 1998). En la
figura 3 se muestra la liberacién de la LDH de las retinas en presencia o ausencia

de H,02, 100 uM y 1 mM.

42



Liberacion de LDH del tejido; en condiciones de lipoperoxidacion
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Figura 3. Liberacién de la enzima LDH estimulada por H;O; 100 pM y 1 mM. La mayor liberaciéon
de LDH se observé cuando las retinas fueron expuestas a H,O, 1mM durante 5 y 25minutos. Los
resultados son el promedio de (n) experimentos por separado + SE. F=7.099; *=p<0.05 vs 0.1 mM;
# = p<0.05 vs MKN.

La liberaciéon cuantificada de LDH en condiciones control fue de: 48.86 + 7.86% y
63.54 + 2.96% del total de LDH intracelular; a 5 y 25 minutos respectivamente de
permanecer en MKN, mientras que la liberacién de LDH en presencia de H,0»
(100uM) fue de 61.43 + 3.99% y 57.62 + 6.56%, a 5 y 25 minutos de exposicion
respectivamente. Es importante notar que la liberacién de LDH en condiciones
control (MKN), y la liberacibn en presencia de 100 uM de H;0O,, no son

significativamente diferentes. Sin embargo, la liberacion de LDH aumenté



significativamente (p<0.05) cuando las retinas fueron expuestas a H,O, 1mM. Los
datos obtenidos para esta condicion experimental fueron de 80.67 + 2.96 % y
88.67 + 2.18 % a 5 y 25 minutos de exposiciéon a H,0,, respectivamente. Estos
datos nos sugieren que la liberacién de aminoacidos, observada en presencia de
H,0O, 100 uM, no es producto de un dafo en las membranas de las células de la

retina causado por radicales libres.

¢La liberacion inducida por el H,O, esta asociada a un mecanismo de

hinchamiento celular?

Como ya se menciond, el ataque de los radicales libres a la membrana celular
puede alterar la permeabilidad de la misma, y producir un desbalance iénico. Este
desbalance i6nico cual puede traer como consecuencia un incremento de volumen
celular. Se sabe, ademas, que la retina en condiciones de edema isosmotico,
libera osmolitbs, entre los que se encuentran aminoacidos como el acido glutamico
y la taurina. Esta liberacién de aminoacidos se da en respuesta a un incremento
de volumen celular, con la finalidad de restablecer el volumen inicial de las células
(Pasantes-Morales y cols., 1999). Tomando en cuenta estos antecedentes, el
siguiente objetivo de este trabajo fue determinar si la liberacion de acido glutamico
y taurina estaba asociada a un incremento del volumen celular producido por

condiciones de estrés oxidativo.
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Para determinar si la presencia de H;O, exégeno producia un hinchamiento
celular, se midié la ganancia de agua en el tejido, determinado por el peso del
tejido y la captura de 3-OMG durante condiciones control y condiciones
experimentales (ver métodos) (Ochoa-de la Paz y cols.,, 2002, 2005). Los
resultados obtenidos en esta fase del trabajo, mostraron que no hubo ganancia de
agua en el tejido en condiciones de estrés oxidativo, comparada con la condicion

control (Figura 4.)

Conteo de ganancia de 3-OMG en condiciones de estrés oxidativo
0.008 -

0.006

0.004 -
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0.002 H

0.000 -
MKN H,0, 100 uM

Figura 4. Ganancia de 3-OMG en retinas expuestas a H,O, 100 uM, durante 20 minutos. Valor F =
0.944. Las mediciones son el promedio de 2 experimentos separados + SE. Valor F=0.944. Note
que no se observo diferencia significativa en la captura de 3-OMG por la presencia de H,0, (n=9).

Ademas del conteo de ganancia de 3-OMG, otra estrategia utilizada para
determinar si la liberacién de acido glutamico y de taurina se debia a un
incremento de volumen celular fue la cuantificaciéon de la liberacion de estos

aminoacidos en presencia de un medio extracelular hiperosmético. Esto, debido a
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que se sabe que las condiciones de hiperosmolaridad, no permiten un aumento de
volumen celular y, al no haber hinchamienfo celular, no hay liberacién de
aminoacidos (Pasantes-Morales y cols., 1999). Asi, si la liberacién de aminoacidos
inducida por el H,O,, observada en este trabajo, era consecuencia de un aumento
de volumen celular, entonces dicha liberacién hubiese sido inhibida en presencia

de un medio hiperosmético.

El efecto del medio hiperosmético sobre la liberacion del acido glutamico y de
taurina, inducida por el H,O,, se presenta en la figura 5. Los valores obtenidos
para la liberacion del acido glutamico fueron: 37.93 + 2.63%, en condiciones
control (MKN); 76.6 + 4.5 %, en presencia de H,0O, 100 uM; y 71.82 + 3.31% (del
total de aminoacido radioactivo capturado) en medios hiperosmético con H,O, 100
uM (Figura 5A). . Estos datos se obtuvieron después de 20 minutos de exposicion
de las retinas a las diferentes condiciones experimentales. En el caso de la
liberacion de taurina los valores observados fueron de 24.11 + 1.6%, en
condiciones control; 42.9 + 2.6 %, en medios con H,O2 100 uM; y 39.6 + 1.54 % en
preéencia de medios hiperosméticos junto con H,O2 100 uM (Figura 5B).

La liberacién de acido glutamico producida por el H,O, en presencia del medio
hiperosmético, con respecto a la liberacién inducida por H,O, en condiciones
isosmoéticas, es menor y significativamente diferente (p < 0.05). Sin embargo, esta
liberacién producida por H,O, también es significativamente distinta a la liberacién

observada en condiciones control (Figura 5A), observada en condiciones de



hiperosmolaridad, sugiriendo que la liberacibn de este aminoacido no esta

asociada a un incremento en el volumen celular.

A) Liberacion de 3H acido glutamico en condiciones
de hiperosmolaridad.
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B) Liberacién de 3H taurina en condiciones de hiperosmolaridad.
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Figura 5. Efecto del medio hiperosmético (400 mOsm) sobre la liberacién inducida, de glutamato
(5A) y de taurina (56B), por H,O, 100 pM. Las retinas se incubaron durante 20 minutos. El medio
hiperosmético sélo estuvo presente durante el tiempo de exposicion al H,O,. Los medios
hiperosméticos fueron ajustados con sorbitol. Los datos representan el radioactivo liberado
expresado como el % del total incorporado al tejido. Las mediciones son el promedio de, al menos,
4 experimentos separados + SE. A)* p<0.05 vs MKN; # p<0.05 Hiperosmético vs H,O, valor F=
16.268 (n=4); B)* p<0.05 vs MKN valor F=5.049. Note que no hay diferencia en la liberacién
inducida por el H,O y en condiciones de hiperosmolaridad (n=9).

47



Efecto de bloqueadores de canales de CI° sobre la liberacion de
aminoacidos. Posible activacion por H;0..

En la parte final de este trabajo, tratamos de caracterizar la via de movilizacién de
taurina y de acido glutamico bajo condiciones de estrés oxidativo. Para esto, se
utilizaron bloqueadores de canales de CI', DIDS (500 uM), NPPB (100 uM) y acido
niflimico (600 uM) (Gonzalez y cols., 1995; Strange y cols., 1996; Pasantes-
Morales, 1996; Kirk, 1997; Moran y cols., 1997; Franco y cols., 2001) en presencia
de H20, 100 pM. La liberacibn de ambos aminoacidos inducida por el H20O, fue
disminuida con los tres bloqueadores de canales de CI" (Figura 6). La liberacion de
acido glutamico fue inhibida en presencia del DIDS, mientras que el NPPB y el
acido niflumico tuvieron un menor efecto reduciéndola de 82.22 + 4.61% en
presencia de H,0, a 58.14 + 3.02 % y 60.17 + 1.8 % respectivamente (Figura 6A).
Por otro lado, la liberacién de taurina también fue inhibida completamente por el
DIDS, seguida por el NPPB de 47.95 + 2.86 % en presencia de H,0O,, a 37.79 +
1.088%; y el acido niflamico 34.36 + 2.49 % (Figura 6B). El efecto del DIDS sobre
la liberacién de los aminoacidos, ademas fue significativamente diferente de la
observada en presencia de cualquiera de los otros dos bloqueadores utilizados.

La inhibicion de la liberacibn de aminoacidos, en presencia de H;O,, en
condiciones isosméticas, producida por los bloqueadores de canales de CI” ha sido
poco estudiada (Haskew-Layton y cols., 2005; Lambert 2003). Haskew-Layton y
cols., (2005) también observaron una liberacion de aminoacidos (acido aspartico)

bajo condiciones isosmoéticas y en presencia de H,0..
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A) Liberacién de 3H acido glutamico en presencia de
bloqueadores de canales de CI'.
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B) Liberacién de 3H taurina en presencia de bloqueadores
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Figura 6. Efecto de bloqueadores de canales de CI sobre la liberacion, de acido glutamico (A) y de
taurina (B).inducida por H,0, 100 uM. DIDS (500 uM) NPPB (100 uM) y el Acido Niflimico (600
uM) estuvieron presentes durante el tiempo de exposicion al H,O,. Los datos representan el
radioactivo liberado expresado como el % del total incorporado al tejido. Las mediciones son el

promedio de 4 experimentos separados + SE. * p<0.05 vs H,0, 100 uM; # p<0.05 vs NPPB y A.N_;
A) F=21.692; B) F=27.208
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DISCUSION

Las condiciones que se sabe que causan dafno neuronal, en general, inducen una
gran liberacién de aminoacidos, como la taurina y el acido glutamico (Haddad y
Jiang, 1993; Hara y cols., 1993; Saransaari y Oja, 1998). Esta liberacién puede
deberse a una apertura indiscriminada de canales aniénicos (Pasantes-Morales y
cols., 1991, 2000, 2002) o mediante la fuga de componentes intracelulares a
través de membranas celulares dafadas por el ataque de radicales libres. Esto
debido a que, como ya se dijo, la membrana plasmatica de las neuronas es rica en
acidos grasos poliinsaturados los cuales son susceptibles a un ataque por
radicales libres. Ademas, la actividad de componentes de las membranas,
incluyendo la ATPasa Na'/K* y la ATPasa de Ca ?*, puede ser alterada por los
radicales libres (Rohn y cols., 1993). Como consecuencia, la lipoperoxidaciéon
podria llevar a un incremento generalizado en la permeabilidad de la membrana
celular. Los radicales libres también han sido implicados en la generacién de

muerte neuronal en el sistema nervioso central (Gilgun-Sherki, y cols., 2002).

Este trabajo se realizé con la finalidad de establecer si habia una relaciéon entre el
edema celular y el estrés oxidativo, en funcion de la liberacién de aminoacidos, en
condiciones de isosmolaridad. Ante la presencia de H>O; las retinas respondieron
con una liberacioén de acido glutamico y de taurina, estimulada con H,0O- (Figuras 1
y 2). Esta liberacion de aminoacidos, como respuesta a condiciones de estrés
oxidativo, también ha sido observada en neuronas corticales en cultivo (Mailly y

cols., 1998), en células del musculo esquelético (Ortenblad y cols., 2003), en
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rebanadas de hipocampo de rata (Pellegrini-Giampietro y cols., 1988; Saransaari y
Oja, 1997; Saransaari y Oja, 2000), y en sinaptosomas de corteza cerebral
(Gilman y cols., 1992). Esta liberacion de acido glutamico es de gran importancia
ya que es el mayor neurotransimor excitador del cerebro. Se sabe, ademas, que
en condiciones patolégicas, como la isquemia, este aminoacido se encuentra en
concentraciones muy altas en el espacio extracelular, y como consecuencia puede
generar muerte celular por excitotoxicidad (Aarts y Tymianski, 2004).

La liberacién de acido glutamico, en respuesta a H,O,, observada en este estudio,
también fue reportada por Mailly y cols., (1998). Estos autores demostraron que el
H2O, a una concentracion de 200 pM, con un periodo de exposicion de 20
minutos, fue capaz de inducir la liberacion de acido glutamico en cultivos de
neuronas corticales. Sin embargo en este trabajo, no reportaron si la liberacién de
acido glutamico era mediada directamente por el estrés oxidativo o si se debia a

algun otro factor.

Por otro lado, también se sabe que aminoacidos como la taurina y el GABA
también son liberados bajo condiciones de estrés oxidativo, inducido por H20-, en
rebanadas de hipocampo (Saransaari y Oja, 1997; 2000) y en corteza cerebral de
ratas (O’Regan y cols., 1997). Sin embargo, se ha sugerido que la liberacion de
aminoacidos inhibidores, como la taurina y el GABA, simultanea con la liberacién
de acido glutamico, podrian tener un papel importante, como mecanismo protector
contra los aminoacidos excitadores en exceso, contrarrestando el dafo

excitotéxico. Uno de los posibles mecanismos es a través de receptores a GABAa
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ya que en algunos estudios se ha visto que la activacién de estos receptores
incrementa la conductancia de CI' lo que trae como consecuencia una
hiperpolarizacion de las células y asi reduciendo la excitabilidad neuronal (Oja y
cols., 1990; Sivilotti y Nistri, 1991). Por otra parte, la taurina también tiene presenta
el mismo, aunque menos potente, efecto sobre las conductancias membranales de

CI' (Ojay cols., 1990).

Como ya se ha mencionado, la liberacidén de aminoacidos observada en este
trabajo, podria ser consecuencia de un dafio en las membranas celulares como
producido por H20,, o por sus derivados. Sin embargo, esta posibilidad quedo
descartada al cuantificar la liberacion de la enzima LDH en condiciones control y
en condiciones de estrés oxidativo (Figura 3). Los resultados obtenidos en este
trabajo muestran que la liberacion de LDH en presencia de H2O2 100 uM no es
mayor a la observada en condiciones control, por lo que las neuronas de las
retinas, expuestas a H,O2 100 uM no presentan un proceso de lisis membranal.
Resultados similares han sido reportados en rebanadas de hipocampo de rata
aduta (Pellegrini-Giampietro y cols., 1990), y en desarrollo (Saransaari y Oja
1998), y en células de la corteza cerebral de ratones (Mailly y cols., 1998), en los
que no se ha visto aumentada la liberacion de la LDH por la presencia de estrés
oxidativo.

Recientemente, Haskew-Layton y cols., (2005) observaron una liberacién de acido
aspartico en cultivos primarios de astrocitos expuestos a H>O, (0.1-1 mM) durante
20 minutos, y demostraron que esta liberacién no era producto de una lisis de la

membrana celular mediante la determinacién de la liberacién de ®'Cr.



Una vez demostrado que la liberacibn de aminoacidos en respuesta a las
condiciones de estrés oxidativo no era un producto de dano membranal, y
tomando en cuenta que los radicales libres pueden alterar la permeabilidad de las
membranas celulares y producir un desbalance i6nico, nuestro objetivo paso fue
determinar si se presentaba hinchamiento celular bajo nuestras condiciones de
estrés oxidativo. Para esto se determiné la liberacién de aminoacidos en presencia
de medios hiperosmoticos (Figura 4), puesto que ha sido reportado que, bajo
estas condiciones, la liberacion de aminoacidos, inducida por el hinchamiento
celular, es inhibida (Pasantes-Morales y cols., 1999). Ademas, se cuantificé la
ganancia de agua de las retinas bajo condiciones control y retinas expuestas a
condiciones de estrés oxidativo (Figura 5).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que las condiciones de estrés
oxidativo, inducidas por H,0,, no producen un incremento de volumen celular en
las retinas y, a pesar de esto, se continua observando la liberacion de acido
glutamico y de taurina. Por lo que, la liberacién de acido glutamico y de taurina
estimulada por H2O;, no es el reflejo de un mecanismo regulador de volumen
celular, como sucede en condiciones de hiposmolaridad (Pasantes-Morales y
cols., 1990; 1991, 1994; 1999). Esto lo podemos concluir debido a que 1: la
liberacion de ambos aminoacidos, inducida por H,O,, no fue inhibida por la
presencia de medios hiperosmoticos (Figura 4), como se ha observado en la
liberacion estimulada por condiciones hiposmoéticas (Pasantes-Morales y cols.,

1999); y 2: la ganancia de agua, la cual es un reflejo del hinchamiento celular
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(Ochoa de la Paz y cols., 2002; 2005), de las retinas expuestas a H,O,, no fue

mayor comparada con las retinas tratadas con condiciones control.

Finalmente, sabiendo que la liberacién de aminoacidos observada en este trabajo
no era producto de un hinchamiento celular producido por H;O;, tratamos de
caracterizar la via de movilizacion de estos aminoacidos. Se sugiere que la
liberacién de osmolitos intracelulares como K*, CI' y moléculas organicas a través
de vias difusionales es un fenébmeno comun a estimulos hiposmoéticos en la
mayoria de los tipos celulares (Lang, 1998). Aunque aun no se ha identificado la
naturaleza molecular de la via de movilizacién de osmolitos, se ha propuesto que
es una via anionica inespecifica activada por un cambio en la osmolaridad del
medio externo (Strange y cols., 1996; Pasantes-Morales, 1996). Sin embargo, en
condiciones isosmoéticas, se sabe que la presencia de H,O, exégeno o un
aumento en la produccién de H,O, enddgeno afecta la funcion de diferentes
proteinas, incluyendo fosfatasas de tirosina, proteinas cinasas, y factores de
transcripcion, sugiriendo que el H,O, podria actuar como un mensajero intracelular
(Finkel T, 1998; Suzuki y Ford, 1999; Rhee, 1999). Ademas, se ha propuesto que
el H,O, podria cambiar el balance fosforilacién/desfoforilacién de los componentes
intracelulares (Varela y cols., 2004). Varela y cols. (2004) también proponen que el
H.O, exégeno (20-200 uM), en condiciones isosmoéticas, es capaz de activar una
corriente de CI' practicamente igual a la corriente inducida por condiciones
hiposméticas, demostrando asi que el H,O, puede actuar directamente sobre la

activacion de canales aniénicos en células HTC (linea celular derivada del higado)
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y en células Hela. Estos autores, ademas, encontraron que la activacion de
canales de CI” esta acoplada a la actividad de la NADP(H) oxidasa y que ésta es
capaz de producir, al menos parcialmente, H,O, el cual podria activar canales de
CrI.

Por otra parte, Lambert (2003) demostré que fibroblastos NIH3T3 de ratén son
capaces de incrementar la produccion de radicales libres ante una condicién de
hiposmolaridad y que este aumento en los radicales libres es de gran importancia
para inducir la liberacién de taurina. Esto, debido a que la especies reactivas de
oxigeno, problablemente, incrementan la probabilidad de apertura de la via de
liberacion —sensible a volumen- de taurina en célulaé NIH3T3. Ademas, en el
mismo trabajo, Lambert (2003), demostré6 que el H,O, inhibe una fosfatasa de
tirosina (sin identificarse todavia), lo que potencia la liberacion de taurina

estimulada por el hichamiento celular.

Ademas, Ortenblad y cols., (2003) demostraron que la liberacién de taurina, en
células de musculo esquelético, esta mediada por 2 vias diferentes, las cuales se
diferencian por su sensibilidad al bloqueo con colesterol y a bloqueadores de
canales de CI', especificamente el DIDS. Estos autores también demostraron que
los radicales libres son factores claves para inducir la liberacion de este
aminoacido, debido a que vieron un aumento en la produccion de especies

reactivas de oxigeno, que precede a la liberacién de taurina.

En conjunto, estos resultados nos permiten sugerir que la via de movilizacion de

aminoacidos, activada por el H,O,, es una via anibnica, ya que la liberacion, tanto
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de &acido glutamico como de taurina, fue disminuida cuando se utilizaron
bloqueadores de canales de CI, como el NPPB y el acido niflimico, y
completamente inhibida cuando las retinas se expusieron a DIDS (Figura 6). Este
efecto diferencial, de los bloqueadores de canales de CI probablemente se debe a

que todos estos son bloqueadores generales de canales de CI.

La idea de que el H,0O, esté modulando la actividad de estos canales directa o
indirectamente, ya ha sido reportado en algunos estudios en los que se ha visto
que las especies reactivas de oxigeno, en condiciones isosméticas, son capaces
de modular directamente la actividad de canales iénicos (Weng y cols., 2002;
Haskew-Layton y cols.,, 2005; Varela y cols., 2004). Weng y cols., (2002)
demostraron que la amplitud de una corriente rectificadora saliente de CI', en
cultivos primarios de células del epitelio pigmentado retinal de humano adulto, fue
disminuida con la aplicacion de H,O, exdgeno, sugiriendo un sitio de regulacién

redox para este tipo de canales i6nicos.

Esta idea de la liberacidbn de aminoacidos, a través de canales anidnicos, bajo
condiciones de estrés oxidativo, en las que no se involucra un incremento de
volumen celular, es apoyada por el trabajo de Haskew-Layton y cols., (2005). En
este trabajo los autores demostraron que la liberacién del acido aspartico, de
astrocitos en cultivo, estaba mediada por canales aniénicos, esto debido a que el

NPPB inhibié dicha liberacion, ante un estimulo con H,0,.
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La liberacion del acido glutamico y de la taurina observada en este trabajo podria
ser de gran importancia para la sobrevivencia neuronal. Por un lado, la liberacion
de acido glutamico al espacio extracelular es una condicién patolégica de gran
riesgo para las células, ya que se sabe que altas concentraciones de glutamato en
el espacio extracelular pueden contribuir a la muerte neuronal (excitotoxicidad) por
diferentes mecanismos. Uno de los mas importantes es la entrada de Ca®" al
medio intracelular producida por la activacion de receptores de glutamato lo cual
puede desencadenar una serie de procesos que son dependientes de Ca®" y
finalmente culminar en la muerte celular (Aarts y Tymianski, 2004). Por otro lado la
presencia de H;O, en el medio extracelular es responsable de producir una
liberacion de acido glutamico y este acido glutamico liberado, posteriormente
podria provocar una sobreproduccion de radicales libres (Bonne y cols. 1998) y
como consecuencia exacerbar el dafo celular. Esto debido a que se cree que los
procesos de liberacion de acido glutamico y la produccién de acido glutamico

estan interrelacionados (Bonne y cols. 1998; Mailly y cols., 1998).

Por otra parte, la liberaciéon de taurina puede estar asociada a un mecanismo de
proteccion ante las condiciones de estrés oxidativo para los diferentes tipos
celulares de la retina. En algunos trabajos se ha visto que la taurina tiene
diferentes funciones como osmorregulador y neuromodulador y que también es
capaz de tener efectos neuroprotectores en tejiidos neuronales bajo condiciones
oxidantes (Saransaari y Oja 2000). Ademas, se sabe que la taurina y sus
derivados, como la hipotaurina, son capaces de proteger a las células contra el

dano oxidativo (Pokhrel y Lau-Cam 2000). Sin embargo, no se conoce bien cual es
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el mecanismo por el que realizan esta(s) funcion(es) (Pokhrel y Lau-Cam
2000).Tomando como referencia las propiedades neuroprotectoras asociadas a la
taurina es posible pensar que su liberacion observada en este estudio, es un
mecanismo para tratar de disminuir los efectos de los aminoacidos excitotéxicos

ayudando a preservar la viabilidad celular.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se determiné que el H,O, es capaz de inducir, por si mismo, la
liberacién de acido glutamico y de taurina a diferentes concentraciones en
condiciones isosméticas. La liberacion de acido glutamico y de taurina no se vi6
afectada en presencia de condiciones hiperosméticas, sugiriendo que la liberacion
de ambos aminoacidos no estd asociada a un mecanismo de regulacién de
volumen celular. Ademas, se observo que el estrés oxidativo producido por el
H20, no produce un rompimiento de la membrana celular lo cual se demostr6é
midiendo la liberacion de la enzima LDH. Esto podria sugerir que el H,0,, esta
modulando directamente alguna(s) via(s) de liberacion de aminoacidos. Cuando
se utilizaron bloqueadores de canales de CI, el efecto sobre la liberacion de
aminoacidos fue mayor en el caso del DIDS, y menor para el NPPB y el acido
niflimico. Esto indica que en condiciones isosméticas, se activa una via aniénica
que no esta asociada a un mecanismo de regulacion de volumen celular, y
posiblemente estd modulada directamente por el H,O, o por sus derivados.
Finalmente, es posible que la liberacibn de acido la taurina pudiera ser un

mecanismo neuroprotector contra el dafo celular producido por la excitotoxicidad.
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