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INTRODUCCION
Las membranas bioldgicas son bicapas lipidicas en las que se intercalan proteinas que
varian con cada tipo de membrana y de célula. Algunas de estas proteinas
transmembranales le confieren a la membrana propiedades de permeabilidad que
pueden ser poros y canales de transporte pasivo o activo, bombas y transportadores
moleculares o idnicas. Se dice que una membrana es permeable si todos los solutos
pueden atravesarla; si una membrana permite el paso tinicamente de ciertos solutos, se

denomina semipermeable, o con permeabilidad selectiva.

Presién osmética

El mecanismo mas sencillo mediante el cual una solucién puede atravesar la membrana
es por difusién simple. En efecto, si se representa la membrana de una forma muy
simple, como compuesta solamente por poros permeables al agua, una diferencia en la
presion hidrostatica entre ambos lados de la membrana produce un flujo de agua a su
través. Suponiendo ahora que se tienen dos soluciones del mismo compuesto pero de
distinta concentracién, separadas por una membrana semipermeable que permite el paso
del solvente pero no del soluto, se producird un flujo del solvente que ird de la zona
menos concentrada a la de mayor concentracién; este flujo (J) serd proporcional a la
diferencia de concentraciones y se define como:

J=-k(AC)

donde k es una constante de proporcionalidad y AC es la diferencia de concentracién »

entre los compartimientos.



En el caso de que existan distintas concentraciones y presiones hidrostaticas ;i.iferentes,

el flujo total (J) serd determinado por ambos factores y se describe entonces como:
Ji=Lyak C

donde L, es el coeficiente de permeabilidad yA, es la diferencia de presién entre los dos A

compartimientos.

El producto k/:C tiene unidades de presién y se denomina presién osmética. Como
puede deducirse, es ésta la presion negativa que debe ejercerse sobre el compartimiento
con mayor concentracién de osmolitos para contrarrestar cualquier movimiento neto del
solvente proveniente del compartimiento con menor concentracién de osmolitos.

En un sistema biolégico las soluciones isosméticas son aquellas que poseen una misma
presion osmética que el compartimiento intracelular, mientras que las que presentan una
presién osmotica diferente son anisosméticas: éstas pueden ser hiposmdticas, si la presion
osmética que ejercen es menor, o hiperosmdticas cuando la presion osmética que ejercen
es mayor.

Las células animales y vegetales poseen membranas semipermeables, es decir permiten
el movimiento de agua pero impiden el flujo de osmolitos. Por ello, toda vez que la
célula sea expuesta a un medio anisosmotico, estableciéndose un gradiente osmético
entre su interior y el medio extracelular, sufrird un cambio en su volumen al moverse
agua de un compartimiento a otro para contrarrestar dicho gradiente. En el caso de un
medio hiperosmético, la célula perderd agua, tornando su interior mas concentrado hasta
disipar el gradiente. En el caso de un medio hiposmético, la célula ganara agua hasta

balancear su concentracién de osmolitos con los del medio extracelular.



El flujo de agua a través de la membrana celular puede ser :
1. por movimientos pasivos en los que el agua atraviesa la membrana por canales
pasivos permanentemente abiertos, principalmente de K* y CI, en estos canales el agua
es acarreada por el grado de hidratacién del ion.
2. a través de canales proteicos especificos para el agua; éstos se han clonado y
expresado en diferentes tipos celulares (Fushimi, K. y Cols., 1993; Solomon y Cols., 1984).

3. por medio de sistemas contractiles vesiculados.

MECANISMOS DE REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR

En condiciones isosméticas, las células diferenciadas presentan un cierto volumen
determinado por el linaje celular al que pertenecen; es decir, su volumen esta en estado
estacionario. Cuando el medio extracelular se vuelve hiperosmético, el volumen celular
disminuye como consecuencia de la salida de agua intracelular, obedeciendo a los
principios fisicoquimicos ya mencionados. Por el contrario, en un medio extracelular
hiposmético, la célula se hincha por la entrada de agua osméticamente obligada. En
cualquiera de las condiciones anteriores, el aumento o disminucién del volumen celular
es una consecuencia directa de los flujos de agua que sélo obedecen las leyes de la
6smosis.

La mayoria de las células animales sin embargo, posee mecanismos por medio de los
cuales tiende a recuperar su volumen estacionario atin con la persistencia de condiciones
anisosmoticas. Estos mecanismos son respuestas activas de las células, que requieren un

gasto energético y como se explicard mas adelante, consisten en modificaciones de la



permeabilidad de la membrana a distintos solutos osméticamente activos (Olson y Cols.,
1986).

Como puede observarse, los cambios del volumen celular en condiciones anisosmaéticas
pueden separarse en dos procesos seguidos en el tiempo, los cuales son:

1. Una variacién en el volumen celular como consecuencia de los flujos de agua
gobernados por la 6smosis.

2. La tendencia a recuperar el volumen original atin bajo la persistencia de la condicién
anisosmética. Esta segunda fase recibe el nombre de regulacién del volumen celular.

La regulacién del volumen celular puede ser de dos tipos: 1. un incremento regulador
del volumen celular (IRV) que se presenta después de un encogimiento provocado por
un medio hiperosmético, y 2. un decremento regulador del volumen celular (DRV), el
cual se presenta después de un hinchamiento provocado por un medio hiposmético.

Lo anterior se puede representar con el esquema siguiente;
MEDIO:

HIPEROSMOTICO ISOSMOTICO HIPOSMOTICO

1) osmolitos, H,0 2) osmolitos, H,0
L, E 2 /\ (2) QL HO

(3) IRV, osmolltos, Hovu) DRV osmolitos, H,0

ENCOGIMIENTO ESTADO AUMENTO
CELULAR ESTACIONARIO CELULAR

Las flechas que se alejan del estado estacionario (1 y 2) indican los cambios en el
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volumen celular como consecuencia de los flujos de agua activados por ésmosis. Las
flechas que convergen al estado estacionario (3 y 4) representan los procesos de
regulacién del volumen celular.

Por lo anterior, puede considerarse de una manera simplista que la regulacién del
volumen celular es una consecuencia de los mecanismos que regulan las osmolaridades

entre los compartimientos intra y extracelulares.

Moléculas osméticamente activas

S5i bien las membranas celulares son altamente permeables al agua, no es el caso para
la mayoria de los solutos, que en el reposo se encuentran en distintas concentraciones
entre los dos compartimientos, debido por una parte, a la impermeabilidad de la
membrana celular y por otra, a los mecanismos de transporte activo como las bombas
ibnicas y los translocadores. Los solutos son moléculas osméticamente activas que al
encontrarse en solucién, contribuyen al valor total de la presién osmética.

Los principales solutos utilizad os en los mecanismos de regulacién del volumen celular
son los iones inorganicos K*, Na* y CI" y algunos iones orgénicos y moléculas, como
ciertos azticares no cargados, aminoacidos, purinas, polialcoholes asi como aniones mono
y divalentes, como el bicarbonato y el fosfato (Pierce y Greenberg., 1972; Armende y

Pierce,, 1980; Perisamy y Cols,, 1992).



MECANISMOS IONICOS IMPLICADOS EN LA REGULACION DEL VOLUMEN

CELULAR

Las vias de flujo de los iones inorgédnicos involucrados en los procesos de regulacién

del volumen celular son los acarreadores, las bombas y los canales. Las bombas
transportan activamente a los iones contra un gradiente electroquimico y requieren de
energia. Los canales son poros proteicos incrustados en la membrana que permiten a los
iones moverse rapidamente en favor de su gradiente electroquimico (Jesell y Kandel,
1991). Existen canales de K* activados por estiramiento de la membrana (Gujaray y
Sachs., 1984; Islas y Cols., 1993); éstos podrian activarse durante los momentos de
distensién celular en condiciones de hiposmolaridad.

Los osmolitos organicos son acumulados en el interior celular por transportadores
especificos de dos tipos: transportadores dependientes de Na*, como los de los aziicares
y aminodcidos, y translocadores ionicos, los cuales pueden intercambijar distintas
especies idnicas entre los compartimientos intra y extracelulares como el de cloro y el
bicarbonato (Grinstein y Cols., 1984; Hoffman., 1987; Yantorno y Cols., 1989, Macleod y
Hamilton., 1991).

Estos transportadores pueden estar sujetos a modulacién por segundos mensajeros y

podrian participar en los flujos salientes de sus osmolitos respectivos (Hoffmann 1992).

Flujos i6nicos activados en la regulacion del volumen celular

Los iones intracelulares K* y CI" estdn activamente involucrados en el DRV, ya que la -



mayorfa de las células que pueden regular su volumen, responden a un hin.c}.lamiento
con una pérdida neta de K* y CI, produciéndose asi una salida obligada de agua "
dirigida por el gradiente osmético. (Lauf., 1985; Eveloff y Warnek., 1987). El mecanismo
molecular responsable de esta pérdida de iones no es el mismo en los distintos tipos
celulares. Tanto en células epiteliales como en eritrocitos de aves, peces y mamiferos, el
flujo iénico sensible a volumen es mediado por el cotransportador K*/Cl" eléctricamente
neutro, por lo que en estos sistemas el DRV es inhibido por drogas qué bloquean a este
sistema de transporte, como la furosemida y la bumetanida (Ussing., 1982; Kregenow.,
1971 Lauf., 1985; Parker., 1983). En otras células, incluyendo células asciticas de Erlich
y linfocitos, el K* y el Cl salen de la célula por medio de vias conductoras, las cuales
estdn separadas pero pueden ser interdependientes (Hoffman., 1987; Grinstein y Cols.,
1984). El DRV que se induce en parte por la activacion del cotranportador K*/CI" es por
lo general muy lento, con una duracién de minutos a horas, mientras que si el proceso
se efectia a través de canales ionicos la respuesta es muy rapida y la regulacién tiene
lugar entre 5 y 10 minutos (Lauf., 1985). Las vias conductoras rapidas permanecen
latentes en condiciones isosméticas y son activadas cuando existen cambios en el
volumen celular (Hoffmann., 1987). Hasta este momento no esta claro si el incremento
en el volumen celular es una senal para activar estos movimientos iénicos o si éstos
ocurren en respuesta a una o algunas sefales intracelulares producidas a su vez por un
cambio en el volumen.

El IRV, podria estar mediado por la activacién de dos sistemas cotranportadores

eléctricamente neutros, ya sea Na*/K*/2CI' o Na*/CI". Estos dos sistemas internalizarian



a estos iones y con ello acarrearian agua, posteriormente serian expulsados de la célula
a través de la actividad de una ATPasa Na*/K".

En células epiteliales de vejiga urinaria, los dos mecanismos reguladores de volumen
se encuentran polarizados, encontrdndose los flujos implicados en el IRV en la
membrana apical, mientras que aquellas que participan en el DRV se encuentra en la

membrana basolateral (Spring., 1985).

Variaciones del volumen celular en condiciones isosméticas.

La homeostasis de los organismos multicelulares permite mantener la osmolaridad de
los liquidos corporales dentro de Iimites de variacién muy pequefios. En los mamiferos,
los fluidos extracelulares tienen un valor casi constante de 285 = 3% mOsmolas/]
(Hoffmann y Simonsen., 1989). La constancia de la osmolaridad en condiciones
fisiolégicas se debe ala actividad de las células que se encuentran directamente afectadas
por las variaciones osmolares del medio ambiente y por tanto deben poseer mecanismos
de regulacién de volumen muy activos; algunos ejemplos son: Las células epiteliales de
la piel, las células epiteliales de los capilares intestinales y las células del rifién. Las
células del epitelio gastrico e intestinal se exponen a un medio hiposmético después de
una ingesta excesiva de agua (Hoffmann y Simonsen., 1989; Dix y Cols., 1985).

Ademas de estos casos, algunos procesos fisiolégicos provocan cambios en el volumen
celular y activan, en consecuencia, los procesos regulatorios descritos. En general puede
afirmarse que cualquier proceso que conduzca a un incremento en la concentracién

intracelular de solutos osméticamente activos (iones inorganicos o compuestos organicos)



producird un incremento en el contenido intracelular de agua.

Se ha demostrado que la captura de aminoacidos y aziicares acoplados a la entrada de
sodio provocan una ganancia neta de agua y posteriormente una activacién de los
procesos reguladores de volumen en células epiteliales (Lau y Cols., 1984; Schultz y
Cols., 1983) y en hepatocitos (Kristensen y Folke., 1984; Kristensen., 1986). Por otra parte,
ciertos eventos catabdlicos como la glucogenolisis en hepatocitos y la lipdlisis en
adipocitos también pueden conducir a un incremento en los niveles de solutos
intracelulares osmoéticamente activos, lo cual provoca una entrada de agua
osmoéticamente obligada (Kristensen., 1986). Igualmente el metabolismo de las fibras
musculares durante el ejercicio, aumenta los solutos intracelulares libres y activa los
procesos reguladores de volumen (Saltin y Cols., 1987).

Existe evidencia que sefiala que existen cambios en el volumen, asociados con la
aﬁtividad neuronal en la retina (Orkand y Cols., 1984) y en rebanadas de corteza cerebral
(Lipton 1973). El aumento del volumen celular es producido por la entrada de iones a
la célula inducida por la despolarizacién y se previene sustituyendo el cloro por un
anién impermeable como el gluconato (Lipton., 1973).

En condiciones patoldgicas, la osmolaridad del medio extracelular puede tener grandes
variaciones, dependiendo del tejido del que se trate. Por ejemplo, en la diabetes puede
haber variaciones osmolares en la sangre entre 220 y 350 mosmolas/], lo que resulta en
un incremento o disminucién del volumen de las células sanguineas de
aproximadamente un 30% y un 20% respectivamente (Macknight., 1983, 1985).

Por otra parte, existen diversas estrategias experimentales para inducir un aumento en



el volumen celular; por ejemplo: 1. La acumulacién intracelular de un compuesto que
bajo la accién del medio intracelular se torne impermeante. 2. La simulacién de
estimulos fisiolégicos como serian la activacion de canales dependientes de ligandos o
la despolarizacién 3. La disminucién de la osmolaridad extracelular.

En un medio en donde el cloro se sustituye por acetato, el contenido intracelular de
agua puede aumentarse hasta en un 100% (Cooke y Macknight., 1984). Esto se explica
con base en que el acetato no disociado es capaz de atravesar la membrana plasmatica
e internalizarse en la célula. Una vez dentro se disocia y queda atrapado en el interior,
puesto que en la forma ionizada no puede cruzar la membrana plasmatica.
Posteriormente el ion hidrégeno disociado es intercambiado por sodio y se observa una
entrada de potasio a las células para compensar la acumulacién de las cargas negativas
del acetato; la acumulacién de estos solutos se acompafia necesariamente de una entrada
de agua, produciéndose el incremento en el volumen. Igualmente se ha demostrado que
la exposicién a Acido lictico induce un incremento de volumen por un mecanismo
similar en células de la corteza renal de conejo (Cooke y Macknight., 1984).

Se ha demostrado que las concentraciones elevadas de KCl producen hinchamiento
celular en numerosas preparaciones, incluyendo rebanadas de cerebro (Bourke y Tower.,
1966; Bourke., 1969; Pappius y Elliott, 1956; Moller y Cols., 1974), retina (Pasantes-
Morales y Cols,, 1988) y astrocitos en cultivo (Waltz.,, 1987). Los mecanismos
responsables de este proceso podrian ser la activacién del sistema de cotransporte 2CI
/Na*/K* (Waltz y Kimelberg., 1985) o por las fuerzas de difusién si se incrementa la

concentracién de K* sin reducir la concentracién de Cl" (Boyle y Conway., 1941).
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Existen estudios que senalan que ciertos neurotransmisores son capaces de incrementar
el volumen celular. En rebanadas de cerebro, la norepinefrina y la adenosina
incrementan el contenido de agua de una manera dependiente del cloro extracelular. Este
efecto se previene con antagonistas sindpticos especificos (Burke y Cols., 1983), lo que
indica que este proceso estd ocurriendo en las neuronas. En neuronas en cultivo, la
presencia de aminoacidos excitadores como el glutamato y el aspartato, asi como
agonistas de los receptores a estos compuestos producen un aumento en el volumen
celular, el cual es prevenido en un medio libre de sodio o cloro ya que los aminoécidos
excitadores producen hinchamiento celular por acumulacién de Na*, el cual entra a
través de canales activados por voltaje y es seguido por la entrada pasiva de CI' y agua

(Choi., 1987).

AMINOACIDOS LIBRES EN LA REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR
La modificacién de los niveles intracelulares de los aminoacidos, observada en los
moluscos en respuesta a cambios en la osmolaridad del medio, fue la primer evidencia
de la participacién de éstos en los procesos de osmorregulacién. Actualmente el papel '
de los aminodcidos libres como solutos osméticamente activos en vertebrados superiores
durante un desajuste osmético, estd ampliamente demostrada (Schoffeniels., 1976;

Hoffman., 1987; Gilles., 1979; Rasmusson y Lieberman., 1993).

Taurina

En la mayorfa de las especies y en una amplia variedad de tejidos estudiados, la
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taurina es el aminodcido intracelular libre mas abundante, llegando a constitu.ixl' hasta el
50% de la poza enddgena en tejidos como el muscular cardiaco y esquelético (Laidlaw
y Cols., 1987). Su baja actividad metabélica que la mantiene en forma libre, aunada a su
gran abundancia y a su presencia casi total en forma soluble en el citoplasma, hacen
pensar en una contribucién considerable del aminoacido a la poza de osmolitos
intracelulares. Pero si a ello se aftade la presencia de eficientes sistemas especificos de
liberacién y captura, es decir, una alta capacidad de movilizacién entre los
compatimientos intra y extracelulares (Uchida y Cols.,, 1991), se evidencian sus

posibilidades de desempenar un papel preponderante como osmorregulador.

Sintesis y Metabolismo:

La via principal de sintesis de taurina es a partir de la cisteina, la cual es transformada
en icido cistein sulfinico . Este intermediario da lugar a la hipotaurina por la enzima
descarboxilasa del dcido cisteinsulfinico (DACS) y por la oxidacién posterior de éste se
obtiene la taurina. Se ha concluido que es Ja actividad de la DACS el paso limitante en
la biosintesis del aminodcido (Wo., 1982, Griffith., 1983; De la Rosa y Stipanuk., 1985).
Se han descrito dos isoformas de Ja DACS, DACS [ y DACS II, (Remy y Cols., 1990). Al
parecer la especificidad de la DACS varia con sus isoformas y con el tejido en el cual se
estudie. Wo (1982) reporta una DACS especifica de cerebro, la cual es diferente de la de
DACS del higado. Es en este érgano donde se sintetiza la méyor parte de la taurina
corporal, la cual posteriormente es distribuida a otros tejidos via el torrente sanguineo

(Griffith, 1983).
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El metabolismo principal de la taurina es su conjugacién para formar acidos biliares.
Otros metabolitos reportados incluyen algunos dipéptidos como la #-glutamil-taurina
(Varga y Cols., 1985). Sin embargpo, estd ampliamente demostrado que un alto porcentaje A
de la taurina corporal se encuentra en forma libre y no sufre transformacién quimica
alguna (Waniewski y Cols., 1991). En los vertebrados, la gran mayoria de los organismos
posee una amplia capacidad de sintesis de taurina, sin embargo algunos grupos como
los felinos y primates, incluyendo al hombre, la obtienen de la dieta (Morris y Cols.,
1990). Esto se debe a una baja actividad de 1a DACS, por lo que para ellos el aminoécido
se puede considerar como esencial. En este contexto cabe mencionar que una deficiencia
en taurina provoca severas alteraciones en la retina y el cerebro (Sturman y Cols., 1984),
asi como grandes perturbaciones morfofisiclégicas cuando la deficiencia ocurre durante

la gestacién (Sturman y Cols., 1984).

Mecanismos subyacentes a los flujos transmembranales de taurina

La entrada de la taurina al interior celular puede ser por dos vias: 1. un mecanismo
de cotransporte con Na*, y/o 2. difusién simple (Atlas y Cols., 1984). Ambas vias de
entrada han sido descritas en condiciones isosméticas en diversos tejidos (Schaffer y
Cols. 1982).

Los mecanismos de liberacién de la taurina son menos conocidos que los de su
acumulacién; se ha demostrado que la liberacién de este aminoédcido responde a
fluctuaciones osmolares, activindose el mecanismo de difusién y se ha descartado la

posible participacién del transportador de alta afinidad en los flujos salientes de taurina
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en los cuadros hiposméticos (Sdnchez Olea y Cols., 1991).

Posibles funciones biologicas

Se ha suguerido que la taurina es importante durante el desarrollo del cerebro. La
propuesta se basa, por una parte, en la gran abundancia del aminoacido durante el
desarrollo (hasta tres veces el valor del estado adulto), asi como en las alteraciones
observadas en la corteza y cerebelo de gatos bajo un estado de deficiencia en taurina in
utero (Morris y Cols., 1990).

En el estado adulto, se ha propuesto que la taurina podria tener funciones como:

1. moduladora de los eventos excitables actuando directamente sobre los canales de Ca?*
6 CI" (Huxtable y Bressler., 1973).

2. estabilizador de la membrana; Esta hipétesis se fundamenta en los efectos protectores
que muestra la taurina, observadas principalmente en el corazén y retina. En efecto, en
estos tejidos se ha reportado que la presencia de taurina en los medios de incubacion
estabiliza la estructura celular ante una amplia variedad de condiciones deletéreas como
la isquemia y la llamada paradoja del Ca* en el corazon, (Huxtable., 1992) o a la
iluminacién continua, a los medios libres de cationes divalentes y a condiciones
peroxidantes en preparaciones de segmento externo aisladas de fotorreceptores. (revisado
en Pasantes-Morales y Cruz., 1993).

3. protectora de la excitotoxicidad causada por el glutamato y kainato que son
moléculas excitadoras del sistema nervioso (Trenkener., 1990).

4. como osmorregulador en diversos tipos celulares (revisado en Huxtable., 1992).
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La taurina como osmoefector

La participacién de la taurina en la osmorregulacién fue reconocida desde estudios
pioneros en animales marinos. En especies eurihalinas se observaron movimientos de
aminoacidos libres desde, y hacia el interior celular durante los periodos de adaptacién
a los cambios de salinidad a los que éstos organismos se exponen naturalmente. Si bien
la poza osmosensible de aminoécidos incluye varios compuestos, la taurina es con
mucho el componente méds abundante. De hecho son los animales marinos los que
poseen la mayor abundancia relativa de taurina dentro de la escala zooldgica (Fluxtable.,
1992). No obstante lo anterior, no es sino hasta fecha reciente en que la participacién de
la taurina en la regulacién del volumen celular en tejidos de mamiferos, ha sido
demostrada (Hoffmann., 1989 y 1992; Huxtable., 1992). En efecto, en experimentos in vivo
se ha demostrado un incremento en los niveles de taurina en el corazén de rata durante
la adaptacién de volumen subsecuente a una hipernatremia crénica (Thurston y Cols.,
1980 y 1981; Vislie y Fugelli,, 1975). También se ha observado un incremento en la
incorporacién de taurina en corazones fetales de rata, como respuesta a una perfusion
con soluciones hiperosméticas (Atlas y Cols,, 1984). Esta acumulacién de taurina puede
ser estimulada de igual manera por un incremento en el Na* del medio como pc;r un
osmolito como la sacarosa (Atlas y Cols., 1984); Schaffer y Cols. (1982), encontraron que
la captura de la taurina en el corazén obedece a un mecanismo de cotransporte con Na*,
mas no es la tinica via de acumulacién del aminoacido en condiciones isosméticas.

Entre otras evidencias, se ha observado en ratas hechas diabéticas por inyeccion de

estreptosotozina, un aumento en el contenido de taurina en el miocardio,
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simultineamente con la elevacién de la osmolaridad del plasma (Atlas y Cols. 1984).
Otra evidencia del papel osmorregulador de la taurina en el tejido cardiaco es la
disminucién en su concentracién en el miocito simultidneamente a la entrada de agua al
mismo (Crass y Lombardini., 1977). La proposicién que postulaba a la taurina como
estabilizador de membranas se basaba, como ya se menciond, en evidencias obtenidas
en el corazén entre otros tejidos. Sin embargo, es posible que algunos de los efectos
cardioprotectores de la taurina estén mediados por su participacién en la
osmorregulacién. Asi por ejemplo, cabe mencionar que se ha descrito una acumulacién
excesiva de agua durante el dano isquémico al miocardio, y el efecto es contrarrestado
por la presencia de taurina.

Se han realizado estudios similares en la retina (Shultz y Neuhoff., 1983; Dominguez
y Cols., 1989), linfocitos humanos (Pasantes-Morales y Cols. 1991) y de conejo (Garcia
y Cols., 1991), cultivos de células MDCK (Roy y Sauvé, 1987), eritrocitos (Finchman y
Cols., 1987; Wolowyk y Cols., 1990) y astrocitos en cultivo (Pasantes-Morales y
Schousboe., 1988). En éstos se ha observado que el componente difusional de la
incorporacién de taurina se incrementa dramaticamente en condiciones hiposméticas
mientras que se observa una reduccién en el componente dependiente de sodio. También
se han observado incrementos en los niveles de taurina en el cerebro y miisculo de ratas
in vivo, que sufren una deshidratacién crénica debido a una incapacidad para la sintesis
de vasopresina (Nieminen y Cols, 1988). En estudios in vivo, se ha mostrado que
perfundiendo el misculo biceps femoral de rata con soluciones hiperosméticas, la

liberacién basal de taurina y de fosfoetanolamina decrece (Lehmann., 1989).
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Los mecanismos moleculares subyacentes a la liberacién de aminoacidos estimulada
por hiposmolaridad son practicamente desconocidos. En invertebrados se ha sugerido
que la permeabilidad de Ia membrana celular a la taurina estd regulada por el calcio en
la superficie membranal y depende de ATP (Armende y Pierce., 1980). Sin embargo, en
la amplia mayoria de los tejidos los mecanismos de expulsion de la taurina, las entidades

moleculares involucradas y su regulacién no han sido caracterizadas.

La taurina como osmoefector en el sistema nervioso

Las caracteristicas de un osmolito activo podrian enunciarse como sigue: 1. las
concentraciones citosélicas del compuesto deben cambiar en forma concertada con los
cambios de osmolaridad del medio exterior; debe existir por tanto, un mecanismo para
ajustar los gradientes de concentracién a través de la membrana celular; es decir, un
mecanismo selectivo de captura y otro de salida sensibles a los cambios osméticos. 2.
los cambios en su concentracién no deben alterar de manera dréstica, o en el caso ideal,
ni minimamente el potencial de membrana, las actividades enziméaticas u otros procesos
celulares. 3. La energia necesaria para la sintesis del compuesto, asi como la requerida '
para mantener altas concentraciones en el interior celular y aquella que la movilizacién
del osmolito requiere en respuesta a los cambios osméticos, deben ser minimas.

Por lo anterior, un compuesto zwitterion es el ideal, ya que un compuesto neutro serfa
liposoluble y requeriria un costo alto de energia para mantener la concentracién
adecuada del osmolito en el medio intracelular. La energia de sintesis puede reducirse

utilizando un producto de desecho o metabdlicamente inerte.
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La taurina se ajusta de una manera casi ideal a los requisitos del osmolito perfecto; Se
acumula por un sistema tnico para los -aminoécidos, el cual utiliza la energia del
gradiente de Na* (Martin y Shain., 1979., Larsson y Cols., 1986), y la permeabilidad de
la membrana a la taurina estd en funcién del volumen celular. La taurina, por sus
caracteristicas lipofébicas, puede ser retenida en altas concentraciones intracelulares sin
interferir con otros aminoécidos metabélicamente activos (Pasantes-Morales y Martin del '
Rio., 1990). La poza de taurina, ademads existe en forma libre y distribuida de manera
homogénea en el citoplasma, disponible para ser movilizada por cambios osméticos
(Waniewski, y Cols., 1991). La taurina es uno de los osmolitos presentes en mas altas
concentraciones y el principal donador de osmoequivalentes durante el ajuste del
volumen celular en el cerebro de los mamiferos (Solis y Cols., 1988). La liberacion de
taurina en medios hiposméticos estd mediada por un mecanismo independiente del Na*
extracelular, y su poza enddgena es en tal forma movilizable que puede practicamente
depletarse en condiciones externas de hiposmolaridad (Pasantes-Morales y Schousboe
1988). El papel de la taurina como osmolito en el sistema nervioso parece favorecerse por
la capacidad restringida de las células nerviosas para movilizar los iones inorganicos Na*
y K’, y al ser éstos, como se sabe, responsables directos de la excitabilidad neuronal; son
entonces los solutos orgénicos los que principalmente contribuyen al proceso de
regulacién del volumen celular (Sdnchez Olea, y Cols., 1993; Pasantes-Morales, y Cols.
1993).

Se ha establecido que los aminoacidos excitadores incrementan la liberacion de taurina

de las células excitables. La liberacion de taurina estimulada por el quiscualato es
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completamente dependiente de la osmolaridad del medio, siendo totalmente inhibida en
medios hiperosméticos. El dcido kainico estimula la liberacion de la taurina de manera
parciaimente sensible a la osmolaridad del medio. El N-metil-D-Aspartato (NMDA)
estimula la liberacion de taurina de manera totalmente independiente de la osmolaridad
del medio. Por lo anterior, la liberacién de la taurina estimulada por los aminoacidos
excitadores parecer ser parcialmente ocasionada por hinchamiento y parcialmente
idependiente de la osmolaridad (revisado en Huxtable., 1992).

La liberacion de taurina sensible a hiposmolaridad, reponde a decrementos osmolares
del medio tan pequeiios como del 13 %, tanto en astrocitos en cultivo (Pasantes-Morales
y Cols., 1993), como en condiciones in vivo (Solis y Cols., 1988); ningiin otro aminoacido

se libera en estas condiciones de reduccién osmolar suave.

Liberacién de taurina y comunicacién intracelular

Algunos autores (Rothstein y Mack., 1992) han mostrado la dependencia del Ca*
extracelular para la regulacién del volumen en células MDCK. Se ha postulado la
posibilidad de un canal para taurina sensible a segundos mensajeros activado por
hinchamiento en células MDCK (Hoffmann., 1992). Al parecer, el leucotrieno LTD4 que
se sintetiza en las células MDCK por despolarizacién de la membrana plasmatica y por
hinchamiento, estd involucrado en la liberacién de la taurina en esta linea celular
(Lambert y Hoffmann., 1993).

En la astroglia, la difusion de la taurina por choque hiposmético es independiente del

Ca* (Pasantes-Morales, y Cols., 1990). Cuando se somete a los astrocitos a condiciones
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hiperosméticas por tres dias, se observa un aumento en la Vmax, lo que sugiere un
aumento en el nimero de transportadores funcionales. La Km caracteristica del
transportador se conserva, lo que indica que se trata del mismo tipo de transportador.
Por otra parte, bajo estas condiciones el coeficiente de difusién se reduce casi en un 97
% (Sanchez Olea y Cols., 1991). Estos datos concuerdan con las llamadas "up-regulation”
y "down-regulation” del transportador, como respuesta adaptativa al estimulo osmético,
que han sido descritas en otros tipos celulares (Jones., 1991). No se sabe si el aumento
en el nimero de transportadores es por sintesis de novo o por incorporacién de los

transportadores capturados en alguna poza intracelular.

Caracteristicas del flujo de la taurina por difusion activado por hiposmolaridad en
astrocitos en cultivo.

La taurina es liberada rapida y masivamente de los astrocitos en cultivo cuando se les
somete a medios hiposmolares. Esta liberacién es consecuencia de la activacién de un
proceso difusional activado por hinchamiento (Pasantes-Morales y Cols., 1990; Sanchez
Olea y Cols., 1991). Lo anterior se fundamenta en la siguijente evidencia:

Es el gradiente de concentracion de taurina a través de lJa membrana el que hace que
ésta sea impulsada hacia el medio extracelular en condiciones de hiposmolaridad, ya que
si se abate el gradiente de taurina, no se observa un flujo neto del aminoacido. Mas atn,
al invertir el gradiente de concentracién, la taurina es movilizada hacia el interior. La A
cantidad de taurina liberada es proporcional a la reduccién osmolar del medio. En un

medio hiposmético al 50 %, la célula practicamente se depleta de taurina (Sdnchez Olea
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y Cols., 1991).

El transportador de alta afinidad dependiente de sodio no es el mecanismo molecular
involucrado en el proceso de liberacién, ya que éste es independiente de Na* y de
temperatura; asimismo es insensible a ouabaina (Pasantes-Morales y Scousboe., 1988).
La liberacién de taurina estimulada por hiposmolaridad es sensible a reducciones
osmolares tan pequeiias como del 10 %, y cuando los astrocitos se cargan con >H-taurina
y se someten a una reduccién osmolar del 50 %, se observa una liberacién de *H-taurina
de manera subita. Esta liberacién estimulada de taurina es rdpida y masiva, alcanzando
el méaximo de liberacién a los 2-3 minutos post-estimulo. Esta liberacion estimulada de
taurina decrece posteriormente atin cuando el estimulo hiposmético contintia presente
y, significativamente, coincide estrechamente con el curso temporal de recuperacién del .
volumen original (Pasantes-Morales y Cols., 1990).

En los estudios de cinética de captura en condiciones de hiposmolaridad, se observan
dos componentes, uno saturable y otro difusional no saturable, este Gltimo se activa en
presencia de medios hiposméticos (Sanchez Olea y Cols., 1991).

En resumen, la liberacién de taurina estimulada por hiposmolaridad parece ser debida
a la estimulacion del componente difusional de los flujos de taurina y no involucra al
componente saturable de alta afinidad. Estos datos son sugieren que la liberacién de
taurina estimulada por hiposmolaridad involucra alguna via para la difusié activada por
hinchamiento, la cual es capaz de contender con los flujos masivos de taurina
observados en estas condiciones, y descartan la posible participacién del transportador

de alta afinidad dependiente del Na*, el que podria pensarse, funcionara de manera
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inversa expulsando al aminoacido del interior celular.
La molécula responsable del componente difusional de la liberacién de taurina activada
por hiposmolaridad, ha recibido poca atencién y sus caracteristicas moleculares y formas '

de regulacién son précticamente desconocidas.

OBJETIVO:

Un proceso difusional de la naturaleza antes descrita puede tener lugar a través de un
poro lipidico formado por la distensién de la membrana (Nanavati y Cols. 1992) o por
un poro proteico. En este proyecto se propone aclarar este punto mediante la
investigacion de la importancia de algunos residuos de aminoacidos que forman parte
de las proteinas posiblemente involucradas en el proceso difusional, haciendo uso de
farmacos que reaccionan selectivamente con residuos especificos de aminoacidos. Esta
estrategia permite apoyar o descartar la participacién de proteinas membranales (Klonk
y Deuticke., 1992). El uso de reactivos con diferentes capacidades de permear la
membrana puede contribuir a la localizacién topogréfica de los residuos esenciales para
el funcionamiento del canal (Chun y Cols., 1990) . Posteriormente, los resultados podrian
servir como herramientas para la extraccién y purificacién de la proteina bajo estudio.

Se ha demostrado que los grupos SH son esenciales para el funcionamiento correcto
de diversos sistemas de transporte (May. 1989; Brookes., 1988). La estrategia

experimental utilizada para explorar la participacién de grupos SH en diversos sistemas
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de transporte, implica la modificacién de residuos de cisteina por una amplia variedad
de reactivos especificos con caracteristicas permeantes distintas, que usados a distintos °
tiempos y concentraciones permiten distinguir con cierta precisién la localizacién de
estos residuos en las regiones exofacial, intramembranal o endofacial (Abbot y
Schachter., 1988). Con esta misma estrategia, es posible poner de relieve la importancia
de otros residuos de aminodcidos. Este trabajo se centrd en los residuos de cisteina y
arginina por la amplia participacién que poseen los grupos funcionales de estos
aminodcidos en los sistemas proteicos involucrados en los sistemas de transporte

(Alcantara y Cols., 1991; Passamonti y Cols., 1990; Rothstein, 1970).

MATERIAL Y METODOS:

CULTIVO DE CELULAS

Todos los experimentos se realizaron con cultivos primarios de astrocitos obtenidos de
cerebelo de rata y crecidos a confluencia (Moran y Patel., 1989). Para tal efecto, se
disociaron células cerebelares de ratas de 8 dias de edad y se sembraron a una densidad
de 225 X 10° células/cm? en cajas de Petri desechables de 35 mm de didmetro para los
experimentos de cuantificacion de volumen celular, y en multicajas de 24 pozos para los
experimentos de liberacién de taurina estimulada por hiposmolaridad.

El medio de cultivo contenfa medio basal Eagle suplementado con suero fetal de
bovino al 10 % inactivado por calor (GIBCO), glutamina 2 mM, 50 U/ml de penicilina -

y 50 ug/ml de estreptomicina. Los cultivos fueron incubados a 37 °C en atmésfera
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hiimeda y una mezcla de aire 5% y CO, 95%. La pureza del cultivo se determiné por
inmunoftuorescencia mediante el anticuerpo monoclonal contra la proteina fibrilar
acidica (GFAP; Sigma, 5t Louis, MO), estiméandose la positividad de células astrociticas

en un margen del 95 % a 99 %.

ENSAYOS DE LIBERACION DE TAURINA

Después de 2 semanas in vitro, las células fueron incubadas en medio de cultivo con
*H-taurina 45.6 nM (1.0 uCi/ml) durante 60 minutos. Posteriormente, el medio de
culivo se reemplazé6 con un medio Krebs con el amortiguador acido N-2-
hidroxipiperazina-N’-2-etanosulfénico (HEPES) a pH 7.4, con la siguiente composicion
y concentracién de sales (en mM): NaCl 135, KC1 5, CaCl, 1.0, MgCl, 1.17, HEPES 10, y
glucosa 5. Después de un lavado répido y tres perfodos de incubacién de 10 minutos
cada uno con este medio (tiempo en el que se alcanza una liberacién basal de taurina
estable), se incubd a las células con medio isosmético (300 mOsm) por otro periodo -
adicional de 10 minutos (flujo basal) y en seguida una incubacién adicional de 10
minutos con medio hiposmético al 50% (150 mOsm), para la liberacién estimulada. La
osmolaridad se redujo a expensas de la concentracién de NaCl. En los experimentos
donde se examinaron distintas concentraciones de los reactivos utilizados, la osmolaridad
se mantuvo en 300 mOsm reduciendo la concentracién de NaCl. En todos los casos, los
reactivos se presentaron a las células durante los lavados. Al final del experimento, la
radioactividad remanente en el tejido se extrajo por la digestion del cultivo con NaOH

0.4 M y se cuantificé en un contador de centelleo para muesira liquidas. El 100% de la
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radioactividad es la suma de la *H-taurina liberada en los 10 min de incubacién en
medio isosmético + la *H-taurina liberada durante los 10 minutos de incubacién en
medio hiposmético + la *H-taurina remanente en el cultivo.

Para los experimentos del curso temporal de la liberacion del ®Rb y el efecto de la
NEM sobre ésta, se utilizé la técnica de la superfusién con un flujo de 1ml/min. El

protocolo experimental se describe en la figura 7.

MODIFICACION QUIMICA

En todos los casos de modificacion quimica se realizé previamente a la determinacién
de la liberacién de la taurina y se utilizaron soluciones de cada reactivo recientemente
preparadas y ajustadas a un pH de 7.0 para los modificadores de los grupos SH. Para
los experimentos de modificacién de las argininas por ciclohexanodiona y fenilglioxal,
se agregd a la mezcla de reaccién acido bérico 80 mM y el pH se ajustd a un valor de
8.0 (Lundblad, 1991); en estos casos los cultivos control se expusieron a la misma
concentracién de &cido bérico y el pH durante el lapso de tiempo de la modificacién fué
de 8.0. En cualquiera de los casos, el pH fué posteriormente retornado a 7.4 una vez
terminada la modificacién. Los experimentos de liberacién se realizaron como se indica
en el apartado anterior,

En los experimentos realizados con medios libres de CI, éstos fueron preparados por
reemplazo de las sales de KC1 y NaCl por sus respectivos gluconatos.

Las medidas de volumen se estimaron en células en suspensién con un contador de

células acoplado a un analizador de canales (modelo ZM 256). Para tal efecto, las células
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se desprendieron de las cajas de Petri mediante un lavado de 5 minutos con una
solucién amortiguadora de fosfatos libre de Ca** y Mg®, suplementada con
tripsina/EDTA 1 mM. Las células asi desprendidas se centrifugaron y resuspendieron
en medio isosmético. Al tiempo cero una muestra de la suspensién se diluy6 100 veces
con el medio experimental, se cuantificé su volumen y se registraron los cambios en el
tiempo durante 20 minutos. La calibracién del aparato se realiz6 por medio de
microesferas de latex con un didmetro de 9.63 um. Los cambios en el volumen celular
se expresan como el porciento con respecto al volumen de los controles, en funcién del
tiempo.

Los resultados de los experimentos de liberacién estin expresados como la fraccién
porcentual de taurina liberada con respecto al total de radioactividad incorporada. Para
el célculo de las constantes de inhibicién se tomé el porcentaje de liberacién de *H-
taurina estimulada por hiposmolaridad como el 100%. La liberacién estimulada de las
células tratadas con cada reactivo se expres6 como porcentaje de la actividad residual
con respecto a los controles.

Las constantes aparentes de inhibicién de la liberacién de taurina en presencia de N- -
etilmaleimida (NEM) se calcularon por medio de un ajuste de los datos experimentales
a una ecuacién no lineal de decaimiento exponencial tinico (Eq. 1) con ayuda del
programa de R.S. Leatherbarrow (ENZFITTER, Elsevier, BIOSOFT).

(E/E,)100 = e® (Eq. 1)
donde E es la liberacion residual de taurina al tiempo ¢, E, es la liberacién de taurina

en el control (liberacién inicial al tiempo 0), e es el exponencial y k es la constante de
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velocidad de inhibicion de seudoprimer orden.
La constante de segundo orden se define como:
k=k’[R] (Eq. 2)
donde k’ es la constante de inhibicién de segundo orden y [R] es la concentracién del
reactivo examinado.
Se usé la misma ecuacion para determinar la constante de inhibicién por diferentes

concentraciones del Yodoacetato y ciclohexanodiona.

RESULTADOS:
Flujo difusional de la taurina estimulado por hiposmolaridad

Los astrocitos incubados con *H-taurina y superfundidos con medio isosmético (300
mOsmolas), liberan este aminoacido a una tasa de aproximadamente 0.94% por minuto
(liberacién basal). Cuando se les superfunde con medios de osmolaridad reducida, la
liberacién de taurina se estimula de una manera que depende del decremento en la
osmolaridad. En medios con osmolaridad reducida al 50% (150 mOsm), la liberacién
estimulada de taurina alcanza valores de hasta 15 veces la liberacién basal (figura 1), en
concordancia con datos previamente publicados (Pasantes-Morales y Schousboe., 1988).
El flujo de taurina estimulado por la hiposmolaridad se inactiva en un lapso de tiempo

que es paralelo al curso temporal de la regulacién del volumen celular (Pasantes-Morales
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y Schousboe., 1988). En este momento, la célula ha liberado del 60% al 70% de la *H-
taurina incorporada (Figura 1). El flujo basal de taurina durante una incubaciéon de 10
minutos en medio isosmético es del 12.6 + 0.14 %, mientra que la liberacién acumulada
en presencia de un medio hiposmético 50% durante otros 10 minutos es del 67.6 + 0.12

%. (figura 1, inserto).
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Figura 1. Curso temporal de liberacion de *H-taurina estimulada por hiposmolaridad. Las células fueron
incubadas con taurina marcada (1 uCifml), lavadas y superfundidas con medio isosmatico (300 mOsm). Al min 5
el medio de superfusion se cambis por uno hiposmético al 50% (150 mOsm). Lu *H-taurina liberada en cada fraccién
fue caleulads como la fraccion porcentual del total de redinctividad al inicio del experimento, En el inserto se muestra
el porciento de *H-taurina liberadn en un periodo de 10 minutos en un medio isosmético (barras vacias) y In
acumulada durante 10 minutos posteriores en wit medio hiposmidtico (burras llenas). En todos los casos se muestran
los promedios x ES de 12 experimentos.
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EFECTO DE LA MODIFICACION DE LOS GRUPOS SH EN LA SALIDA DE LA
TAURINA:

Se examinaron tres tipos de compuestos: organomercuriales, maleimidas y haloacetatos,
con distintos coeficiente de hidrofobicidad con el fin de conocer la importancia de los

grupos SH y su posible localizacién en la membrana celular.

Organomercuriales:

Se examinaron los efectos de los compuestos organomercuriales mersalil y p-
cloromercuribencensulfonato (pCMBS), los que se sabe penetran la membrana muy
lentamente (Rothstein,, 1970; Park y Cols., 1990). Otros compuestos relacionados como
el p-hidroximercuribenzoato (pOHMB) y p-cloromercuribenzoato (pCMB) también
fueron exa:uninados inicialmente; sin embargo resultaron muy téxicos, ain a
concentraciones bajas y tiempos de incubacién cortos. Tanto el mersalil (25-100 uM., 1-20
min de exposicién) como el pCMBS (0.1-1 mM) mostraron un efecto doble. Por una parte
aumentaron el flujo basal de la taurina en condiciones isosméticas y por otra
disminuyeron la liberacién estimulada por hiposmolaridad. Estos dos efectos fueron
dependientes del tiempo de exposiciéon y concentracién de la droga. Lo anterior se
observa claramente en el caso del pCMBS, tanto en el aumento del flujo basal como en
la disminucién del flujo estimulado (figura 2, pag. 30). Estos dos efectos mostraron

ademds, una clara relacién inversa entre ellos.
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Figura 2. Efecto del pCMBS sobre la liberacion de *H-taurina estimulada por hiposmolaridad. Las células
expuestas a *H-taurina fueron lavadas dos veces por periodos de 4 min cada unv y posteriormente incubadas con
PCMBS a diferentes tiempos a lus concentraciones indicadus en cada curva. Posteriormente, las células fueron
lavadas e incubada por 10 minutos con medio isosmético (liberacion basul; simbolos vacios) y otros 10 minutos con
medio hiposmotico (liberacién estimuludu; 150 mOsm; simbolos lenos). Los resultados se expresan como la fraccién
porcentual de radiactividud con respecto al totul incorporado. Se presentan los promedios de 20 experimentos + ES.

El tratamiento con el agente reductor ditiotreitol (DTT), 1 mM durante 10 min, después
de la exposicién al mersalil y al pCMBS, revirti6 los efectos de estos reactivos, tanto en
aquel sobre el flujo basal como en el ejercido sobre la liberacién estimulada. El
tratamiento con DTT per se, no modificé los flujos de la taurina ni atn cuando las -
incubaciones con este agente se prolongaron por mds de 30 minutos (resultados no
mostrados). En la figura 3 (pag. 31) se muestra el efecto de 10 minutos de exposicién al

DTT en los astrocitos, asi como su efecto sobre la accién del mersalil y pCMBS.

30



. 3 Basal
80 4 Em Estimulada
*ok

L2

Liberacion de 3H—tourino (%)

CONTROL pCMBS MERSALIL

Figura 3. DTT como inhibidor de la accion de los organomercuriales sobre la liberacion de taurina. Las
células fueron tratadas con pCMBS (1 mM/10 min) o con mersalil (100 pM/10 min). Los ensayos se realizaron en
presencia 6 ausenciade DTT (10 6 1 mM/10 min respectivamente). Los datos se expresan como el porciento promedio
de taurina liberada durante 10 min + ES de 10 a 18 experimentos. Los asteriscos indican las diferencius que son
significativas con respecto a los flujos control basal (*) o estimulado (**). P<0.001 (¢ de student).

Maleimidas:

Las maleimidas son compuestos que pertenecen a los reactivos 2,8-insaturados y que

alquilan especificamente a los grupos-SH en un margen de pH de 7.0 a 8.5 (Joselyn,,

1972).
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Se estudiaron dos tipos de maleimidas; la molécula impermente Eosin-5-maleimida
(EMA)(Cobb y Beth., 1990) y la permeante N-etilmaleimida (NEM) (Wolf y Kuhn., 1992).

La salida de la taurina estimulada por hiposmolaridad no se inhibié con
la molécula a la que la membrana celular es impermeable: EMA; sin embargo, la N-
etilmaleimida, que es permeante a la membrana, mostr6 ser un potente inhibidor del
proceso que media la difusién de la salida de la taurina en condiciones hiposméticas. A
bajas concentraciones y tiempos cortos (25-100 pM, 30-240 seg), la NEM mostr6 una
cinética de inhibicién con las constantes aparentes (k) de tiempo de reaccién de
pseudoprimer orden qué se muestran en la tabla 1. Los datos experimentales se
muestran en la figura 4 (pag. 33). Como puede observarse, existe una relacion lineal
entre estos pardmetros con un valor para la constante de segundo orden (k) de 68.4 =
1.4 M* seg™ (figura 5, pag. 33). En tanto que la pendiente de la grafica de log k vs log

[NEM] es de 1.2 = 0.2, como es de esperarse para el caso de una estequiometria 1 a 1 (fig

6, pag. 34).
TABLA 1
INEM] (uM) k (seg")
25 0.00119 £ 0.00032
50 0.00395 + 0.00041
75 0.00573 = 0.00031
100 0.00630 + 0.00049

Relacién entre las constuntes de inhibicidn aparente de pseudo
primer orden y lus concentraciénes de NEM utilizadus, Las k
aqui mostradas fucron obtenidus a partir del ajuste no lincal
mostrado en la figura 4.
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Figura 4. Efecto de la NEM sobre la liberacién de *H-taurina estimulada por hiposmolaridad en funcién
del tiempo, Las células fueron tratwlas con la NEM a lus concentraciones indicada y a distintos tiempos. La
actividad residual (E/E,) expresada en porciento, se grafica como funcién del tiempo de exposicion al reactivo, (Ver
métodos), Cada punto representa ¢l promedio de 8 experimentos.
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Figura 5. Constante de inhibicion de segundo orden. Para obtener la constante de segundo orden k' se grafica
la constante de pseudoprimer orden, k, contra la concentracion utilizada de acuerdo con la ecuacién k=k'[R]
diente de 68.4 + 1.4 M seg™. Los datos se obtuvieron a partir de la figura 4.
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Figm.'n 6. Estequiometiia de reaccion de la NEM. La expresién logaritmica de la ecuacin de la figura 5 da una
pendiente de 1.2 + 0.2, como es de esperarse para una relacion estequiométrica entre la NEM y el grupo SH reactivo
de 1 a 1. Los datos se obtiuvieron a partir de la figura 4. '

A diferencia de los compuestos organomercuriales, la NEM, a ninguna de las
concentraciones utilizadas aumento el flujo basal de la taurina en medio isosmético.
Cuando se evalud la viabilidad celular a través de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) en el medio no se observé deterioro celular, ya que los valores '
de la actvidad estuvieron dentro de los controles (datos no mostrados). Hay que hacer
notar que en este trabajo las condiciones mds drasticas al utilizar este reactivo, fueron
de 100 pM durante 4 minutos. Los efectos de la NEM también se examinaron sobre el

curso temporal de la liberacién de ¥Rb utilizado como trazador de los movimientos de
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K%, el cual es un catién liberado durante el hinchamiento celular como uno de los
osmolitos inorgdnicos involucrado en el DRV. El resultado fue muy similar al de la
taurina, es decir una inhibicién total del flujo estimulado del ¥Rb por 1a NEM sin alterar -

su liberacién basal (figura 7).
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Figura 7. Inhibicion de la liberacién de ®Rb estimulada por hiposmolaridad por NEM. Las células fueron
expuestas al®Rb por un periodo de 1 hora y posteriormente lavadas por un lapso de 10 minutos. La NEM 0 (9), 50
#M (@) y 100 pM (8) se presenti en los 5 minutos finales de la superfusion con medio isosmético (liberacion basal).
Al tiempo indicado por la flecha se cambid el medio de superfusidn por uno hiposmética (150 mOsm) libre de NEM.
El %Rb liberado en cada fraccidn se expresa como el porciento del total incorporado. n=4 experimentos.

Se hicieron experimentos de competencia con altas concentraciones de taurina en
periodos previos y durante la exposicién a la NEM. El patrén de inhibicién de la

liberacién de taurina no mostré ninguna modificacién en estas condiciones.
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El patrén de inhibici6n de la liberacién de taurina por la NEM tampoco se modificé en
valores de pH entre 7.0 a 8.5. Finalmente, como era de esperarse por la reaccién
alquilante de la NEM con los grupos SH, el DTT no revirtié ni afecté el poder inhibitorio

de la NEM.

Haloacetatos:

Se utiliz6 el haloacetato impermeante 5-{(2-iodoacetamido)etil)-1-aminoftalensulfonato
(IAEDANS)(Cobb y Beth., 1990}, el cual no tuvo ningin efecto. Asimismo se probaron
los reactivos permeantes yodoacetato (Murakami y Cols. 1988) y yodoacetamida. El
yodoacetato tuvo un patrén de inhibicién sobre la liberacién estimulada de taurina
parecido al de la NEM, mostrando una constante de inhibicién de segundo orden de 1.48
+ 0.07 M'seg™ (figura 8, pag. 37).

La yodoacetamida no tuvo efecto a ninguna de las concentraciones utilizadas (desde
0.25 hasta 1 mM). Estos datos pueden interpretarse por la posicién del grupo SH
reactivo, ya que la yodoacetamida es, por su grupo amido, mas grande, lo cual
posiblemente represente un impedimento estérico y de carga para la reaccién con los -
grupos SH esenciales para el proceso de difusién de la taurina. En los experimentos del
volumen celular de astrocitos en cultivo a los que se agregé esta droga no se observaron

cambios en el volumen celular.
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Figura 8. Efecto del yodoacetato sobre la liberacion de *H-taurina estimulada por hiposmolaridad. Las
células fueron tratadas como se indicu en material y métodos, y los cilculos se realizaron como se describe en las
figuras 4 y 5.

Efecto de los modificadores de los grupos SH en el volumen de los astrocitos.
Para estudiar la posibilidad de que el aumento en el flujo basal de la taurina en
condiciones isosméticas, observado con los compuestos organomercuriales fuera debido

a un aumento en el volumen celular, se examin6é por una parte la liberacién basal en
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presencia de estos reactivos, sustituyendo al Cl" por el anién impermeable gluconato.
Esta manipulacién impide el hinchamiento celular (Lipton., 1973); sin embargo, no se
produjo ningiin cambio del efecto de los organomercuriales sobre la liberacién de la
taurina. Méas ain, esta estrategia aumenté ligeramente el flujo basal por encima del
observado con los compuestos organomercuriales, lo anterior es muy sugestivo de que
el aumento en la liberacion basal de taurina estimulada por los organomercuriales no es
debido a hinchamiento. Cuando se determiné el volumen celular de los astrocitos en
suspension en presencia de cada uno de estos agentes, no se encontrd ninguna alteracién

en el volumen.

MODIFICACION DE LAS ARGININAS:

Se examino el efecto de dos reactivos bloqueadores de los residuos de las argininas, el
fenilglioxal y la 2,3-Ciclohexanodiona. Ambos reactivos produjeron una inhibicién de la
liberacién de la taurina estimulada por hiposmolaridad, efectos que fueron dependientes
de la concentracién y tiempo de exposicién. Para el efecto de la ciclohexanodiona se
obtuvieron las constantes de pseudoprimer orden mostradas en la tabla 2 (pag. 39), con
una correlacion lineal que se observa al graficar las constantes de pseudoprimer orden
contra las concentraciones respectivas de ciclohexanodiona (figura 9, pag. 39); la
constante de segundo orden fue de 0.034 = 0.02 M* seg” (figura 9 inserto) y su
estequiometria fue de 1 a 1, de acuerdo con la expresién: log k = log k'+ log

[ciclohexanodiona] (figura 10, pag. 40).
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TABLA 2

{ciclohexanodional (mM) k (seg™)
3 0.0003558 = 0.000029
60 0.0007158 + 0000039
120 0.0013598 =+ 0.000070
Relucidn entre lus constantes de inhibicion aparente de pewudo
primer ovden y las concentraciones de ciclohexanwodiona
utilizadas. Las & aqui mostradus se obtuvicron a partir del
ajuste no lineal de cada wna de lus concentraciones mostradas
en la figura 9 y lus constuntes expreswlus orfginalmente en
it se han camnbiclo @ su equivalente en sey’, lus wnidudes
eriginales de concentracion o se modificaron.
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Figura 9. Efecto de la ciclahexanodiona sabre la liberacion de ’l!-fnn'rlna estimulada por llipafmr:»lnrhlml
en funcion del tiempo. Las células fuevon tratadas con lu ciclolm'xmmdwu« “ {us concenlruciones mdl'cuda ya
distintos ticmpos. La actividad residual (E/£) expresadn en ,x)rr.'wn‘lo, 5¢ gm[lc"u comae [’uncu?n del liempo de
exposicion al reactivo, (Ver métodvs). Cadu punto representa el pramedio de 8 experimentos, En el inserte se observn
tu constante de inhibicion de segundo orden; pura obleacrle, se gmfi:.'m{ los valores de lus am:*sluuh:n‘ de ps.:'udn
primer orden obtenidas a partir del ajuste de lus curvas a los dalos experimentules, 1a recta se ujusté por minimos
cundrados. la constante de seguno orden &’ obtenida ¢s de 0.034 « 0.02 M” seg'
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Figura 10. Estet.y'uiomem'u fie reaccion entre los grupos guanidino y Ia ciclohexanodiona. En esta figura se
presenta la velacion logaritmica de In ecuacion k = kciclohexanediona). Su pendiente es de 1.02 + 0.008.

El Fenilglioxal mostré una inhibicién del 50% a una concentracién de 10 mM y un
tiempo de tratamiento de 20 min; sin embargo, en estas condiciones se observé un

incremento ostensible en la liberacién basal de taurina (Figura 11, pag. 41).
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Figura 11, Inhibicion de la liberacion de la taurina por el fenilglioxal. Lus células se trataron como se describe
en material y métodos. Las barras Dlancus indican la liberacion basal, lus negras representan la liberacion estimuluda
von medio hiposmético al 50 % y lus barras cruzadus indican el cumbio en lu liberacion (liberacién en medio
hiposmético - liberacion en medio isosmético). Los dutos son promedios + LS de 6 eapm‘i:rxc;ttag sepurados,

Discusién:

La participacién de la taurina en los procesos regulatorios del volumen celular en el
tejido nervioso se ha ido consolidando a la luz de abundante evidencia experimental

obtenida tanto in vive como in vitro (Atlas y Cols., 1984; Pasantes-Morales., 1988., Solis
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y Cols,, 1988). Es particularmente clara en el Decremento Regulatorio de Volumen
(DRV), en donde se ha demostrado su liberacién , tanto en neuronas como en astrocitos,
en respuesta especifica al hinchamiento celular (Pasantes-Morales y Schousboe., 1988;
Pasantes-Morales y Martin del Rio., 1990). Sin embargo, los mecanismos que operan y
regulan dicha liberacién son practicamente desconocidos. En particular, se desconoce la
manera en que la taurina atraviesa la membrana plasmatica durante la expresién del
componente de difusién en su liberacién, el cual como se ha establecido, es aquél

involucrado en la respuesta al incremento en volumen (Sanchez Olea y Cols., 1991).

La difusi6n de la taurina inducida por hiposmolaridad involucra una protefna

Este estudio representa hasta donde nosotros sabemos la primera aproximacién en la
caracterizacién del proceso difusional de la taurina inducido por hiposmolaridad en los
astrocitos. Una primera conclusién se deriva de la sensibilidad del proceso de liberacién
a los agentes utilizados; en tanto que dirigidos a estructuras proteicas, sugieren esta
naturaleza para la entidad molecular responsable de la liberacién de taurina durante el
hinchamiento celular (Alcantara y Cols., 1991). En este contexto, los resultados aqui
obtenidos muestran el papel esencial que tienen los grupos SH en dicha entidad
molecular en astrocitos. Apoya lo anterior el hecho de la poca inhibicién del proceso
liberador de taurina por los reactivos contra las argininas, que por una parte muestra
nuevamente la participacién de una proteina y por oftra, la poca sensibilidad del
fenémeno ante la modificacion de los grupos guanidino de las argininas, ya que al

comparar las k’ de inhibicién de la liberacién de taurina estimulada por hiposmolaridad
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se observa que es nueve ordenes de magnitud més sensible a la modificacién de grupos

SH que a los guanidino.

Los grupos SH esenciales para el funcionamiento correcto de la difusién se encuentran
localizados en la regién endofacial de la membrana

Asimismo, este estudio da una idea de la posible localizacién de esos grupos SH
esenciales mediante el uso de reactivos con diferentes capacidades de permear la
membrana celular. Los reactivos como el JAEDANS y la EMA, que son de mayor
tamaiio y no permeantes a la membrana, y por tanto sélo reaccionan con los grupos SH
exofaciales (Houstek y Pedersen., 1985), no modificaron la salida de taurina durante el
DRV del astrocito. La NEM por otra parte, que permea la membrana celular, inhibié
significativamente la salida de taurina durante el DRV. Estos datos sugieren una
localizacién endofacial de los grupos SH criticos para la liberacion de taurina estimulada
por el aumento del volumen celular. En apoyo a esta conclusién debe mencionarse la
insensibilidad del efecto de la NEM a las modificaciones del pH extracelular. Como se
sabe, los grupos SH poseen un pK de reaccién en un pH entre 7.0 y 8.5 (Lundblad.,
1991). Si los grupos SH modificados por la NEM fuesen exofaciales, el cambio del pH
externo modificaria las cinéticas de inhibicion de este reactivo (Ligeti y Fonyé., 1989). Es
posible que en el corto tiempo en el que la NEM ejerce su efecto (30-240 seg) no haya
cambios significativos en el pH intracelular, razén por la cual no se observaron

modificaciones en la capacidad de inhibicién de la NEM.
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Los grupos SH podrfan encontrarse en un ambiente parclalmente lipofilico y expuestos

al medio acucso.

El efecto inhibidor de los reactivos parcialmente permeables a la membrana como el
mersalil y pCMBS hacen pensar que los grupos SH involucrados en el proceso de
difusion de la taurina se encuentran en un ambiente parcialmente lipofilico e hidrofilico.

El efecto contrastado de los reactivos permeantes yodoacetato y yodoacetamida sugiere
que estos grupos SH se encuentran en un microambiente cargado, ya que la liberacién
de taurina se inhibe con el yodoacetato pero no con la yodoacetamida, la cual puede
tener un impedimento estérico y de carga (por su grupo amino sustituyente) para

alcanzar el grupo SH.

Los grupos SH modificados por los mercuriales podrian ser los responsables de la sefial
de distensiém de la membrana, la cual activa el flujo difusional de taurina.

Los organomercuriales parcialmente permeables a la membrana celular y con gran
afinidad a permanecer en ella, en especial el pCMBS (May, 1989), es conocido que
desorganizan el citoesqueleto adosado a la membrana celular y promueven un aumento
en el volumen celular en otras lineas celulares (Rothstein y Mack., 1992). En el presente
estudio, estos compuestos incrementaron notablemente la liberacién basal de taurina sin
modificar el volumen celular. El efecto inhibitorio observado sobre la liberacién de
taurina estimulada por hiposmolaridad, podria entonces deberse a una reduccién en el
tamafio de la poza enddgena del aminodcido, mas que a un efecto directo de estos

compuestos sobre la proteina responsable de su liberacién. Estos resultados, junto con
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los del reemplazo del clorc por gluconato, hacen pensar que el aumento en la salida -
basal de la taurina en medio isosmético provocada por los agentes mercuriales,
posiblemente se debe a una alteracién en el citoesqueleto adosado a la membrana
celular, mas que a una aumento en los flujos de agua con el concomitante aumento en
el volumen.

Existe abundante evidencia del papel del citoesqueleto adosado a la membrana y de
los grupos SH de una gran variedad de proteinas relacionadas con el transporte
transmembranal (Klonk y Deuticke, 1992; Gilbert, 1982; Houtek y Pedersen, 1985). Los
grupos sulfhidrilo parecen ser importantes en el transporte de aniones y cationes
orgénicos (Sokol y Holohan., 1986; Bosin y Kasper., 1991; Zhan y Solomon., 1992), en la
difusién facilitada de la glucosa (Czech., 1976; Regen y Cols,, 1981) y en el transporte de .
aminas y aminodcidos dependiente de sodio en varios tipos celulares (Kanner., 1978;
Wolfel y Cols., 1989; Alcantara y Cols., 1991). El bloqueo de estos grupos, asimismo,
inhibe la liberacion de taurina inducida por hiposmolaridad en los eritrocitos de la Raja
sp. (Ballatori y Boyer., 1992). El mecanismo molecular sensible a la modificacion de los
grupos sulfhidrilo que subyace a la difusién de la taurina es atin desconocido. Se ha
propuesto un intercambio disulfuro sulfhidrilo para explicar la accién de los agentes
modificadores de los grupos SH en los transportadores y receptores (Robillard y
Konnings., 1982; Gilbert., 1982). Este podria ser el caso para los flujos de taurina en el
astrocito, pero hasta la fecha no se ha investigado el papel de los enlaces disulfuro sobre .

la permeabilidad a los aminoécidos.
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Argininas

La participacién de los grupos guanidino de las argininas en el trasnporte de glucosa
y de fosfato se ha caracterizado en membranas epiteliales de rindn (Strévey y Brunette,,
1984; Strévey y Cols., 1991). La importancia de estos residuos de aminoacidos ha sido
puesta de manifiesto para el transporte de la bilirrubina y otros aniones elctrogénicos en
vesiculas de membranas de higado de rata (Passamonti y Cols, 1990). En los
experimentos de la presente tesis, las concentraciones y tiempos necesarios para inhibir
la liberacién de taurina estuvieron dentro de aquellos reportados en la literatura
(fenilglioxal, 10 mM, 20 min, 2,3-ciclohexanediona 60 mM, 20 min). A pesar de ésto y de
que en nuestras condiciones los controles se comportan como las células en medios
normales, los resultados hay que tomarlos con cautela, pues si bien se observa una
inhibicién del proceso difusional de la taurina, no sabemos, por una parte, si la
inhibicién es consecuencia de alteraciones en el metabolismo celular y por otra hasta
donde sabemos estos modificadores no se han estudiado en células integras. En apoyo
a lo anterior se encuentra el hecho del aumento en la liberacién basal de taurina causado

por el fenilglioxal, asi como la baja potencia inhibitoria de la ciclohexanediona.
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CONCLUSIONES:

1. Los grupos SH endofaciales e intramembranales desempefian un papel crucial en el
proceso de liberacién de taurina asociada al hinchamiento celular en astrocitos.

2. A partir de los diferentes grados de permeabilidad de cada uno de los reactivos
bloqueadores de los grupos SH se puede decir que los grupos SH exofaciales
probablemente no son esenciales para la difusién de la taurina inducida por
hiposmolaridad.

3. Hay algunas indicaciones de que los grupos SH esenciales para la difusién de la
taurina estimulada por hiposmolaridad estan localizados en el dominio hidrofébico de
la membrana o en la superficie endofacial.

4, Los compuestos organomercuriales poco permeantes, mersalil y pCMBS, alteran los
flujos de taurina mediante un mecanismo que no parece deberse a cambios en el
volumen celular.

5. Las argininas modificadas por el fenilglioxal y la ciclohexanediona parecen estar
involucradas en el proceso difusional de la taurina estimulado por hinchamiento.

6. Todos estos resultados apoyan la participacién de una proteina, como la mediadora

del proceso difusional de la taurina estimulado por hiposmolaridad.
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