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Resumen

El acido y-amino butirico (GABA) es uno de los principales neurotransmisores
inhibitorios del sistema nervioso central (SNC), el cual ejerce su funcion por medio de
receptores ionotropicos (GABAaA) Yy/o metabotropicos (GABAg). Los receptores
ionotropicos GABAA comprenden 19 subunidades, que incluyen las subunidades
GABAp. Las subunidades GABAp forman receptores homoméricos que pueden ser
activados o modulados por aminoacidos como la glicina, la B-alanina y la taurina. Por
ello el objetivo del proyecto fue determinar si la taurina y sus analogos estructurales son
agonistas de los receptores GABAA y/o modulan las corrientes i6nicas generadas al ser
activados por GABA.

Los cultivos de la linea celular STC-1 fueron seleccionados para nuestro estudio
porque expresan enddgenamente receptores GABAa. La técnica de fijacion de voltaje
en la configuraciéon de la célula completa se utilizé para investigar las corrientes
producidas por la aplicacion de GABA, taurina y sus analogos estructurales hipotaurina
y homotaurina.

Una fraccion de las células STC-1 generd corrientes activadas por GABA
[100uM] en el 85% de las células, por taurina [ImM] en el 33% y [3mM] en el 50% de
las células, hipotaurina [3mM] en el 46 % de las células y homotaurina [30mM] en el
87% de las células. Adicionalmente, bicuculina [100uM] antagonista selectivo de
receptores GABAA, blogued las respuestas de cada una de estas moléculas.

En la segunda parte del estudio se investigd si la taurina, la hipotaurina o la
homotaurina a [LmM] modulan las respuestas de GABA [100uM]. Los resultados indican
que cada uno de los farmacos incrementan la constante de desactivacion tau (t). Las
1 ’s calculadas fueron GABA (t = 4.5 ms) < homotaurina (t = 10.7 ms) < hipotaurina (t =
19.5 ms) < taurina (t = 35.4 ms).

Con base en estos resultados concluimos que la taurina y sus analogos
estructurales generan respuestas en una poblacion de células STC-1 y modulan la t de

desactivacion de las respuestas producidas por GABA.



Abstract

The y-aminobutyric acid (GABA) is one of the major inhibitory neurotransmitters
in the central nervous system (CNS), acting through ionotropic (GABAA) and/or
metabotropic (GABAg) receptors. The GABAA receptor comprises 19 subunits, including
GABAp subunits that are activated or modulated by other amino acids such as glycine,
B-alanine and taurine. Among them, the latest is the most abundant in the brain. Thus,
the aim of this project was to determine if taurine and its structural analogs are agonists
of GABAA receptors and/or modulate GABA-currents.

The STC-1 cell line was used for this study because it expresses GABAa
receptors endogenously. The results showed that GABA [100uM], taurine [1mM],
hypotaurine [3mM] or homotaurine [30mM] evoked currents in 85%, 33%, 46% and 87%
of the recorded cells, respectively.

The second part of the study investigated whether taurine, hypotaurine or
homotaurine at [ImM], modulated GABA [100uM] responses. Our results showed that
the deactivation constant tau (t) obtained for GABA (t = 4.5s) was slower when
homotaurine (t = 10.7s), hypotaurine (t = 19.5s) or taurine (t = 35.4s) were co-applied
with GABA.

Therefore, we conclude that taurine, hypotaurine and homotaurine activate
GABAA receptors in a fraction of STC-1 cells and modulate the deactivation rate (t) of

GABA responses.
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ABREVIATURAS

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

BGT-1 Transportador de betaina

CACA Acido-cis-4-aminocrotonico

CAMP Acido carboxilico cis-2-aminomethyl-cycloproprano
CCK Colecistokininas

Cm Capacitancia de membrana

CSD Acido cisteinsulfinico descarboxilasa

DNA Acido desoxirribonucléico

ECso Concentracion media maxima efectiva

GABA Acido y aminobutirico

GABAA Receptor ionotropico del acido y aminobutirico tipo A
GABAg Receptor metabotrépico del acido y aminobutirico tipo B
GABAp Receptor ionotrépico del acido y aminobutirico tipo rho
GABA-T Enzima transaminasa de GABA

GAD Descarboxilasa del acido glutamico

GAT Transportador de GABA

Glu Glutamato

I4AA Acido imidazole-4-acético

pH Potencial de hidrogeno

PTX Picrotoxina

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
SNC Sistema Nervioso Central

SNE Sistema Nervioso Entérico

SSA Semialdehido succinico

TACA Acido trans-4-aminocrotonico

TAMP Acido carboxilico trans-2-aminometil-cicloproprano
TAU (v) Constante de desactivacion

TAUT Transportador de taurina

THIP Acido imidazole-4-acético

TPMPA Acido 1,2,5,6-tetrahidropiridina-4-metilfosfinico
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Introduccion

1. Introduccién

La comunicacion en el sistema nervioso central (SNC) se lleva a cabo mediante
la transmisién de sefiales quimicas y eléctricas entre sus elementos neuronales, que
son la neurona presinaptica y la neurona postsinptica y un tercer elemento implicado
que es la glia (Perea et al., 2009). Los neurotransmisores generan sefales quimicas
gue pueden ser excitadoras o inhibidoras (Kandel et al., 2000).

Uno de los neurotransmisores inhibitorios mas importantes es el acido y-
aminobutirico (GABA), cuyos receptores estan ampliamente distribuidos en el SNC. Los
receptores a GABA son objeto de estudios exhaustivos que abordan mecanismos de
inhibicion neuronal, enfermedades neurodegenerativas, sitios de accion de farmacos
como los barbitdricos y benzodiacepinas entre otros (Sieghart, 2006).

Estudios farmacolégicos sobre los receptores a GABA han tenido como objetivo
la identificacion de moléculas capaces de activar, inactivar, bloquear o modular su
respuesta, permitiendo el disefio de nuevos farmacos selectivos. También han
permitido el reconocimiento de sitios de unidén alostéricos que pueden ser nuevos
blancos farmacolégicos (Sieghart, 2006).

Recientemente en nuestro laboratorio se encontré en un modelo de expresion
heter6loga que el receptor GABAA conformado por la subunidad p1 es activado y
modulado por la taurina y algunos analogos estructurales. En consecuencia el objetivo
de este proyecto consiste en determinar si estas moléculas también modulan la
repuesta del receptor GABAA conformado por distintas subunidades expresadas
endogenamente, en la linea celular STC-1 (Ochoa et al., 2008; Ochoa et al.,, en

preparacion).
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1.1 Acido y-aminobutirico

El aminoacido GABA (C4HgNO;) (Figura. 1), es uno de los transmisores
inhibitorios de mayor abundancia y distribucion en el SNC (Kandel et al., 2000), ademas
se ha sugerido que tiene un papel como factor neurotréfico durante el desarrollo (Rae et
al., 2009).

O

H2N\/\)LOH

Figura. 1 Estructura quimica del acido y-aminobutirico (GABA)

El GABA se sintetiza a partir de la descarboxilacion de glutamato por la enzima
descarboxilasa del acido glutdmico (GAD). La GAD remueve el grupo a-carboxilo del
glutamato para producir GABA y libera CO,, se encuentra soluble en el citoplasma de la
terminal sinaptica donde provee a las vesiculas de GABA o bien se localiza unida a la
membrana presinaptica, unién que depende de la presencia de cationes como el Ca®* o
el K, presenta dos isoformas la GAD67 y la GAD65 codificadas por genes distintos
(Fenalti et al., 2007), su expresion ha permitido determinar la distribucién de las células
GABAérgicas en el SNC (Kandel et al., 2000). La sintesis del GABA ocurre de manera
acoplada a su liberacion, esta puede ser de manera rapida mediante un mecanismo de
exocitosis dependiente de Ca®" (Jin et al., 2003) o bien por mecanismos de liberacion
tonica, a través de un canal aniénico llamado Bestrofina-1 presente en las células

gliales y el cual es activado por cambios en el volumen celular (Lee et al., 2010).

El GABA libre en el espacio extracelular puede ser capturado por transportadores
de GABA (GAT) presentes en la neurona presinaptica o en las células gliales. A la
fecha se conocen cuatro tipos; GAT-1, GAT-2, GAT-3 y BGT-1, el ultimo también es
transportador de betaina. Los GAT efectuan un transporte electrogénico que requiere
de Na’ y de CI para su funcionamiento (Kanner, 1994). El GABA recapturado en las

terminales nerviosas estd disponible para su reutilizacién, mientras que el GABA
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recapturado por la glia es catalizado mediante una reaccién de transaminaciéon por
accion de la enzima transaminasa de GABA (GABA-T), la cual es responsable de la
transferencia del grupo amino de GABA al acido a-cetoglutarico formando el
semialdehido succinico (SSA) y acido glutdmico. La enzima deshidrogenasa del
semialdehido requiere de NADP como coenzima y oxida el SSA a acido succinico, que

es reincorporado al ciclo de Krebs (Olsen y Betz, 2006) (Figura. 2).

PRESINAPSIS

GABA \‘&5’

ASTROCITO

TRANSPORTADOR
GAB.

.e R GABA,

iy ——

RGABA, R GABA,

POSTSINAPSIS

Figura 2. Sistema GABAérgico. Glutamato (Glu), semialdehido succinico (SSA),
GABA descarboxilasa (GAD), enzima transaminasa de GABA (GABA-T), receptor
GABAA (RGABA,) y receptor GABAs (RGABAg) (Olsen y Sieghart, 2008; Olsen y Betz,
2006).

El GABA ejerce su accion al unirse a los receptores de membrana que son de
dos tipos: los GABAA de tipo ionotropico y los receptores GABAg metabotrépicos (Olsen
y Sieghart 2008).
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1.2 Receptores a GABA

1.2.1. El receptor GABAg. Pertenece a la superfamilia de receptores acoplados
a proteinas G, estan conformados por dos subunidades: R1 y R2. Cada subunidad es
una cadena polipeptidica que consta de 7 segmentos transmembranales, un extremo
carboxilo terminal intracelular y el extremo amino terminal extracelular. La activacion del
receptor GABAg desencadena diferentes mecanismos de sefalizacion, que incluyen la
hiperpolarizacion celular por el incremento de la conductancia de los canales de K* o
bien la inhibicién de los canales de Ca®" que resulta en la disminucién de la liberacion

de neurotransmisores (Bowery et al., 2002).

1.2.2. El receptor GABAA. Es miembro de la superfamilia de receptores canal
dependientes de ligando de accion rapida, junto con los receptores ionotropicos de
acetilcolina, glicina y serotonina (5HT3) (Barnard, 2001). Es un complejo de
glicoproteinas formado por 5 subunidades que se ensamblan para formar un receptor
funcional (Figura 3). Se conocen 19 diferentes genes de las subunidades GABAAa: 016,
B13, Y13, O, P13, €, TTY B (Olsen y Sieghar, 2008), la combinacién estequiométrica tipica
descrita es de 2a, 2B y 1y, (Tabla I) (McKernan et al., 1996). La organizacion de las
subunidadades determina las propiedades funcionales y el perfil farmacolégico del
receptor (Olsen y Sieghar, 2008).
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cys-cys

Figura 3. Modelo de la estructura del receptor GABAA Las subunidades del
receptor forman un complejo pentamérico y cada subunidad forma una cadena
polipeptidica de cuatro segmentos transmembranales (1-4) de los cuales el segmento 2
forma el canal permeable a CI'. El receptor presenta un dominio amino terminal con un
puente intercisteinas (cys-cys), dos asas intracelulares y un dominio carboxilo terminal

extracelular (Olsen y Sieghar, 2008).

La activacion del receptor GABAA ocurre con la unién de su ligando lo que
permite la apertura del receptor-canal permeable a CI" (Olsen y Sieghart, 2008). El flujo
del Cl'estara determinado por el gradiente de concentracion de este ién.

En las neuronas, la direccién del flujo del CI es del espacio extracelular hacia el
interior de la célula, debido a que la concentracion intracelular del ibn es menor que su
concentracion extracelular (~110 mM; en diferentes tejidos y especies); la entrada del
ibn con carga eléctrica negativa produce la hiperpolarizacion de la célula (Koester y
Siegelbaum., 2000). En el caso de la neurona la transmisién sinaptica sera inhibida y el
potencial de accion no se producira (Kandel E y Siegelbaum 2000). En la glia la
concentracion de CI" es mayor que en las neuronas (35mM vs. ~3-5mM; evaluado por
métodos radiactivos midiendo el flujo de **CI" o por el uso de microelectrodos sensibles
a CI) (Zerbst-Boroffka, 1970) y la activacién de los receptores GABA, incrementa el
flujo del CI" hacia el espacio extracelular ocurriendo la despolarizacion, mostrado en

cultivos de oligodendrocitos y astrocitos (Bormann y Kettenmann, 1988; Gilbert et al.,
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1984; Kettenmann et al., 1984). El potencial de equilibrio para el CI" en astrocitos es

cercano a -40mV, mientras que en neuronas es de -70mV (Verkhratsky, 2008).

En la linea celular STC-1, que fue utilizada como modelo de estudio, en contraste

a la mayoria de las neuronas el efecto de la activacién del receptor GABAA produce la

despolarizacion y el potencial de equilibrio del CI" es cercano a OmV (Glassmeier et al.,

1998).

Tabla I. Principales subtipos de conformaciones del receptor GABA, en el cerebro

Combinacion  Abundanci . :
de a relativa Ejemplos d_e regiones de Referencias
) localizacion
subunidades (%)
alp2y2 43 En la mayoria de las areas del Benke et al., 1991
cerebro; hipocampo, corteza 'y Fritschy et al., 1992
células de Purkinje. Somogyi et al., 1996
a2B32/3y2 18 Motoneuronas de la médula Benke et al., 1994
espinal y células piramidales del Fritschy et al., 1998
hipocampo
a3pBy2/3 17 Neuronas cholinérgicas y Fritschy et al., 1992
monoaminérgicas Quirk et al., 1994
a2p32/3y1 8 Glia de Bergmannn, ganglios Quirk et al., 1994
basales
a5B3y2/3 4 Células piramidales McKernan et al., 1991
hipocampales Fritschy y Mohler,
1995
a6py2 2 Células granulares cerebelosas  Quirk et al., 1994
Nusser et al., 1998
a630 2 Células granulares cerebelosas  Quirk et al., 1994
Nusser et al., 1998
a4p 2 Talamo y giro dentado del Bencsits et al., 1999
hipocampo
a4py2 2 Talamo y giro dentado del Bencsits et al., 1999
hipocampo
a4Byd 1 Talamo y giro dentado del Bencsits et al., 1999
hipocampo
Otras 1

(Modificada de McKernan y Whiting 1996 y Sinkkonen 2004).
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Los receptores GABAA Yy GABAg difieren en sus propiedades farmacoldgicas,
electrofisiolégicas y bioquimicas y pueden ser regulados por diferentes agonistas o
antagonistas (Tabla IlI) (Olsen y Sieghart, 2008). Adicionalmente el receptor a GABAAa
puede ser activado por otros aminoacidos como glicina, B-alanina y taurina (Bureau y
Olsen, 1991; Tiedje et al., 2010).

Tabla Il. Receptores a GABA y su caracterizacion farmacologica

RECEP- SUBUNIDADES AGONISTA ANTAGONISTA MODULADOR
TOR

al-6, B1-3, Muscimol Bicuculina Benzodiacepinas
GABAA y1-3, 6, €, m, Isoguvacina PTX Barbituricos
0 TACA Neuroesteroides
THIP
14AA
TACA PTX *(pl)
p1, p2, p3 CACA TPMPA
TAMP 14AA
CAMP
GABAg R1, R2 Baclofeno Faclofeno
Saclofeno

CACA, &cido cis-4-aminocroténico; CAMP, acido carboxilico cis-2-aminomethyl-
cycloproprano; PTX picrotoxina; TACA, &cido trans-4-aminocrotonico; TAMP, acido
carboxilico trans-2-aminomethyl-cycloproprano; THIP, 4,5,6,7- tetrahydroisoxazolo
[5,4-c] pyridine-3-ol; 14AA, acido imidazole-4-acetico; TPMPA, acido metilfosfénico
(1,2,5,6-tetrahydropyridine-4-yl); *(p1) Unicamente antagonista de la subunidad p1.
(Bormann, 2000; Bowery et al., 2002; Olsen y Sieghar, 2008; Rae et al., 2009).
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1.3. Taurina

La taurina (&cido 2-aminoetano-sulfénico, C,H;NO3S) (Figura 4), es un
aminoéacido azufrado, tiene un pKa de 1.5 y un pKb de 8.74 por lo que en este intervalo
se encuentra como un zwitterion, actia como base o acido lo que le permite cambiar de
conformacion espacial al disociarse, a un pH fisiolégico el porcentaje de la
conformacion espacial trans es del 27% y el resto para la posicion cis (Huxtable, 1992;
Rodriguez et al., 1989).

Figura 4. Estructura quimica de taurina (acido 2-aminoetano-sulfénico).

Este amino&cido se encuentra en casi todas las células animales, no forma parte
de las proteinas y constituye mas del 65% de la poza total de aminoacidos libres
(Pasantes-Morales et al., 1998). La fuente principal de taurina es a partir de la dieta, sin
embargo también es producto del catabolismo de la cisteina por la enzima
cisteinsulfinico acido descarboxilasa (CSD) de forma directa o después de la conversion
de metionina a cisteina (Le-Corronc et al., 2011; Oja y Saransaari, 2007) (Figura 5). La
taurina es sintetizada en el higado, se excreta libre o unida a sales biliares (Sturman,
1988).
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(o]
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0 Cisteinsulfinico o]
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Figura 5. Sintesis de taurina (Le-Corronc et al., 2001; Vitvitsky et al., 2011)

1.3.1 Taurina en el Sistema Nervioso

En el cerebro la sintesis se lleva a cabo mediante la cooperacién entre las
neuronas Yy los astrocitos, en estos ultimos la cisteina se metaboliza a hipotaurina que
posteriormente es exportada hacia las neuronas para su conversion en taurina (Vitvitsky
et al.,, 2011). Estudios realizados mediante espectroscopia de resonancia magnética
nuclear reportaron que en cultivos de células gliales de cerebro de rata el 35 % de la
cisteina es convertida a hipotaurina y el 23% a taurina (Brand et al., 1998). La taurina
proveniente de la circulacion es transportada a través de la barrera hematoenceféalica
por medio de un transportador dependiente de Na* y CI', con estequiometria de 1:2:1 de

taurina, Na" y ClI respectivamente (Tamai et al., 1995).

La taurina junto con el glutamato son los aminoacidos mas abundantes en el

SNC (Palkovits et al., 1986). La concentracién intracelular de la taurina es muy alta, en
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proporcion de hasta 400:1 en la retina (Pasantes-Morales, 1986), a la extracelular que
es aproximadamente de 100 uM (Huxtable, 1992). Este gradiente, es el resultado de un
equilibrio funcional de diferentes mecanismos: la captura por transportadores
especificos (TAUT) dependientes de Na*/ClI" (TAUT-T1, ) (Levi y Gallo, 1995); la
sintesis de una pequefia cantidad proveniente del metabolismo de la cisteina (Brand et
al., 1998); también por mecanismos de liberacion via difusion dado por diferentes
procesos, por ejemplo como efecto del hinchamiento celular, el mecanismo mecano- o
volumen-sensible es activado (Pasantes-Morales et al., 1990; Oja y Kontro, 1989). Asi
mismo, se reportd que la taurina presenta otro mecanismo liberacién parcialmente
dependiente del calcio por medio de la activacion del receptor NMDA de glutamato en el

hipocampo (Rodriguez-Navarro et al., 2009).

La taurina se encuentra ampliamente distribuida en el SNC, se presenta en
concentraciones de hasta 79mM en la retina, en fotoreceptores, en células bipolares y
en neuronas glutamatérgicas (Bulley y Shen, 2010, Lombardini, 1991). En &areas
corticales, el caudado-putamen, el cerebelo, la eminencia media, el nucleo supra 6ptico,
el hipotalamo y en las células de Purkinje en el cerebelo la concentracion intracelular
varia en un rango de 5-50mM (Madsen et al., 1987; Magnusson et al., 1989; Ottersen,
1988, Palkovits et al., 1986; Wright et al., 1986) y existe en menor concentracion en el
talamo, en nucleos del tallo cerebral y la médula espinal (Decavel y Hatton, 1995;
Madsen et al., 1987; Palkovits et al., 1986).

La taurina tiene diferentes funciones en el SNC; destaca como un osmo efector
importante, por ejemplo en el balance de la presion osmoética en respuesta a un
estimulo hipotdnico actia en la regulacion del volumen celular (Pasantes-Morales et al.,
1998). Otra funcién en la que participa es durante la migracion y organizacién celular en
el cerebelo y la corteza visual durante el desarrollo temprano, donde es muy abundante
en células progenitoras y neuronas inmaduras (Oja y Saransaari, 2000; Sturman, 1993).
En el adulto se ha mostrado que esta involucrada en la neuroproteccion, dado que la
reduccion de su concentracién causa déficit visual y degeneracién morfoldgica en la

retina (Militante y Lombardini, 2002). La accion protectora de la taurina también se
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observa en condiciones de isquemia, de fibrosis y exposicion a la luz (Pasantes-

Morales y Hernandez-Benitez, 2010).

La categorizacion de la taurina como un neurotransmisor ha sido poco
considerada, por diversas caracteristicas que posee: su concentracion en el rango mM,
gue en su mayoria no se encuentra en vesiculas, que su principal fuente es la dieta y
que no se ha descrito que active un receptor especifico (Kontro y Oja, 1990; Oja y
Saransaari, 2007). Sin embargo, se ha mostrado que la taurina presenta un rol en la
neurotransmision mediante su interaccidon con los receptores glicina en diferentes
modelos experimentales (Lynch, 2004). Por ejemplo: la taurina tiene una accién
agonista sobre el receptor a glicina en neuronas de CA3 del hipocampo (Mori et al.,
2002), en neuronas corticales durante el desarrollo (la taurina liberada de células gliales
locales) (Flint et al., 1998) y sobre el receptor de glicina recombinante humano
expresado en celulas HEK293 (Lewis et al 2003). En neuronas del nucleo supra 6ptico
de la rata, la taurina (liberada de las células gliales locales a través de canales
regulados por volumen) (Choe et al., 2012) inhibe el potencial de accibn mediante la
activacion de los receptores a glicina (Hussy et al 1997). También la taurina
interacciona con los receptores a GABA como se describe en la seccién de

antecedentes.

1.4. Linea celular STC-1

La linea celular STC-1 derivé de células gastrointestinales neuroenddcrinas que
pertenecen al sistema nervioso entérico (SNE) (Erdd y Wolff, 1990; Glassmeier et al.
1998). En el SNE las neuronas involucradas en la comunicacion GABAérgica que
secretan GABA son principalmente interneuronas (Krantis et al., 1998). E| GABA ejerce
sus efectos sobre las neuronas entéricas a través de los receptores GABA, Yy GABAg,
aunqgue en contraste con el SNC en donde normalmente tiene un efecto inhibitorio, en
el SNE GABA actia como un neurotransmisor excitador o inhibitorio. Las proyecciones
axonicas de las células GABAérgicas en el intestino son profusas, se ramifican a través

de toda la red nerviosa ganglionar y no ganglionar y en otras capas de la pared
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intestinal. La distribucion de las fiboras GABAérgicas se correlaciona con los datos
funcionales que muestran que el GABA actia en la modificacion de la motilidad del
intestino, la secrecion de moco gastrico, la secrecion del acido gastrico asi como el

transporte de electrolitos a la mucosa (Poulter et al., 1999).

Adicionalmente, el GABA estimula la secrecidon de colecistokininas (CCK),
mediante la activacion de los receptores GABAA que lleva a la despolarizacion de la
membrana celular y a la activacion de canales de Ca** dependientes de voltaje, lo que
estimula la liberacién de CCK dependiente de Ca** (Glassmeier et al., 1998). Las CCK
juegan un papel importante en la regulacion de la digestion, en particular en la
contraccion de la vesicula biliar, la secrecion pancreatica, la motilidad intestinal y la
saciedad (Liddle, 1997). Ademas inducen la secrecion de otras hormonas intestinales, y
neurotransmisores como el GABA, este Ultimo participa en la sefializacion autécrina-

paracrina por el mecanismo anteriormente mencionado (Glassmeier et al,. 1997).

Respecto a nuestro objeto de estudio no se tienen evidencias de la funcion de
taurina sobre el sistema GABAérgico en el SNE. Sin embargo la taurina es uno de los
aminoéacidos libres mas abundantes en las células epiteliales intestinales y juega un
papel importante en las funciones intestinales. Por ejemplo, se sabe que la
concentracion intracelular de taurina se eleva en situaciones de estrés hiperténico, y
que su incremento es via el TAUT, mediante este mecanismo las células intestinales se

protegen del estrés osmotico (Shimizu y Satsu, 2000).
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2. Antecedentes

2.1 Funcién de la Taurina sobre el sistema GABAérgico

En células de Purkinje la taurina y analogos estructurales como la taurociamina,
la hipotaurina y la homotaurina tienen una actividad inhibitoria, evaluada en la
frecuencia de disparo espontanea (Figura 6). Adicionalmente, se calculé una ECso de
taurina 1mM, taurociamina 0.16 mM, hipotaurina 2.2 mM, homotaurina 1.9 uM y GABA
0.11mM, indicando que la homotaurina es 500 veces mas potente que la taurina,
(Okamoto y Sakai, 1981).

a. GABA 0.02mM
]
w
b. Taurina 2mM
2 i W"“I\‘ ’ 0
AT AN
JU
o 25
M b

1 min
Figura 6. Actividad inhibitoria de la taurina en el SNC. La frecuencia de disparo
espontanea registrada en células de Purkinje en rebanadas de cerebelo de cobayo es
inhibida por la aplicacién de a. GABA y b. taurina. Escala vertical: nUmero de espigas

por segundo. Escala horizontal: tiempo en minutos. Tomado de Okamoto y Sakai, 1981.

En otro modelo experimental se mostré que la taurina activa a los receptores
GABAx en la glia de Bergmann (un tipo de astrocitos cerebelosos especializados,
conocidos como glia radial, que durante el desarrollo provee una guia estructural para
las células granulares y en el adulto estan intimamente relacionada con las células de
Purkinje (Privat et al., 1995)). En estas, se mostr0 que la aplicacion extracelular de

taurina produce corrientes de cloruro, las cuales son inhibidas por antagonistas de los
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receptores GABAa, lo que sugiere que parte de su actividad inhibitoria puede ser
mediada por estos receptores (Figura 7) (Barakat et al., 2002, Muller et al., 1994).
? Control ® Bicuculline ‘ Recovery

Taurine

S ——

I 100pA

Ss

Figura. 7. Activacion de los receptores GABAa por la taurina en la Glia de
Bergmann. a. Aplicacion de 1mM de taurina, b. aplicacion de 1mM de taurina y 150uM
de Bicuculina y c. aplicacion de 1mM de taurina después del lavado. Modificado de
(Barakat et al., 2002).

2.1 Modulacién de GABAp; por taurina y sus analogos estructurales

Experimentos realizados por nuestro grupo de trabajo, mostraron que en
GABApl humano expresado en ovocitos de Xenopus laevis, la taurina actia como
agonista débil (Figura 8 a.) y que exhibe una funcibn como modulador bifasico
dependiente de la concentracién (Figura 8 b.) (Ochoa et al., 2008). En este mismo
modelo también se observé que la hipotaurina tiene un efecto como agonista débil y
que la homotaurina ademas de activar a este receptor también lo modula

negativamente (Figura 8c. y d.) (Ochoa en preparacion).
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& Taurine b.
GABA uri
T uM oM oM M zomw  OAOA -
-60 mv Taurine 03uM  3uM 0pM 0.3mM amM 30mM
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4 min
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GABA 3 M 30uM  03mM 3mm 0.5uA
somv [T S — N min
\f . VAV
2min
e.
d. Homotaurine GABA = — — —
G"L'A O3uMl SuMl 304M  03mM Sk 30mM Homotaurine—t™ 3
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| . 4 min
4 min

Figura. 8. Activacién y modulacion del receptor GABAp1 por la taurina, la hipotaurina y
la homotaurina en ovocitos de X. laevis a. Activacion del receptor por la aplicacion de
taurina a diferentes concentraciones. b. Modulacion bifasica por la taurina dependiente
de la concentracion. c. Activacion del receptor por la aplicacion de hipotaurina a
diferentes concentraciones. d. Activacion del receptor por la aplicacion de homotaurina
a diferentes concentraciones. e. Modulacion negativa por la aplicaciéon de homotaurina.

Modificado de Ochoay col. (2008) y Ochoay col. (en preparacion).
2.3 Receptores GABAA Y su expresion funcional en la linea celular STC-1

Estudios electrofisiolégicos realizados en la linea celular STC-1 indican la
expresion funcional de los receptores GABAA (Glassmeier et al., 1998). Adicionalmente
por medio de RT-PCR se mostré la expresion endogena del ARNm de las subunidades
del receptor GABAA 02, a3, a5, B1, B3 y & (Glassmeier et al. 1998) y por estudios
realizados por Jansen y col. (2000) y en nuestro grupo de trabajo también mostraron la
expresion del ARNm de las subunidades p1y p2 (Machuca et al., 2012) (Tabla Il1).
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Tabla Ill. Expresion de diversas subunidades del receptor GABA, en la linea

celular STC-1
a; O O3 04 05 Os PB1 B2 Bs Y1 V2 Y3 € m™ O O p1 p2 pPs3
- + + ND + - + - + - - ND ND ND ND + + + ND
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3. Planteamiento del problema

Considerando que la taurina esta implicada en el sistema GABAérgico, aunado a
que es un agonista débil y modulador bifasico de GABApl, se planted la siguiente
pregunta: ¢Es posible que la taurina module la actividad del receptor GABAA?. Por lo
tanto en el presente trabajo se propuso determinar el efecto de la taurina en la linea
celular STC-1 que expresa endégenamente el receptor GABA, (Glassmeier, et al.1988,
Jansen et al. 2000). También es importante considerar que la modulacion bifasica de la
taurina sobre GABApl es dependiente de su concentracion, una posible explicacion
podria ser por su caracteristica zwitterionica, por ello se evalu6é la aplicacion de
hipotaurina y homotaurina que son anélogos estructurales de la taurina con una

conformacion estable (Rodriguez et al., 1989).
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4. Hipotesis

La taurina y sus analogos estructurales modulan las respuestas de los receptores
GABA\ en la linea celular STC-1
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5. Objetivos

O Determinar si el receptor GABAA es sensible a taurina en la linea celular STC-1

O Determinar si los receptores a GABAa son sensibles a los analogos estructurales de

taurina, hipotaurina y homotaurina en la linea celular STC-1

O Evaluar si se presenta modulacion de las respuestas a GABA por la taurina y sus

analogos estructurales en la linea celular STC-1
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6. Material y Método

6.1. Modelo de estudio

En el laboratorio el cultivo de linea celular STC-1 se mantuvo en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium) con suero fetal bovino al 3%, suero de caballo al
15%, 100 unidades/ml penicilina y 100 pg/ml estreptomicina y se coloco en cajas Petri
sobre cubreobjetos (tratados con Poli-L ornitina 0.01%), en una incubadora a 37° C con
una mezcla de aire 95% y 5% de CO,. Se conservo en la incubadora en las mismas

condiciones hasta el registro electrofisiologico (Glassmeier et al., 1998).

6.2. Registro electrofisiolégico

El registro se realiz6 a partir del tercer dia de inicio del cultivo celular. Una
fraccion del cubreobjetos se colocd en un sistema de perfusién constante con solucion
extracelular (contiene en mM: 130 NaCl, 5.4 KCI, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 10 HEPES y 10
glucosa y se ajusto el pH a 7.3), montado en un microscopio invertido a temperatura
ambiente (20-24 °C). Las pipetas de registro fueron hechas con capilares de borosilicato
(Sutter Instruments, B150-86-15), con ayuda de un estirador de pipetas (Sutter
Instruments, P-97 Flaming/Brown Micropipette Puller). Cada pipeta se llendé con
solucién intracelular (contiene en mM: 130 KCI, 1 CaCl,, 10 EGTA, 2 MgCl,, y se ajustd
el pH a 7.3 con KOH 1N) (Glassmeier et al. 1998). La resistencia de las pipetas de
registro con esta solucion intracelular fue de 4 a 6 MQ. Para el registro celular se utilizé
la técnica de fijacion de voltaje en la configuracion de célula completa (Hamill et al.,
1981), el voltaje de de fijacion seleccionado fue de -60mV. Se utilizaron el amplificador
Axopatch 200B (Axon Instruments) y el convertidor analogo-digital Digidata 1200 (Axon

Instruments), la sefial fue filtrada a 5 KHz y adquirida a 3.3KHz.
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Capacitancia de la membrana

La capacitancia de la membrana (Cm) celular, se obtuvo por medio de la
ecuacion que describe la relacion entre la constante de tiempo t y la resistencia (R) de
la membrana celular (Cm= t/R). A través de un pulso de voltaje de 10mV por 10ms

aplicado a la célula. En unidades de pF.

Densidad de corriente

La densidad de corriente (8), se calculd para cada célula registrada por medio del
cociente (6=pA/pF) de la amplitud de la corriente generada (pA) entre el tamafio de la

célula representado por la Cm (pF).

Constante de desactivacion

La constante de desactivaciéon Tau (t) se calcul6 a partir del ajuste de la
exponencial de la fase de desactivacion de las corrientes generadas de cada célula, se
calculé tomando como inicio el punto maximo de la corriente generada hasta el estado

reposo (Kopanitsa et al., 2002).

Aplicacion de Farmacos

Con el fin de caracterizar las respuestas a GABA (adquirido de SIGMA, A2129)
en la linea celular STC-1 cultivada en el laboratorio, se realizdé una aplicacion control de
GABA 100uM (Glassmeier et al. 1998) en el sistema de perfusion y se verificd que la
célula presentara la respuesta caracteristica de la activacién de los receptores GABAA
(corriente de entrada a CI") post exposicion al farmaco, para determinar el porcentaje de
células que respondian a GABA.

El 85% de las células respondié a la aplicacion extracelular de GABA. En los

experimentos subsecuentes se aplic6 GABA 100uM como control para garantizar la
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expresion funcional de los receptores GABAx (al final del experimento). Las células que
no mostraron respuesta a GABA no fueron incluidas en el analisis de grupos
experimentales.

Para abordar el primer objetivo se la aplicd la taurina (adquirida de SIGMA,
T0625) a 500uM, 1mM, 3mM y 10mM en diferentes grupos experimentales. Para
cumplir el segundo objetivo se utilizaron los analogos estructurales de la taurina: la
hipotaurina (adquirido de SIGMA, H1384) a 1, 3y 10 mM y la homotaurina (adquirido de
SIGMA, A76109) a 1, 10 y 30mM (Figura 9), cada concentracién fue aplicada en
diferentes grupos experimentales y posteriormente en todas las células registradas se
corroboro la expresion funcional de los receptores a GABA con la aplicacion de GABA
100uM.

a. hipotaurina O b. homotaurina
Z 0
H2N/\/ ~OH HQNWg_OH
11
@)

Figura 9. Estructura quimica de los analogos estructurales de taurina. a.
Hipotaurina (2-Aminoethanosulfinico acido) C,H;NO,S, metabolito de la sintesis de la
taurina y b. homotaurina (3-Amino-1-propanesulfonic acido) HoN(CH,)3SOsH producto

natural obtenido de algas rojas (Rodriguez et al., 1989).

Se realizd la caracterizacion farmacolbgica las respuestas generadas por la
aplicacion de GABA, taurina y sus analogos estructurales mediante la co-aplicacion con
bicuculina (adquirido de SIGMA, 14343) a 100uM antagonista clasico de los receptores
GABA.

Por ultimo, con el fin de efectuar el tercer objetivo se realizé la co-aplicacién de

GABA 100uM con taurina, hipotaurina u homotaurina a 1mM.
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Analisis estadistico

Los resultados de la aplicacion de la taurina y sus anélogos estructurales a
diferentes concentraciones y los resultados de la co-aplicacion de GABA 100uM con
taurina, hipotaurina u homotaurina a 1mM, fueron analizados por la prueba de "U” de
Mann-Witney.

En todos los casos se reportan los valores de propabilidad (p) y se acepté como
significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fuese P < 0.05.

Los datos fueron analizados mediante el paquete estadistico SigmaPlot para
Windows Version 11.0.
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7. Resultados

7.1 Expresion funcional del receptor GABA, en las células STC-1

Nuestro primer paso fue corroborar la expresion funcional del receptor GABA4 en
las células STC-1 (Glassmeier et al,. 1998). Nuestros datos indican que el 85.18% de
las células registradas (n=23 de 27) respondieron a la aplicacion extracelular de GABA
100uM con una respuesta de -150.1+28.5 pA (max-505 y min. -40 pA) (Figura 10). Las
células que respondieron tuvieron una Cm de 16.71 + 0.65 pF (en un intervalo de 10 a
23 pF). Ademés la densidad de corriente media fue de - 7.84 £ 1.77 pA/pF, mientras

gue la constante de desactivacion t fue de 4.5 + 0.8 ms.

bicuculina 1004M
— GABA 100uM — GABA 100uM

—
o
o
=
t-

20 (s)

Figura 10. Expresion funcional de los receptores a GABA4 en la linea celular STC-
1. a. Corrientes generadas por la aplicacion de GABA 100uM y constante de
desensibilizacion (tr). b. Bloqueo de las respuestas generadas por GABA 100uM,

mediadas por la co-aplicacion con bicuculina 100uM.
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7.2 Activacion del receptor GABA

7.2.1 Activacién del receptor GABAA por taurina

La accion agonista de la taurina sobre los receptores GABAAa, evalud en la linea
celular STC-1. La taurina se aplicé a diferentes concentraciones (Figura 11a). A 500uM
no se observaron respuestas, a 1ImM en el 33.3% (n=6 de un total de N=18 células
registradas) se generaron corrientes de -36.0 £6.3 pA (max.-55 y min. -15 pA) y una
densidad de corriente de 2.17+0.35 pA/pF. Al aumentar la concentracion de la taurina
(3mM) se observaron corrientes (de amplitud similar (38.33£7.2 pA, max. -55 y min -35
pA) y una densidad de corriente de 2.24+0.42 pA/pF, pero en un mayor porcentaje de
células (50%, n=6 de un total de 12 células registradas) (Fig. 11 c). Sin embargo,
cuando se aumentd la concentracion de la taurina a 10mM no fue posible obtener

corrientes en ninguna del las células registradas (n=10) (Tabla IV).

Posteriormente para determinar si las corrientes generadas por taurina a 3mM,
correspondian a la activacion del receptor GABAA se co-aplicd bicuculina [100uM], la
cual bloquedé completamente la respuesta producida por la taurina (Fig. 11 b). En
conjunto estos resultados indican que las células STC-1 expresan receptores GABAA
gue son sensibles a taurina (0 bien receptores GABAA en donde la taurina funciona
como agonista, aunque con una menor afinidad que el GABA).
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Figura 11. Las corrientes de taurina son bloqueadas por bicuculina. a.
Registro de las corrientes generadas por la aplicacion de taurina a diferentes
concentraciones 500uM, 1mM, 3mM y 10mM. b. Aplicaciébn de Taurina 3mM en
presencia de bicuculina [L00uM]. c. Densidad de corriente de las corrientes generadas
por la aplicacion de GABA 100 pM, taurina 1 y 3 mM. Los asteriscos indican las

diferencias significativas entre los farmacos con respecto al control (* P< 0.05).

26



Resultados

7.2.2 Activacion del receptor GABA, por hipotaurina

Nuestro siguiente paso fue evaluar si la hipotaurina, analogo estructural de la
taurina, funciona también como agonista del receptor GABAa. La aplicacion extracelular
de la hipotaurina 1mM no produjo respuestas. Sin embargo al aumentar la
concentracion a 3mM, se observaron corrientes (n=6) de 196+43.28 pA (max. -330 y
-105 pA) y una densidad de corriente de 10.19+1.29 pA/pF, en el 46% las células
registradas (n=6 de N=13). La concentracion de 10mM generd corrientes (n=5) de
58+15.37 pA (max.-100 y min. -15 pA) y una densidad 3.29+0.84 pA/pF, en el 87% de
las células registradas (n=5 de N=8). Las corrientes presentaron cinéticas heterogéneas
y tanto la amplitud como en la densidad de corriente fueron menores en comparaciéon
con las generadas por GABA 100uM (el resultado de la prueba estadistica fue de:
P=0.043 y P=0.001 respectivamente) (Figura 12 c). La bicuculina fue preincubada (por
10s) y co-aplicada con la hipotaurina para determinar si las corrientes registradas
correspondian a la activacion del receptor GABAA (N=6), lo cual no generé respuesta
(Figura 12 b).
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4. hipotaurina b. — DiCUcCUliNA 100pM
TmM - hipotaurina 3mM
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Figura 12. Activacion del receptor GABAA por la aplicacion de hipotaurina.
a. Corrientes generadas por la aplicacion de hipotaurina a diferentes concentraciones
1mM, 3mM y 10mM. b. Aplicacién de hipotaurina 3mM en presencia de bicuculina
100uM. c. Media y error estandar de la amplitud de las corrientes generadas por la
aplicacion de GABA 100uM, hipotaurina 3 y 10 mM. EIl asterisco indica la diferencia
significativa entre el farmaco con respecto al control (* P< 0.05).

28



Resultados

7.2.3 Activacion del receptor GABAA por homotaurina

Al igual que con la hipotaurina, se evaluo si la homotaurina funcionaba como
agonista de los receptores GABA, expresados en las células STC-1. De esta manera
se utilizaron diferentes concentraciones de homotaurina: 1, 10 y 30 mM (Figura 13 a,
Tabla IV). La homotaurina produjo corrientes sensibles a bicuculina Gnicamente a la
concentracion de 30 mM. El promedio de las corrientes registradas con homotaurina
30mM (n=6) fue de 93+12.9 pA (méx.-115 y min -45pA) y una densidad de corriente de
5.84+0.77 pA/pF, en el 85.7% de las células registradas (n=6 de N=7). La amplitud de la
corriente no fue significativamente distinta respecto al control ni la densidad de corriente
(el resultado de la prueba estadistica fue de: P=0.625 y P=0.451 respectivamente). La
aplicacion de 30mM de homotaurina en presencia de bicuculina [100uM] no generé
respuesta (Fig. 13.b).
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Figura 13 .Respuestas generadas por la aplicacion de homotaurina del
receptor GABAA. a. Registro de las corrientes generadas por la aplicacion de
homotaurina a diferentes concentraciones 1mM, 10mM y 30mM. b. Aplicacion de
homotaurina a 30mM, en presencia de bicuculina 100pM. c. Media y error estandar de
la amplitud de las corrientes generadas por la aplicacion de GABA 100uM u

homotaurina 30mM.
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7.3 Modulacion de las respuestas de GABA por taurina y/o sus analogos

estructurales

7.3.1 Modulacion de las respuestas a GABA por taurina

Los resultados previos de nuestro estudio indicaban que la taurina funciona como
agonista de los receptores GABAA expresados en las células stc-1. Sin embargo, se
desconoce si la taurina podria modular la cinética del receptor GABAA cuando es
activado por GABA. Por ello realizamos experimentos de coaplicacion GABA 100uM
mas taurina 1mM.

La co-aplicacion de GABA con la taurina (n=9, Tabla 1V), no modificé la amplitud
de la corriente que se obtuvo al aplicar solo GABA (150+28 vs. 161+33.34 pA, max.-359
y min -57 pA), ni en la densidad de corriente (7.8£1.7 vs. 8.5£1.6 pA/pF), el resultado

de la prueba estadistica fue de: P=0.365 y P=0.530 respectivamente. Sin embargo, la
constante de desactivacion T es mas lenta en presencia de taurina (35.44+3.7ms vs. 4.5

+ 0.8 ms; resultado de la prueba estadistica: P<0.001) (Figura 14).
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Figura 14. Respuestas a GABA moduladas por taurina. a. Respuestas a
GABA 100uM mas taurina a 1mM b. la aplicacion de taurina modifica la respuesta
generada por GABA a 100 uM c. Amplitud de corriente, d. densidad de corriente y e. t
de desactivacion de ambos grupos. GABA 100 uM [, co-aplicacion GABA 100uM
mas taurina a 1mM B . E| asterisco indica diferencia significativas entre los farmacos
con el control (* P< 0.05).
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7.3.2. Modulacién de las respuestas a GABA por la hipotaurina

La hipoaturina es un metabolito endégeno en el SN (Le-Corronc et al., 2001; Vitvitsky
et al., 2011) y al igual que la taurina podria tener un efecto modulador sobre el receptor
GABA\ cuando este es activado por GABA (100 uM). De esta manera se evalud si la
co-aplicacion de GABA 100uM e hipotaurina 1mM (n=8) (Figura 15), producia corrientes
distintas de aquellas en las que solo se aplicaba GABA. Los resultados sefialan que no
existe diferencia significativa en la amplitud de corriente (98+16.23 pA, méx.-205 y min -
60 pA), ni en la densidad de corriente (5.7+0.79 pA/pF) en comparacion con el grupo
control, que es la respuesta generada por GABA 100uM (el resultado de la prueba
estadistica fue de: P=0.643 y P=0.573 respectivamente). En esta serie de experimentos
también se observd que la t de desactivacion aumenté cuando se co-aplicaron
hipotaurina y GABA en comparacion al control (19.58+3.5s vs. 4.5 + 0.8s, P<0.001)
(Figura 15 e.).
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Figura 15. Respuestas a GABA moduladas por hipotaurina. a. Respuestas a
GABA 100uM mas homotaurina a 1mM, b. la aplicacion de homotaurina modifica la
respuesta generada por GABA a 100 pM c. Amplitud de corriente, d. densidad de
corriente, y e. t de desactivacion de ambos grupos. GABA 100 uM 3, co-aplicacién
GABA 100uM mas hipotaurina a 1mM . El asterisco indica diferencia significativa
entre el farmaco y el control (* P< 0.05).
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7.3.3. Modulacion de las respuestas a GABA por la homotaurina

Por ultimo al co-aplicar la homotaurina 1mM con el GABA 100uM (n=8) se
obtuvo una t de desactivacion mayor que la del GABA (10.79£2.5 ms vs. 4.5 + 0.8 ms,
P= 0.018), mientras que no se observaron cambios significativos en la amplitud
corriente (129+45.79pA, max.-422 y min -45 pA), ni la densidad de corriente son
diferentes (6.912.2 pA/pF), el resultado de la prueba estadistica fue de: P=0.558 y
P=0.456 respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Respuestas a GABA moduladas por homotaurina. a. Respuestas a
GABA 100pM mas homotaurina a 1mM b. la aplicacién de homotaurina modifica la
respuesta generada por GABA a 100 uM c. Amplitud de corriente, d. densidad de
corriente y e. t de desactivacion de ambos grupos. GABA 100 uM 1, co-aplicacion
GABA 100puM mas homotaurina a 1mM . El asterisco indica diferencia significativas
entre los farmacos con el control (* P< 0.05).
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Tabla IV. Resumen de resultados

Farmaco n N %R= 1 (pA) 8 (pA/pF) T(s)

GABA

100puM 23 27 85.18 150.19 +28.5 7.84+1.77 4510.8

100puM + 0 9 0 - — —

Bicuculina 100uM

Taurina

500uM 0 6 0 — — —

iImM 6 18 33.33 *36+6.3 P=0.001 *2.17+0.35 P=0.001 *2.0+0.4 P=0.043
3mM 6 12 50 *38.33+7.2 P=0.003 *2.24+0.42 P=0.002 *1.9+0.18 P =0.025
10mM 0 8 — — —

3mM + Bicuculina 0 10 — — —

100uM

Hipotaurina

1ImM 0 6 0 — - —

3mM 6 13 46.15 196+43.28  P=0.182 10.19+1.29 P=0.072 4.04£0.53 P=0.529
10mM 5 8 87.5 *58+15.37 P=0.043 *3.29+0.84 P=0.001 3.5+0.4 P=0.764
3mM + Bicuculina 0 6 0 — — —

100uM

Homotaurina

1imM 0 6 0 — — —

10mM 0 6 0 — — —

30mM 6 7 85.7 93+12.9 P=0.625 5.840.77 P=0.667 4.91+1.7 P=0.451
30mM + Bicuculina 0 6 0 — — —

Co-aplicacion

GABA 100pM +

Taurina 1ImM 9 10 90 161+33.34  P=0.365 8.5+1.6 P=0.530 *3544+3.7 P=<0.001
Hipotaurina 1ImM 8 8 100 98+16.23 P=0.643 5.7¢0.79  P=0.573  *19.58+3.5 P =<0.001
HomotaurinalmM 8 8 100 129+45.79 P=0.558 6.9+2.2 P=0.456  *10.79+2.5 P=0.018

n: namero de células que respondieron, N: numero total de ceélulas registradas, %R:

porcentaje de células que respondieron, I:

amplitud de corriente, &6: densidad de

corriente, t tau; constante de desactivacion; P:resultado de la prueba estadistica. El
asterisco indica diferencia significativas entre los farmacos con el control, determinadas
mediante la prueba U-Mann-Whitney (* P< 0.05).
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8. Discusion

Los resultados presentados en esta tesis se discutiran en los siguientes apartados:

a) Expresion funcional de los receptores a GABA, en la linea STC-1

Los datos obtenidos del registro de la linea celular cultivada en el laboratorio mostraron
que tras la aplicacion de GABA se evocaron respuestas en un mayor porcentaje de
células (85.18% vs. el 55%) respecto a lo reportado por Glassmeier y col. 1998,
mientras que la amplitud media de la corriente generada fue menor (-150.1+ 28.5 pA vs.
1861124 pA), indicando cierta heterogeneidad de las células, por lo que solo se incluy6
en el analisis de los grupos experimentales las células sensibles a GABA 100uM.
Respecto a la estequiometria del receptor GABAA en esta linea celular aun se
desconoce el ensamble de las diferentes subunidades y seria conveniente realizar
analisis posteriores. Es posible considerar la hip6tesis de que las subunidades GABAp
formen heteropentameros con otras subunidades GABAa en las células STC-1, como
se ha mostrado en neuronas del tallo cerebral y en células de Purkinje (Harvey et al.,
2006, Milligan et al.,, 2004). Nuestros resultados mostraron que en presencia del
antagonista bicuculina especifico para GABAA la respuesta se bloquea completamente.
Mientras que si se encontraran formando homopentadmeros posiblemente una fracciéon
de la corriente generada se mantendria durante la aplicacion de bicuculina (Rosas-
Arellano et al., 2012).

Se ha mostrado que la subunidades GABAp co-ensamblan con la subunidad y, (Ekema
et al., 2002; Quian y Ripps, 1999; Quian y Pan 2002) y también con la subunidad o
(Harvey et al., 2006, Milligan et al., 2004, Pan y Quian, 2005). Sin embargo la linea
celular STC-1 no expresa la subunidad a; ni y, (Glassmeier et al. 1998) pero no se
descarta la posibilidad de que las GABAp interactien con otras subunidades de GABAA
en esta linea celular, esto basado en la alta similitud de secuencia que presenta con las
subunidades B (Whiting et al., 1999), las cuales en otros modelos interactian con las
subunidades a2, a3, a5, 6 (Bencsits et al., 1999; Benke et al., 1994; Fritschy et al., 1992;
Fritschy y Mohler, 1995; McKernan et al., 1991; Nusser et al., 1998; Quirk et al., 1994) y

38



Discusiéon

gue estan presentes en esta linea celular. Ademas, otra similitud entre las subunidades
GABAp y B es que in vitro ambas forman receptores homomeéricos (Moss y Smatrt,

2001).

b) Efecto de la aplicacion de taurina sobre el receptor GABAA

El receptor GABAA es uno de los mas estudiados de la familia de receptores
ionotrépicos activados por ligando, sin embargo, ain se desconocen muchas de sus
interacciones a nivel estructural con moléculas como la taurina. En el presente estudio
presentamos evidencia de la accidén agonista de la taurina sobre los receptores GABAA
en el rango de 1 y 3 mM, en el cual solo fueron sensibles el 33% y el 50%
respectivamente de las células STC-1 (tomando como el 100% las células que a su vez
eran sensibles a GABA). Aunque la amplitud de las corrientes generadas por la taurina
fue menor, las respuestas generadas se inhibieron completamente en presencia de
bicuculina, lo que indica que son mediadas por el receptor GABAA. Estos resultados
indican que la taurina funciona como un agonista débil de los receptores GABAx en las
células STC-1, que posiblemente solo active a una poblaciéon de estos receptores, ya
gue es sabido que la composicion de subunidades que forman al receptor determina
sus propiedades farmacoldgicas, mostrado por medio de la expresion heterdloga de
distintas subunidades (Ebert et al., 1994; Minier y Sigel, 2004). Ademas, es posible que
la reducida accién de taurina como un agonista se deba a su baja afinidad con el
receptor y su ligera competencia por el sitio de unién, como se mostré en ensayos de
radioligando (Dzirkale et al., 2011).

La accion de agonista débil por parte de la taurina sobre los receptores GABAAa
expresados en una fraccion de células STC-1 es similar a la reportada en las células de
Purkinje en donde se encontr6 que la taurina inhibe la frecuencia de disparo
espontanea de estas células pero a niveles muy por debajo de aquellos ejercidos por el
GABA (Kd= 0.11mM vy de taurina Kd=1mM) (Okamoto y Sakai, 1981). También

corresponde con los estudios de Bureau y Olsen (1991), quienes en ensayos de
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competencia utilizando extractos de membranas aislados de corteza cerebral estimaron
una ECs0=33uM para la taurina y una Kd=1.7 nM (a 100uM), en contraste con la
ECs50=0.5uM de GABA y una Kd=0.5nM (a 10puM). En este mismo estudio se reportd
que la sensibilidad a taurina por los sitios de unibn a GABA es mayor en el giro
dentado, sustancia nigra, capa molecular del cerebelo, los nucleos del talamo medio y
CA3 del hipocampo.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio por Ochoa de la Paz y
colaboradores, también muestran que la taurina actia como agonista débil de GABAp1
(ECso=7mM vs. GABA ECs5,=2.3uM), en el sistema de expresion de ovocitos de X.
laevis. Posiblemente la aplicacién de agonistas especificos de las subunidades GABAp
como el CACA permitiria conocer si parte de la respuesta generada por la taurina es
por la activacion de subunidades GABAp co-ensambladas con las demas subunidades
de GABAA presentes en esta linea celular. Se ha observado que en receptores
heteroméricos que contienen las subunidades GABAp la respuesta generada por
agonistas especificos como el CACA, se inhibe solo en una fraccién al aplicar el
antagonista especifico TPMPA y solamente se bloquea por completo por la aplicacion
de bicuculina (Harvey et al., 2006; Milligan et al., 2004).

Es importante considerar que las propiedades fisicoquimicas de la taurina
repercuten en sus acciones biolégicas. La taurina es un aminoacido perteneciente a la
familia de p-aminoacidos y presenta un grupo funcional sulfuro en lugar de un grupo
carboxilo. Los grupos sulfaricos son fuertemente acidos (comparado con los grupos
carboxilicos) lo que permite que la taurina sea un zwitterion en el rango de pH
fisiol6gico. Esta naturaleza zwitteridnica de la taurina le provee una alta solubilidad en
agua y baja lipoficidad, lo que resulta en alta impermeabilidad en las membranas
celulares (Huxtable 1992). Ademas resultado de su naturaleza zwitterionica la taurina
presenta un alto dipolo y su punto isoeléctrico cae entre el de los aminoacidos
carboxilicos como el GABA. Por todo lo anterior se considerd que la taurina interactia
potencialmente con el receptor a GABA, sin embargo nuestros resultados mostraron
que la taurina a 3mM solo genera corrientes en el 50% de las células sensibles a

GABA, lo que sugiere que solo una porcentaje de la poblacion de los receptores
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expresados en esta linea celular son sensibles a la taurina. Pero por otra parte, esta
propiedad zwitterionica también le confiere a la taurina bajo condiciones fisiolégicas la
propiedad de existir en dos conformaciones estructurales cis en un 73% y trans en el
resto (Huxtable, 1992; Rodriguez et al., 1989), lo que puede ser un factor de la baja
actividad de la taurina como agonista, ya que se ha mostrado el efecto opuesto de las
distintas conformaciones estructurales sobre los receptores de glicina; la estructura
trans actia como un antagonista mientras que la cis como un agonista (Schmieden y
Betz, 1995).

Considerando la variabilidad estructural de la taurina en este trabajo se utilizaron
los analogos estructurales: la hipotaurina y la homotaurina que presentan conformacion
estructural estable a pH fisiol6gico, para evaluar si estos pudiesen unirse y activar a
receptores GABAA con mayor eficiencia.

c) Efecto de la aplicacion de hipotaurina sobre el receptor GABAA

Los resultados indican que el 46% de las células registradas fueron sensibles a
hipotaurina a una concentracién de 3mM generando una corriente de amplitud similar a
la del control, sin embargo que esto ocurra solo en dicho porcentaje de las células
podria indicar que se tiene una expresion de los receptores heterogénea, que le provee
de caracteristicas electrofisioldgicas distintas la cual puede depender de la composicion
de subunidades que conforman al receptor (Hevers y Luddens 1998). De manera
inesperada, las respuestas generadas por una concentracion de 10mM fueron de
menor amplitud y con una densidad de corriente tres veces menor aunque el porcentaje
de las células sensibles aumento al 87%. Estos resultados difieren a los sefalados por
Ochoa de la Paz (en proceso) en ovocitos de Xenopus inyectados con GABAp1, en los
cuales la amplitud de corriente aumento de manera dosis dependiente, sin ser mayor a
la del control (Figura 8 c.). También estos resultados muestran que la hipotaurina no se
comporta como un antagonista de los receptores GABAA como se ha observado en

otras moléculas que poseen una posicién trans (Schmieden y Betz, 1995).
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d) Efecto de la aplicacién de homotaurina sobre el receptor GABAA

La aplicacion de homotaurina solo generd respuestas a la concentracion de
30mM, misma que fue bloqueada por la bicuculina, resultados que concuerdan con los
datos observados previamente en el laboratorio (Ochoa de la Paz, en proceso) donde
se muestrd que la homotaurina es agonista del receptor GABAp1. También nuestros
resultados concuerdan con los reportados por Schmieden y Betz (1995), donde la
conformacioén cis podria proporcionarle la propiedad de agonista sobre el receptor a
glicina. Sin embargo estas observaciones contrastan con los observados por Okamoto y
Sakai 1981, quienes reportaron que en las neuronas de Purkinje la homotaurina es 500
veces mas potente que el GABA para inhibir potenciales de accion espontaneos.

e) Modulacion del receptor GABA por la taurina 'y sus analogos estructurales

Por otra parte se evalu6 la modulacion de las respuestas a GABA por la taurina y
sus analogos estructurales. Los resultados indican que ni la amplitud ni la densidad de
corriente se modificaron respecto a las respuestas registradas con la aplicacion de
GABA. Al respecto se ha mostrado que la taurina, al ocupar el mismo sitio de unién del
agonista en el receptor de glicina, modifica la amplitud de corriente por un efecto de
cooperatividad positiva o negativa entre la glicina y la taurina (Han et al., 2004). Por lo
que en las células STC-1 los resultados pueden sugerir que estas moléculas no
compiten por el sitio de union a GABA, aungue se requieren realizar ensayos de
competencia entre GABA y estas tres moléculas a diferentes concentraciones para

confirmar lo anteriormente expuesto.

La co-aplicacion de taurina, hipotaurina y homotaurina si modificé la constante de
desactivacion T de las corrientes generadas por GABA. En presencia de taurina se

incrementd casi 7 veces comparada con el control. Una posible explicacion de este
comportamiento es que el cambio en la cinética de la corriente observada corresponde

a la activacion de receptores que en su conformacion posean subunidades GABAp por
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la taurina, dado que estos no se desensibilizan en presencia del agonista a diferencia
de los receptores GABAA que presentan una cinética de desactivacion rapida (Polenzani
et al., 1991).

La co-aplicacién de hipotaurina y GABA también mostré diferencia significativa en
la cinética de inactivacion, la cual fue casi 4 veces mayor que la del control; de manera
similar la homotaurina también aumenté al doble la constante de inactivacion respecto a
GABA.

Este ultimo hallazgo sobre la modulacién del las respuestas generadas por GABA
en presencia de taurina y sus analogos estructurales sugiere que estos farmacos
podrian funcionar como moduladores del receptor GABAA, Una posibilidad de cémo se
lleva a cabo la modulacion de las respuestas generadas por GABA es que la taurina y
sus analogos estructurales pueden actuar sobre sitios de unién alostéricos del receptor
GABAA (Hevers y Luddens, 1998) o bien taurina podria unirse al sitio de union a GABA
como se ha mostrado recientemente en modelos de acoplamiento del receptor GABAA
con taurina y diferentes analogos estructurales (Estrada-Mdéndragon et al., en proceso).
Se sugiere que la modulacion del receptor GABAA por estas moléculas, ocurre una vez
que el receptor se encuentra en su estado abierto activado por su agonista, otras
moléculas se unen al receptor retrasando su regreso a el estado de conformacion
cerrado, como se ha observado con otros moduladores de GABAA (Goutman et al.,
2005, Olsen y Snowman, 1982), y concuerdan con diversos estudios donde se ha
observado que taurina presenta propiedades como anti-convulsionante o como
modulador de la excitabilidad neuronal (Chapman y Hart, 1988; Durelli y Mutani 1983;
Frederickson 1978; Hass y Hosli 1973; Hirai 1980; Huxtable 1981; Kaczmarek 1976).
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9. Conclusiones

En el presente trabajo se encontré que los receptores GABA, son sensibles a taurina,
homotaurina e hipotaurina.
- La aplicacion de taurina a la concentracion de 3mM genero respuestas en el 50%
de las células registradas
- La aplicacion de hipotaurina a la concentracion de 3mM generd respuestas en el
46% de las células registradas.
- La aplicacién homotaurina a la concentracién de 30mM genero respuestas en el
85% de las células registradas
- Las respuestas fueron bloqueadas presencia de bicuculina en el 100% en cada

uno de los farmacos.

La respuesta generada por GABA es modulada por los tres farmacos a la concentracion
de 1mM:

- En presencia de taurina la t de desactivaciéon aumenté mas de 7 veces.
- En presencia de hipotaurina la t de desactivacion aumentdé mas de 4 veces

- En presencia de homotaurina la t de desactivacion aumenté mas de 2 veces

Con base en estos resultados concluimos que la taurina y sus analogos estructurales
generan respuestas en una poblacién de células STC-1 y modulan la T de desactivacion

de las respuestas producidas por GABA.
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