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INTRODUCCION 

Las membranas biológicas son bicapas lipídicas en las que se intercalan proteínas que . 

varían con cada tipo de membrana y de célula. Algunas de estas proteínas 

transmembranales le confieren a Ja membrana propiedades de permeabilidad que 

pueden ser poros y canales de transporte pasivo o activo, bombas y transportadores 

moleculares o iónicas. Se dice que una membrana es permeable si todos los solutos 

pueden atravesarla; si una membrana permite el paso únicamente de ciertos solutos, se 

denomina semipermeable, o con permeabilidad selectiva. 

Presión osmótica 

El mecanismo más sencillo mediante el cual una solución puede atravesar la membrana 

es por difusión 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 

presión hidrostática 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 concentración, separadas por una membrana semipermeable que permite el paso 

del solvente pero no del soluto, se producirá un flujo del solvente que irá de la zona 

menos concentrada a la de mayor concentración; este flujo (J) será proporcional a la 

diferencia de concentraciones y se define como: 

J=-k(6C) 

donde k es una constante de proporcionalidad y .ó.C es la diferencia de concentración 

entre los compartimientos. 
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En el caso de que existan distintas concentraciones y presiones hidrostáticas diferentes, 

el flujo total OJ será determinado por ambos factores y se describe entonces como: 

Jr=LP6P-k C 

donde LP es el coeficiente de permeabilidad yLP es la diferencia de presión entre los dos 

compartimientos. 

El producto kl:C tiene unidades de presión y se denomina presión osmótica. Como 

puede deducirse, es ésta la presión negativa que debe ejercerse sobre el compartimiento 

con mayor concentración de osmolitos para contrarrestar cualquier movimiento neto del 

solvente proveniente del compartimiento con menor concentración de osmolitos. 

En un sistema biológico las soluciones isosmóticas son aquellas que poseen una misma 

presión osmótica que el compartimiento intracelular, mientras que las que presentan una 

presión osmótica diferente son anisosmóticas: éstas pueden ser hiposmóticas, si la presión 

osmótica que ejercen es menor, o hiperosmóticas cuando la presión osmótica 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 anisosmótico, estableciéndose un gradiente osmótico 

entre su interior y el medio extracelular, sufrirá un cambio en su volumen al moverse 

agua de un compartimiento a otro para contrarrestar dicho gradiente. En el caso de un 

medio hiperosmótico, la célula perderá agua, tornando su interior más concentrado hasta 

disipar el gradiente. En el caso de un medio hiposmótico, la célula ganará agua hasta 

balancear su concentración de osmolitos con los del medio extracelular. 
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El flujo de agua a través de la membrana celular puede ser : 

l. por movimientos pasivos en Jos que el agua atraviesa la membrana por canales 

pasivos permanentemente abiertos, principalmente de K+ y c1-, en estos canales el agua 

es acarreada por el grado de hidratación del ion. 

2. a través de canales proteicos específicos 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 contráctiles vesiculados. 

MECANISMOS DE REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR 

En condiciones isosmóticas, las células diferenciadas presentan un cierto volumen 

determinado por el linaje celular al que pertenecen; es decir, su volumen está en estado 

estacionario. Cuando el medio extracelular se vuelve hiperosmótico, el volumen celular . 

disminuye como consecuencia de la salida de agua intracelular, obedeciendo a los 

principios fisicoquímicos ya mencionados. Por el contrario, en un medio extracelular 

hiposmótico, la célula se hincha por la entrada de agua osmóticamente obligada. En 

cualquiera de las condiciones anteriores, el aumento o disminución del volumen celular 

es una consecuencia directa de los flujos de agua que sólo obedecen las leyes de la 

ósmosis. 

La mayoría de las células animales sin embargo, posee mecanismos por medio de los 

cuales tiende a recuperar su volumen estacionario aún con la persistencia de condiciones 

anisosmóticas. Estos mecanismos son respuestas activas de las células, que requieren un 

gasto energético y como se explicará más adelante, consisten en modificaciones de la 
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permeabilidad de la membrana a distintos solutos osmóticamente activos (Olson y Cols., 

1986). 

Como puede observarse, los cambios del volumen celular en condiciones anisosmóticas 

pueden separarse en dos procesos seguidos en el tiempo, los cuales son: 

l. Una variación en el volumen celular como consecuencia de Jos flujos de agua 

gobernados por la ósmosis. 

2. La tendencia a recuperar el volumen original aún bajo la persistencia de la condición 

anisosmótica. Esta segunda fase recibe el nombre de regulación del volumen celular. 

La regulación del volumen celular puede ser de dos tipos: l. un incremento regulador 

del volumen celular (IRV) que se presenta después de un encogimiento provocado por 

un medio hiperosmótico, y 2. un decremento regulador del volumen celular (DRV), el 

cual se presenta después de un hinchamiento provocado por un medio hiposmótico. 

Lo anterior se puede representar con el esquema siguiente: 

MEDIO: 

HIPEROSMOTICO ISOSMOTICO HIPOSMOTICO 

o ¿ (l) osmol~s, H,oo (2) osmolitos, H,O o 
(3) IRV, osmoCtos, H,g (4) DRV osmolitos, H20 

ENCOGIMIENTO 
CELULAR 

ESTADO 
ESTACIONARIO 

AUMENTO 
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 ósmosis. Las 

flechas que convergen al estado estacionario (3 y 4) representan los procesos de 

regulación del volumen celular. 

Por lo anterior, puede considerarse de una manera simplista que la regulación del · 

volumen celular es una consecuencia de los mecanismos que regulan las osmolaridades 

entre los compartimientos intra y extracelulares. 

Moléculas osmóticamente activas 

Si bien las membranas celulares son altamente permeables al agua, no es el caso para 

la mayoría 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 

iónicas y los translocadores. Los solutos son moléculas osmóticamente activas que al 

encontrarse en solución, contribuyen al valor total de la presión osmótica. 

Los principales solutos utilizados en los mecanismos de regulación del volumen celular 

son los iones inorgánicos K+, Na+ y c1- y algunos iones orgánicos y moléculas, como 

ciertos azúcares no cargados, aminoácidos, purinas, polia!coholes así como aniones mono 

y divalentes, como el bicarbonato y el fosfato (Pierce y Greenberg., 1972; Armende y 

Pierce., 1980; Perisamy y Cols., 1992). 
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MECANISMOS IONICOS IMPLICADOS EN LA REGULACION DEL VOLUMEN 

CELULAR 

Las vías de flujo de los iones inorgánicos involucrados en los procesos de regulación 

del volumen celular son los acarreadores, las bombas y los canales. Las bombas 

transportan activamente a los iones contra un gradiente electroquímico y requieren de 

energía. Los canales son poros proteicos incrustados en la membrana que permiten a los 

iones moverse rápidamente en favor de su gradiente electroquímico Gesell y Kandel., 

1991). Existen canales de K• activados por estiramiento de la membrana (Gujaray y 

Sachs., 1984; Islas y Cols., 1993); éstos podrían activarse durante los momentos de 

distensión celular en condiciones de hiposmolaridad. 

Los osmolitos orgánicos son acumulados en el interior celular por transportadores 

específicos de dos tipos: transportadores dependientes de Na+, como los de los azúcares 

y aminoácidos, y translocadores iónicos, los cuales pueden intercambiar distintas 

especies iónicas entre los compartimientos intra y extracelulares como el de cloro y el 

bicarbonato (Grinstein y Cols., 1984; Hoffman., 1987; Yantomo y Cols., 1989, Macleod y 

Hamilton., 1991). 

Estos transportadores pueden estar sujetos a modulación por segundos mensajeros y 

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

Flujos iónicos activados en la regulación del volumen celular 

Los iones intracelulares K• y c1· están activamente involucrados en el DRV, ya que la . 
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mayoría de las células que pueden regular su volumen, responden a un hinchamiento 

con una pérdida neta de K• y c1-, produciéndose así una salida obligada de agua 

dirigida por el gradiente osmótico. (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 mamíferos, el 

flujo iónico sensible a volumen es mediado por el cotransportador K+ /CI- eléctricamente 

neutro, por lo que en estos sistemas el DRV es inhibido por drogas que 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 CJ· salen de la célula por medio de vías conductoras, las cuales 

están separadas pero pueden ser interdependientes (Hoffman., 1987; Grinstein y Cols., 

1984). El DRV que se induce en parte por la activación del cotranportador K+ ;c1- es por 

lo general muy lento, con una duración de minutos a horas, mientras que si el proceso 

se efectúa a través de canales iónicos la respuesta es muy rápida y la regulación tiene 

lugar entre 5 y 10 minutos (Lauf., 1985). Las vías conductoras rápidas permanecen 

latentes en condiciones isosmóticas y son activadas cuando existen cambios en el 

volumen celular (Hoffmann., 1987). Hasta este momento no está claro si el incremento 

en el volumen celular es una señal para activar estos movimientos iónicos o si éstos 

ocurren en respuesta a una o algunas señales intracelulares producidas a su vez por un 

cambio en el volumen. 

El IRV, podría estar mediado por la activación de dos sistemas cotranportadores 

eléctricamente neutros, ya sea Na• /K• 12c1- o Na• ;c1-. Estos dos sistemas internalizarían 
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a estos iones y con ello acarrearían agua, posteriormente serían 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, encontrándose 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 isosmóticas. 

La homeostasis de los organismos multicelulares permite mantener la osmolaridad de 

los líquidos corporales dentro de límites de variación muy pequeños. En los mamíferos, 

los fluídos extracelulares tienen un valor casi constante de 285 ± 3% mOsmolas/l 

(Hoffmann y Simonsen., 1989). La constancia de la osmolaridad en condiciones 

fisiológicas se debe a la actividad de las células que se encuentran directamente afectadas 

por las variaciones osmolares del medio ambiente y por tanto deben poseer mecanismos 

de regulación de volumen muy activos; algunos ejemplos son: Las células epiteliales de 

Ja piel, las células epiteliales de los capilares intestinales y las células del riñón. Las 

células del epitelio gastrico e intestinal se exponen a un medio hiposmótico después de 

una ingesta excesiva de agua (Hoffmann y Simonsen., 1989; Dix y Cols., 1985). 

Además de estos casos, algunos procesos fisiológicos provocan cambios en el volumen 

celular y activan, en consecuencia, los procesos regu!atorios descritos. En general puede 

afirmarse que cualquier proceso que conduzca a un incremento en la concentración 

intracelular de solutos osmóticamente activos (iones inorgánicos o compuestos orgánicos) 
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producirá un incremento en el contenido intracelular de agua. 

Se ha demostrado que la captura de aminoácidos y azúcares acoplados a la entrada de · 

sodio provocan una ganancia neta de agua y posteriormente una activación 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 catabólicos como la glucogenólisis en hepatocitos y la lipólisis en 

adipocitos también pueden conducir a un incremento en los niveles de solutos 

intracelulares osmóticamente activos, lo cual provoca una entrada de agua 

osmóticamente 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 señala que existen cambios en el volumen, asociados con la 

actividad 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 despolarización y se previene sustituyendo el cloro por un 

anión impermeable como el gluconato (Lipton., 1973). 

En condiciones patológicas, 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/l, lo que resulta en 

un incremento o disminución del volumen de las células sanguíneas de 

aproximadamente un 30% y un 20% respectivamente (Macknight., 1983, 1985). 

Por otra parte, existen diversas estrategias experimentales para inducir un aumento en 
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el volumen celular; por ejemplo: l. La acumulación intracelular de un compuesto que 

bajo la acción del medio intracelular se tome impermeante. 2. La simulación de 

estímulos fisiológicos como serían Ja activación de canales dependientes de ligandos o 

la despolarización 3. La disminución 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 Ja membrana plasmática 

e intema!izarse en Ja célula. Una vez dentro se disocia y queda atrapado en el interior, 

puesto que en Ja forma ionizada no puede cruzar la membrana plasmática. 

Posteriormente el ion hidrógeno disociado es intercambiado por sodio y se observa una 

entrada de potasio a las células para compensar Ja acumulación de las cargas negativas 

del acetato; la acumulación de estos so!utos se acompaña necesariamente de una entrada 

de agua, produciéndose el incremento en el volumen. Igualmente se ha demostrado que 

la exposición a ácido láctico induce un incremento de volumen por un mecanismo 

similar en células de Ja corteza renal de conejo (Cooke y Macknight., 1984). 

Se ha demostrado que las concentraciones elevadas de KCI 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 podrían ser la activación del sistema de cotransporte zc1· 

/Na• /K+ (Waltz y Kimelberg., 1985) o por las fuerzas de difusión si se incrementa Ja 

concentración de K• sin reducir la concentración de CJ· (Boyle y Conway., 1941). 
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Existen estudios que señalan 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 sinápticos espeáficos (Burke y Cols., 1983), lo que 

indica que este proceso está ocurriendo en las neuronas. En neuronas en cultivo, la 

presencia de aminoácidos excitadores como el glutamato y el aspartato, así 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 aminoácidos 

excitadores producen hinchamiento celular por acumulación de Na•, el cual entra a 

través de canales activados por voltaje y es seguido por la entrada pasiva de c1· y agua 

(Choi., 1987). 

AMINOACIDOS LIBRES EN LA REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR 

La modificación de los niveles intracelulares de los aminoácidos, observada en los 

moluscos en respuesta a cambios en la osmolaridad del medio, fue la primer evidencia 

de la participación de éstos en los procesos de osmorregulación. Actualmente el papel 

de los aminoácidos libres como solutos osmóticamente activos en vertebrados superiores 

durante un desajuste osmótico, está ampliamente demostrada (Schoffeniels., 1976; 

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

Taurina 

En la mayoría de las especies y en una amplia variedad de tejidos estudiados, la 
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taurina es el aminoácido intracelular libre más abundante, llegando a constituir hasta el 

50% de la poza endógena en tejidos como el muscular cardíaco y esquelético (Laidlaw 

y Cols., 1987). Su baja actividad metabólica 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 contribución considerable del aminoácido a la poza de osmolitos 

intracelulares. Pero si a ello se añade Ja presencia de eficientes sistemas específicos de 

liberación y captura, es decir, una alta capacidad de movilización entre los 

compatimientos intra y extracelulares (Uchida y Cols., 1991), se evidencian sus 

posibilidades de desempeñar un papel preponderante como osmorregulador. 

Síntesis y Metabolismo: 

La vía principal de síntesis de taurina es a partir de la cisteína, la cual es transformada 

en ácido cisteín sulfínico . Este intermediario da lugar a la hipotaurina por la enzima 

descarboxilasa del ácido cisteinsulfínico (DACS) y por la oxidación posterior de éste se 

obtiene la taurina. Se ha concluido que es la actividad de la DACS el paso limitante en 

Ja biosíntesis del aminoácido (Wo., 1982, Griffith., 1983; De la Rosa y Stipanuk., 1985). 

Se han descrito dos isoformas de la DACS, DACS I y DACS II, (Remy y Cols., 1990). Al 

parecer la especificidad de la DACS varía con sus isoformas y con el tejido en el cual se 

estudie. Wo (1982) reporta una DACS específica de cerebro, la cual es diferente de la de 

DACS del hígado. Es en este órgano donde se sintetiza la mayor parte de la taurina 

corporal, Ja cual posteriormente es distribuída a otros tejidos vía el torrente sanguíneo 

(Griffith, 1983). 
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El metabolismo principal de la taurina es su conjugación para formar ácidos biliares. 

Otros metabolitos reportados incluyen algunos dipéptidos como la t-glutamil-taurina 

(Varga y Cols., 1985). Sin embargo, está ampliamente demostrado que un alto porcentaje . 

de la taurina corporal se encuentra en forma libre y no sufre transformación química 

alguna (Waniewski y Cols., 1991). En los vertebrados, la gran mayoría de los organismos 

posee una amplia capacidad de síntesis de taurina, sin embargo algunos grupos como 

los felinos y primates, incluyendo al hombre, la obtienen de la dieta (Monis y Cols., 

1990). Esto se debe a una baja actividad de la DACS, por lo que para ellos el aminoácido 

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), 

así como grandes perturbaciones morfofisiológicas cuando la deficiencia ocurre durante 

la gestación (Sturman y Cols., 1984). 

Mecanismos subyacentes a los flujos transmembranales de taurina 

La entrada de la taurina al interior celular puede ser por dos vías: 1. un mecanismo 

de cotransporte con Na•, y/o 2. difusión simple (Atlas y Cols., 1984). Ambas vías de 

entrada han sido descritas en condiciones isosmóticas en diversos tejidos (Schaffer y 

Cols. 1982). 

Los mecanismos de liberación de la taurina son menos conocidos que los de su 

acumulación; se ha demostrado que la liberación de este aminoácido responde a 

fluctuaciones osmolares, activándose el mecanismo de difusión y se ha descartado la 

posible participación del transportador de alta afinidad en los flujos salientes de taurina 
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en los cuadros hiposmóticos (Sánchez Olea y Cols., 1991). 

Posibles funciones biológicas 

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 aminoácido durante el 

desarrollo (hasta tres veces el valor del estado adulto), así 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 podría tener funciones como: 

l. moduladora de los eventos excitables actuando directamente sobre los canales de Ca2• 

ó c1· (Huxtable y Bressler., 1973). 

2. estabilizador de la membrana; Esta hipótesis se fundamenta en los efectos protectores . 

que muestra la taurina, observadas principalmente en el corazón y retina. En efecto, en 

estos tejidos se ha reportado que la presencia de taurina en los medios de incubación 

estabiliza la estructura celular ante una amplia variedad de condiciones deletéreas como 

la isquemia y la llamada paradoja del Ca2
• en el corazón, (Huxtable., 1992) o a la 

iluminación 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 participación de la taurina en la osmorregulación fue reconocida desde estudios 

pioneros en animales marinos. En especies eurihalinas se observaron movimientos de 

aminoácidos libres desde, y hacia el interior celular durante los períodos de adaptación 

a los cambios de salinidad a los que éstos organismos se exponen naturalmente. Si bien 

la poza osmosensible de aminoácidos incluye varios compuestos, la taurina es con 

mucho el componente más abundante. De hecho son los animales marinos los que 

poseen la mayor abundancia relativa de taurina dentro de la escala zoológica (Huxtable., 

1992). No obstante lo anterior, no es sino hasta fecha reciente en que la participación de 

la taurina en la regulación del volumen celular en tejidos de mamíferos, ha sido . 

demostrada (Hoffmann., 1989y1992; Huxtable., 1992). En efecto, en experimentos in vivo 

se ha demostrado un incremento en los niveles de taurina en el corazón de rata durante 

la adaptación de volumen subsecuente a una hipematremia crónica (Thurston y Cols., 

1980 y 1981; Vislie y Fugelli., 1975). También se ha observado un incremento en la 

incorporación de lamina en corazones fetales de rata, como respuesta a una perfusión 

con soluciones hiperosmóticas (Atlas y Cols., 1984). Esta acumulación de taurina puede 

ser estimulada de igual manera por un incremento en el Na• del medio como por un 

osmolito como la sacarosa (Atlas y Cols., 1984); Schaffer y Cols. (1982), encontraron que 

la captura de la taurina en el corazón obedece a un mecanismo de cotransporte con Na•, 

mas no es la única vía de acumulación del aminoácido en condiciones isosmóticas. 

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

estreptosotozina, un aumento en el contenido de taurina en el miocardio, 
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simultáneamente con la elevación de la osmolaridad del plasma (Atlas y Cols. 1984). 

Otra evidencia del papel osmorregulador de la taurina en el tejido cardíaco es la 

disminución en su concentración en el miocito simultáneamente a la entrada de agua al 

mismo (Crass y Lombardini., 1977). La proposición que postulaba a la taurina como 

estabilizador de membranas se basaba, como ya se mencionó, en evidencias obtenidas 

en el corazón entre otros tejidos. Sin embargo, es posible que algunos de los efectos 

cardioprotectores de la taurina estén mediados por su participación en la 

osmorregulación. Así por ejemplo, cabe mencionar que se ha descrito una acumulación 

excesiva de agua durante el daño 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; Domínguez 

y Cols., 1989), linfocitos humanos (Pasantes-Morales y Cols. 1991) y de conejo (García 

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 

incorporación de taurina se incrementa dramáticamente en condiciones hiposmóticas 

mientras que se observa una reducción en el componente dependiente de sodio. También 

se han observado incrementos en los niveles de taurina en el cerebro y músculo de ratas 

in vivo, que sufren una deshidratación crónica debido a una incapacidad para la síntesis 

de vasopresina (Nieminen y Cols., 1988). En estudios in vivo, se ha mostrado que 

perfundiendo el músculo biceps femoral de rata con soluciones hiperosmóticas, la 

liberación basal de taurina y de fosfoetanolamina decrece (Lehmann., 1989). 
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Los mecanismos moleculares subyacentes a la liberación de aminoácidos estimulada 

por hiposmolaridad son prácticamente desconocidos. En invertebrados se ha sugerido 

que la permeabilidad de la membrana celular a la taurina está regulada por el calcio en 

la superficie membrana! y depende de ATP (Armende y Pierce., 1980). Sin embargo, en 

la amplia mayoría de los tejidos los mecanismos de expulsión de la taurina, las entidades 

moleculares involucradas y su regulación no han sido caracterizadas. 

La taurina como osmoefector en el sistema nervioso 

Las características de un osmolito activo podrían enunciarse como sigue: l. las 

concentraciones citosólicas 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 concentración a través de la membrana celular; es decir, un 

mecanismo selectivo de captura y otro de salida sensibles a los cambios osmóticos. 2. 

los cambios en su concentración no deben alterar de manera drástica, o en el caso ideal, 

ni mínimamente el potencial de membrana, las actividades enzimáticas u otros procesos 

celulares. 3. La energía necesaria para la síntesis del compuesto, así como la requerida 

para mantener altas concentraciones en el interior celular y aquella que la movilización 

del osmolito requiere en respuesta a los cambios osmóticos, deben ser mínimas. 

Por lo anterior, un compuesto zwitterion es el ideal, ya que un compuesto neutro sería 

liposoluble y requeriría un costo alto de energía para mantener la concentración 

adecuada del osmolito en el medio intracelular. La energía de síntesis puede reducirse 

utilizando un producto de desecho o metabólicamente 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 único para los E-aminoácidos, el cual utiliza la energía del 

gradiente de Na• (Martin y Shain., 1979., Larsson y Cols., 1986), y la permeabilidad de 

la membrana a la taurina está en función del volumen celular. La taurina, por sus 

características lipofóbicas, puede ser retenida en altas concentraciones intracelulares sin 

interferir con otros aminoácidos metabólicamente activos (Pasantes-Morales y Martín del 

Río., 1990). La poza de taurina, además existe en forma libre y distribuída de manera 

homogénea en el citoplasma, disponible para ser movilizada por cambios osmóticos 

(Waniewski, y Cols., 1991). La taurina es uno de los osmolitos presentes en más altas 

concentraciones y el principal donador de osmoequivalentes durante el ajuste del 

volumen celular en el cerebro de los mamíferos (Solís y Cols., 1988). La liberación de 

taurina en medios hiposmóticos está mediada por un mecanismo independiente del Na• 

extracelular, y su poza endógena es en tal forma movilizable que puede prácticamente 

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 inorgánicos Na• 

y K•, y al ser éstos, como se sabe, responsables directos de la excitabilidad neuronal; son 

entonces los solutos orgánicos los que principalmente contribuyen al proceso de 

regulación del volumen celular (Sánchez Olea, y Cols., 1993; Pasantes-Morales, y Cols. 

1993). 

Se ha establecido que los aminoácidos excitadores incrementan la liberación de taurina 

de las células excitables. La liberación de taurina estimulada por el quiscualato es 
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completamente dependiente de la osmolaridad del medio, siendo totalmente inhibida en 

medios hiperosmóticos. El ácido kaínico estimula la liberación de la taurina de manera 

parcialmente sensible a la osmolaridad del medio. El N-metil-D-Aspartato (NMDA) 

estimula la liberación de taurina de manera totalmente independiente de la osmolaridad 

del medio. Por lo anterior, la liberación de la taurina estimulada por los aminoácidos 

excitadores parecer ser parcialmente ocasionada por hinchamiento y parcialmente 

idependiente de la osmolaridad (revisado en Huxtable., 1992). 

La liberación de taurina sensible a hiposmolaridad, reponde a decrementos osmolares 

del medio tan pequeños como del 13 %, tanto en astrocitos en cultivo (Pasantes-Morales 

y Cols., 1993), como en condiciones in vivo (Solís y Cols., 1988); ningún otro aminoácido 

se libera en estas condiciones de reducción osmolar suave. 

Liberación de taurina y comunicación intracelular 

Algunos autores (Rothstein y Mack., 1992) han mostrado la dependencia del Ca2
• 

extracelular para la regulación 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 despolarización de la membrana plasmática y por 

hinchamiento, está involucrado en la liberación de la taurina en esta línea celular 

(Lambert y Hoffmann., 1993). 

En la astroglía, la difusión de la taurina por choque hiposmótico es independiente del 

Ca2• (Pasantes-Morales, y Cols., 1990). Cuando se somete a los astrocitos a condiciones 
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hiperosmóticas por tres días, se observa un aumento en la Vmax, lo que sugiere un 

aumento en el número de transportadores funcionales. La Km característica del 

transportador se conserva, Jo que indica que se trata del mismo tipo de transportador. 

Por otra parte, bajo estas condiciones el coeficiente de difusión se reduce casi en un 97 

% (Sánchez Olea y Cols., 1991). Estos datos concuerdan con las llamadas "up-regulation" 

y "down-regulation" del transportador, como respuesta adaptativa al estímulo osmótico, 

que han sido descritas en otros tipos celulares (Jones., 1991). No se sabe si el aumento 

en el número de transportadores es por síntesis de novo o por incorporación de Jos 

transportadores capturados en alguna poza intracelular. 

Características del flujo de la taurina por difusion activado por hiposmolaridad en 

astrocitos en cultivo. 

La taurina es liberada rápida y masivamente de los astrocitos en cultivo cuando se les 

somete a medios hiposmolares. Esta liberación es consecuencia de la activación de un 

proceso difusional activado por hinchamiento (Pasantes-Morales y Cols., 1990; Sánchez 

Olea y Cols., 1991). Lo anterior se fundamenta en la siguiente evidencia: 

Es el gradiente de concentración de taurina a través de la 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 aminoácido. Mas aún, 

al invertir el gradiente de concentración, la taurina es movilizada hacia el interior. La 

cantidad de taurina liberada es proporcional a la reducción osmolar del medio. En un 

medio hiposmótico al 50 %, la célula prácticamente se depleta de taurina (Sánchez 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 liberación, ya que éste es independiente de Na• y de 

temperatura; asímismo es insensible a ouabaína (Pasantes-Morales y Scousboe., 1988). 

La liberación de taurina estimulada por hiposmolaridad es sensible a reducciones 

osmolares tan pequeñas como del 10 %, y cuando los as trocitos se cargan con 3H-taurina 

y se someten a una reducción osmolar del 50 %, se observa una liberación de 3H-taurina 

de manera súbita. Esta liberación estimulada de taurina es rápida y masiva, alcanzando 

el máximo de liberación a los 2-3 minutos post-estímulo. Esta liberación estimulada de 

taurina decrece posteriormente aún cuando el estímulo hiposmótico continúa presente 

y, significativamente, coincide estrechamente con el curso temporal de recuperación 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 último se activa en 

presencia de medios hiposmóticos (Sánchez Olea y Cols., 1991). 

En resumen, la liberación de taurina estimulada por hiposmolaridad parece ser debida 

a la estimulación del componente difusional de los flujos de taurina y no involucra al 

componente saturable de alta afinidad. Estos datos son sugieren que la liberación de 

taurina estimulada por hiposmolaridad involucra alguna vía para la difusió activada por 

hinchamiento, la cual es capaz de contender con los flujos masivos de taurina 

observados en estas condiciones, y descartan la posible participación del transportador 

de alta afinidad dependiente del Na•, el que podáa pensarse, funcionara de manera 
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inversa expulsando al aminoácido del interior celular. 

La molécula responsable del componente difusional de la liberación de taurina activada 

por hiposmolaridad, ha recibido poca atención y sus características moleculares y formas · 

de regulación son prácticamente desconocidas. 

OBJETIVO: 

Un proceso difusional de la naturaleza antes descrita puede tener lugar a través de un 

poro lipídico formado por la distensión de la membrana (Nanavati y Cols. 1992) o por 

un poro proteico. En este proyecto se propone aclarar este punto mediante la 

investigación de la importancia de algunos residuos de aminoácidos que forman parte 

de las proteínas posiblemente involucradas en el proceso difusional, haciendo uso de 

fármacos que reaccionan selectivamente con residuos específicos de aminoácidos. Esta 

estrategia permite apoyar o descartar la participación de proteínas membranales (Klonk 

y Deuticke., 1992). El uso de reactivos con diferentes capacidades de permear la 

membrana puede contribuir a la localización topográfica de los residuos esenciales para 

el funcionamiento del canal (Ch un y Cols., 1990) . Posteriormente, los resultados podrían 

servir como herramientas para la extracción y purificación de la proteína bajo estudio. 

Se ha demostrado que los grupos SH son esenciales para el funcionamiento correcto 

de diversos sistemas de h·ansporte (May., 1989; Brookes., 1988). La estrategia 

experimental utilizada para explorar la participación de grupos SH en diversos sistemas · 
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de transporte, implica la modificación de residuos de cisteína por una amplia variedad 

de reactivos específicos con características permeantes distintas, que usados a distintos · 

tiempos y concentraciones permiten distinguir con cierta precisión la localización 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 aminoácidos. Este trabajo se centró en los residuos de cisteína y 

arginina por la amplia participación que poseen los grupos funcionales de estos 

aminoácidos en los sistemas proteicos involucrados en los sistemas de transporte 

(Alcántara 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 (Morán y Patel., 1989). Para tal efecto, se 

disociaron células cerebelares de ratas de 8 días de edad y se sembraron a una densidad 

de 225 X 1D3 células/ cm2, en cajas de Petri desechables de 35 mm de diámetro para los 

experimentos de cuantificación de volumen celular, y en multicajas de 24 pozos para los 

experimentos de liberación de taurina estimulada por hiposmolaridad. 

El medio de cultivo contenía 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 µg/ml de estreptomicina. Los cultivos fueron incubados a 37 ºC en atmósfera 

23 



húmeda y una mezcla de aire 5% y C02 95%. La pureza del cultivo se determinó por 

inmunofluorescencia mediante el anticuerpo monoclonal contra la proteína fibrilar 

acídica (GFAP; Sigma, St Louis, MO), estimándose 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 

3H-taurina 45.6 nM (1.0 µ.Ci/ml) durante 60 minutos. Posteriormente, el medio de 

cultivo se reemplazó con un medio Krebs con el amortiguador ácido N-2-

hidroxipiperazina-N' -2-etanosulfónico (HEPES) a pH 7.4, con la siguiente composición 

y concentración de sales (en mM): NaCl 135, KCl 5, CaC12 1.0, MgC12 1.17, HEPES 10, y 

glucosa 5. Después de un lavado rápido y tres períodos de incubación de 10 minutos 

cada uno con este medio (tiempo en el que se alcanza una liberación basal de taurina 

estable), se incubó a las células con medio isosmótico (300 mOsm) por otro período · 

adicional de 10 minutos (flujo basal) y en seguida una incubación adicional de 10 

minutos con medio hiposmótico al 50% (150 mOsm), para la liberación estimulada. La 

osmolaridad se redujo a expensas de la concentración de NaCl. En los experimentos 

donde se examinaron distintas concentraciones de los reactivos utilizados, la osmolaridad 

se mantuvo en 300 mOsm reduciendo la concentración 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 digestión del cultivo con NaOH 

0.4 M y se cuantificó en un contador de centelleo para muestra líquidas. El 100% de la 
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radioactividad es la suma de la 3H-taurina liberada en los 10 min de incubación en 

medio isosmótico + la 3H-taurina liberada durante los 10 minutos de incubación en 

medio hiposmótico + la 3H-taurina remanente en el cultivo. 

Para los experimentos del curso temporal de la liberación del 86Rb y el efecto de la 

NEM sobre ésta, se utilizó la técnica de la superfusión con un flujo de lml/min. El 

protocolo experimental se describe en la figura 7. 

MODIFICACION QUIMICA 

En todos los casos de modificación química se realizó previamente a la determinación 

de la liberación 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 modificación de las argininas por ciclohexanodiona y fe!lilglioxal, 

se agregó a la mezcla de reacción ácido bórico 80 mM y el pH se ajustó a un valor de 

8.0 (Lundblad, 1991); en estos casos los cultivos control se expusieron a la misma 

concentración de ácido bórico y el pH durante el lapso de tiempo de la modificación fué . 

de 8.0. En cualquiera de los casos, el pH fué posteriormente retomado a 7.4 una vez 

terminada la modificación. Los experimentos de liberación se realizaron como se indica 

en el apartado antetior. 

En los experimentos realizados con medios libres de c1-, éstos fueron preparados por 

reemplazo de las sales de KCl y NaCI por sus respectivos gluconatos. 

Las medidas de volumen se estimaron en células en suspensión 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 

solución amortiguadora de fosfatos libre de Ca2
• y Mg2+, suplementada con 

tripsina/EDTA 1 mM. Las células así desprendidas se centrifugaron y resuspendieron 

en medio isosmótico. Al tiempo cero una muestra de la suspensión se diluyó 100 veces 

con el medio experimental, se cuantificó su volumen y se registraron los cambios en el 

tiempo durante 20 minutos. La calibración del aparato se realizó por medio de 

microesferas de látex con un diámetro de 9.63 µm. Los cambios en el volumen celular 

se expresan como el porciento con respecto al volumen de los controles, en función del 

tiempo. 

Los resultados de los experimentos de liberación están expresados como la fracción 

porcentual de taurina liberada con respecto al total de radioactividad incorporada. Para 

el cálculo de las constantes de inhibición se tomó el porcentaje de liberación de 3H­

taurina estimulada por hiposmolaridad como el 100%. La liberación estimulada de las 

células tratadas con cada reactivo se expresó como porcentaje de la actividad residual 

con respecto a los controles. 

Las constantes aparentes de inhibición de la liberación de taurina en presencia de N- -

etilmaleimida (NEM) se calcularon por medio de un ajuste de los datos experimentales 

a una ecuación no lineal de decaimiento exponencial único (Eq. 1) con ayuda del 

programa de RS. Leatherbarrow (ENZFITTER, Elsevier, BIOSOFT). 

(E/E0)100 = e·kt (Eq. 1) 

donde E es la liberación residual de taurina al tiempo t, ~ es la liberación de taurina 

en el control (liberación inicial al tiempo O), e es el exponencial y k es la constante de 
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velocidad de inhibición de seudoprimer orden. 

La constante de segundo orden se define como: 

k=k'[R] (Eq. 2) 

donde k' es la constante de inhibición de segundo orden y [R] es la concentración del 

reactivo examinado. 

Se usó la misma ecuación para determinar la constante de inhibición por diferentes 

concentraciones del Yodoacetato y ciclohexanodiona. 

RESULTADOS: 

Flujo difusional de la taurina estimulado por hiposmolaridad 

Los astrocitos incubados con 3H-taurina y superfundidos con medio isosmótico (300 

mOsmolas), liberan este aminoácido a una tasa de aproximadamente 0.94% por minuto 

(liberación basal). Cuando se les superfunde con medios de osmolaridad reducida, la 

liberación de taurina se estimula de una manera que depende del decremento en la 

osmolaridad. En medios con osmolaridad reducida al 50% (150 mOsm), la liberación 

estimulada de taurina alcanza valores de hasta 15 veces la liberación 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 regulación 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 3H-

taurina incorporada (Figura 1). El flujo basal de taurina durante una incubación de 10 

minutos en medio ísosmótico es del 12.6 ± 0.14 %, mientra que la liberación acumulada 

en presencia de un medio hiposmótico 50% durante otros 10 minutos es del 67.6 ± 0.12 

%. (figura 1, inserto). 
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Figura 1. Curso temporal de liberación de ,H-tauii11a estimulada por hiposmolmidad. Las células f«eron 
incubirdas co11 taurina marcadt1 (1 µ.Ci/ml), /11v11das y sup.1fu111Jidas con medio isosmótico (300 mOsm). Al min 5 
el medio Je su¡1<1fusió11 se c<mrbió ¡mr uno /1i¡1osmólico 11150% (150 mOsm). Lu J¡ l-l1w1·iirn lib, ... ada ctr caila fracción 
fue culcuTaJu como lu fmcdón porcentual dd totul dt: ruJhu:tividiul e1l inicío Jd expa-imc:11tu. En el i11:wrto se muestra 
el porcie11to i/e JH-taurina libenul11 en u11 ¡•<'l'ÍDiio de lO mÍllutos en u11 medio iwsmótico (bamTS vacías) y /¡¡ 

acumulti.i.Jn durante 10 minutos 11ost1.:rim·es en mt rnc:Jio /Ji¡msmúlico (b11n·1is llr:nas). En todos los C(lSOS se muestran 
los prorncilios ± ES de 12 experimentos. 

28 



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 localización 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-cioromercuribenzoato (pCMB) también 

fueron examinados inicialmente; sin embargo resultaron muy tóxicos, aún a 

concentraciones bajas y tiempos de incubación cortos. Tanto el mersalil (25-100 µ,M., 1-20 

min de exposición) como el pCMBS (0.1-1 mM) mostraron un efecto doble. Por una parte 

aumentaron el flujo basal de la taurina en condiciones isosmóticas y por otra 

disminuyeron la liberación estimulada por hiposmolaridad. Estos dos efectos fueron 

dependientes del tiempo de exposición y concentración de la droga. Lo antetior se 

observa claramente en el caso del pCMBS, tanto en el aumento del flujo basal como en 

la disminución del flujo estimulado (figura 2, pag. 30). Estos dos efectos mostraron 

además, una clara relación inversa entre ellos. 
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Figum 2. Efecto de! pCMBS sobl'e la libemció11 de 'H-tauri11a estimulada por hiposmolaridad. Las células 
•»puestas a 'H-taurma fw:ron lavadas dos veces por períodos de 4 min cada unu y posteriormente incubadas con 
¡iCMBS ª. ilif<Tentes tiempo~ a 111s co11ce11t~1":iunes. i'.1dic11.d11s e~'- cad11 cu':'"· Posteriormente, las células fueron 
lav•ufas ~ mcu~~da P?r 10 !'}mut~s con medro rsosmohco (/1/lcrac1011 basul; s1mbulos vacíos) y otros 10 rninulus co11 
mcdw l1111osmot1c~ (11~e!·1rc1on est1mu/1u/11; 150 m~srn; simbo/os llenos). Los resultados se e,-presan como 1ll fracción 
¡rorwntua1 de riu/1act1v1d1u/ con res¡reclo 11l lulal 111co171or·adu. Se ¡n·esenlan los ¡rromedios de 20 e:.11ei·imenlos ± ES. 

El tratamiento con el agente reductor ditiotreitol (DTI), 1 mM durante 10 min, después 

de la exposición al mersalil y al pCMBS, revirtió los efectos de estos reactivos, tanto en 

aquel sobre el flujo basal como en el ejercido sobre la liberación estimulada. El 

tratamiento con DTT per se, no modificó los flujos de la taurina ni aún cuando las · 

incubaciones con este agente se prolongaron por más de 30 minutos (resultados no 

mostrados). En la figura 3 (pag. 31) se muestra el efecto de 10 minutos de exposición al 

DTT en los astrocitos, así como su efecto sobre la acción del mersalil y pCMBS. 
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Figura 3. DIT como inliibidor de la acción de los organomercur/ales sobre la liberación de taurina. Las 
célulus fueron tratadas con pCMBS (1 mM/10 min) o con mersulil (100 µ.M/10 min). Los ensayos se reali::aron en 
prcsenci11 ó ausencia de DTf (10 ó 1 mM/10 min respectivamente). Los datos se expresan como el porcie11to promedio 
de taurina lib1:rada durante 10 min ± ES de 10 a 18 eApci·imentos. Los uskriscos indican lus diferencius que son 
signifi.·ativas con respecto a los flujos control bas1d (4) o estimulado ("). P<0.001 (1 de "tudent). 

Maleimidas: 

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

alquilan específicamente 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 aeth., 1990) y la pem1eante N-etilnrnleimida (NEM) (Wolf y Kuhn., 1992). 

La salida de la taurina estimulada por hiposmolaridad no se inhibió con 

la molécula a la que la membrana celular es impermeable: EMA; sin embargo, la N-

etilmaleimida, que es permeante a la membrana, mostró ser un potente inhibidor del 

proceso que media la difusión de la salida de la taurina en condiciones hiposmóticas. A 

bajas concentraciones y tiempos cortos (25-100 µ.M, 30-240 seg), la NEM mostró una . 

cinética de inhibición con las constantes aparentes (k) de tiempo de reacción de 

pseudoprimer orden que se muestran en la tabla l. Los datos experimentales se 

muestran en la figura 4 (pag. 33). Como puede obse1varse, existe una relación lineal 

entre estos parámeh·os con un valor para la constante de segundo orden (k') de 68.4 ± 

1.4 M'1 seg·1 (figura 5, pag. 33). En tanto que la pendiente de la gráfica de log k vs log 

(NEM] es de 1.2 ± 0.2, como es de esperarse para el caso de una estequiometría 1 a 1 (fig 

6, pag. 34). 

[NEM] (µ.M) 

25 
50 
75 

100 

TABLA 1 

0.00119 ± 0.00032 
0.00395 ± 0.00041 
0.00573 ± 0.00031 
0.00630 ± 0.00049 

Relm:ióu entre /,1:; c:onstmtlc:s de iuliibición apari:11le de pseudo 
primer 01'dc11 y /11s co11cc11tr11dá11cs de N EM utiliwd1is. las k 
1u¡uí mostradu.s fut...Ton obtt!nidiis a 1•artir dc:I 11justc: no lí11c:11I 
moslrtulo en la figura 4. 
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Figura 5. Constante de ~nhibición de segundo 01·de11. P11ra obtener Z.1 consb111te de segundo orden k' se grafica 
1,1 constante de psemlo¡mmer orden, k, contra la concentriición utilizada de acuerdo con la ecuación k=k'[R/ 
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Flgu~a 6. Estequiometiia de reacción de la NEM. La c~111·tsi611 /og,ll'ítmica de la ecuación de la figura 5 da una 
17e11d1e11tc de 1.2 ± 0.2, como es de espemrse 1'""' u1111 rd11ció11 eslequiornélr'ic11 entre la NEM y el grupo SI-/ reactivo 
de 1 a 1. Los datos se obtiuvieron a partir de fo figur11 4. · 

A diferencia de los compuestos organomercuriales, la NEM, a ninguna de las 

concentraciones utilizadas aumentó el flujo basal de la taurina en medio isosmótico. 

Cuando se evaluó la viabilidad celular a través de la actividad de la enzima lactato 

deshidrogenasa (LDH) en el medio no se obse1vó 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 más drásticas al utilizar este reactivo, fueron 

de 100 µM durante 4 minutos. Los efectos de la NEM también se examinaron sobre el 

curso temporal de la liberación de 66Rb utilizado como trazador de los movimientos de 
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K', el cual es un catión liberado durante el hinchamiento celular como uno de los 

osmolitos ino~gánicos involucrado en el DRV. El resultado fue muy similar al de la 

taurina, es decir una inhibición total del flujo estimulado del 86Rb por la NEM sin alterar · 

su liberación basal (figura 7). 
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Figura 7. Inhibición de la liberación de "Rb estimulada por hiposmolaridad por NEM. Las células fue:ron 
e~yuestas uJ"Rb por u11 periodo de 1 hora r¡ posteriormente lwadas por un lapso de 10 minutos, La NEM O (e), 50 
µ.M (9) r¡ 100 µ.M (•) se presentó en los 5 minutos finales de la suf""Íusión con medio isosmótico (liberación basal). 
Al tiempo indicado por la flecha se cambió el medio de su perfusión por µno /Uposmótico (150 mOsm) libre de NEM. 
El "'Rb liberado en cada fracción se expresa canto el porciento del total incorporado. n=4 experimentos, 

Se hicieron experimentos de competencia con altas concentraciones de taurina en 

períodos previos y durante la exposición a la NEM. El patrón de inhibición de la 

liberación de taurina no mostró ninguna modificación en estas condiciones. 
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El patrón de inhibición de la liberación de taurina por la NEM tampoco se modificó en 

valores de pH entre 7.0 a 8.5. Finalmente, como era de esperarse por la reacción 

alquilan te de la NEM con los grupos SH, el DIT no revirtió ni afectó el poder inhibitorio 

delaNEM. 

Haloacetatos: 

Se utilizó el haloacetato impermeante 5-((2-iodoacetamido)etil)-1-aminoftalensulfonato 

(IAEDANS)(Cobb y Beth., 1990), el cual no tuvo ningún efecto. Asimismo se probaron 

los reactivos permeantes yodoacetato (Murakami y Cols. 1988) y yodoacetamida. El 

yodoacetato tuvo un patrón de inhibición sobre la liberación estimulada de taurina 

parecido al de la NEM, mostrando una constante de inhibición de segundo orden de 1.48 

± 0.07 M·1seg·1 (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 posición del grupo SH 

reactivo, ya que la yodoacetamida es, por su grupo amido, más grande, lo cual 

posiblemente represente un impedimento estérico y de carga para la reacción con los · 

grupos SH esenciales para el proceso de difusión de la taurina. En los experimentos del 

volumen celular de astrocitos en cultivo a los que se agregó esta droga no se observaron 

cambios en el volumen celular. 
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Figura B. Efecto del yodoacetato sobre la liberación de 'H-tau1i11a estimulada por l1iposmolaridad. Las 
d/u/ds fueron tr11t11Je1s como se i11dici1 eu malc.1·i11l y mc!toJos, y los cálculos se realizaron como se descríbr! en las 
figunis 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 isosmóticas, obseivado con los compuestos organomercuriales fuera debido 

a un aumento en el volumen celular, se examinó por una parte la liberación basal en 
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presencia de estos reactivos, sustituyendo al Cl· por el anión impermeable gluconato. 

Esta manipulación impide el hinchamiento celular (Lipton., 1973); sin embargo, no se 

produjo ningún cambio del efecto de los organomercuriales sobre la liberación de la 

taurina. Más aún, esta estrategia aumentó ligeramente el flujo basal por encima del 

observado con los compuestos organomercuriales, lo anterior es muy sugestivo de que 

el aumento en la liberación basal de taurina estimulada por los organomercuriales no es 

debido a hinchamiento. Cuando se determinó el volumen celular de los astrocitos en 

suspensión en presencia de cada uno de estos agentes, no se encontró ninguna alteración 

en el volumen. 

MODIFICACION DE LAS ARGININAS: 

Se examinó el efecto de dos reactivos bloqueadores de los residuos de las argininas, el 

fenilglioxal y la 2,3-Ciclohexanodiona. Ambos reactivos produjeron una inhibición de la 

liberación de la taurina estimulada por hiposmolaridad, efectos que fueron dependientes 

de la concentración y tiempo de exposición. Para el efecto de la ciclohexanodiona se 

obtuvieron las constantes de pseudoprimer orden mostradas en la tabla 2 (pag. 39), con 

una correlación 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·1 seg·1 (figura 9 inserto) y su 

estequiometría fue de 1 a 1, de acuerdo con la expresión: log k = log k'+ log 

[ciclohexanodiona] (figura 10, pag. 40). 
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TABLA 2 
.............................. _ ................. -........................................................................ .. 
{ciclohaanodionaJ (mM) 

................................... =------------·-·------------·------·--· ................... .. 
30 
60 
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0.0003558 .:!; 0.000029 
0.0007158 t 0.000039 
0.0013598 :!. 0.000070 
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Figura 9. Efecto de la cidahexanodiona sob1-e la liberació111le 'll-taurf11a et1tl111ulada por l1ipM111ol11rltf11tl 
en fullción dtl tiempo. Las á/ulus fut!rot1 lr11t11d11s con /11 cidulie»11110Jíu1111 " foa co11c1mtnu:io11•• i11díc11dt1 ¡¡ 11 
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Log [ciclohexanodiona] 

El Fenilglioxal mostró una inhibición del 50% a una concentración de 10 mM y un 

tiempo de h·atamiento de 20 min; sin embargo, en estas condiciones se observó un 

incremento ostensible en la liberación basal de tamina (Figura 11, pag. 41). 
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Fig11m 11. Iti/1ib/ció11 de la libemció11 de la t11ul'i11a por el fe11ilgliox11l. /;1s células se tmtm·o11 como se describe 
en m11te1·fol y mJtodD!;. l.1rs bt11TllS úlm1ctc; iudi1.:m1 l11 /ibi:rn,:ió11 lmsal, los ni:gm.s n:¡,,.e&ntmr la liberación e.stimul1itla 
con mellio lii¡rosmótico 11/ 50 % y fos fouT11s cru=ad11s iuJicmi c:I cumbia c:n la libc.i·tlción (Ubt.>J'ación en medio 
hi11osmálico - libernción en mc:Jio isusmótico). l.o.s cfotos son ¡1romedios ± L'S de: 6 e;lpt."t'imcnto~ se¡mmdos. 

Discusión: 

La participación de Ja taurina en los procesos regulatorios del volumen celular en el 

tejido neivioso se ha ido consolidando a la luz de abundante evidencia experimental 

obtenida tanto in vivo como iu vitro (Atlas y Cols., 1984; Pasantes-Morales., 1988., Salís 
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y Cols., 1988). Es particularmente clara en el Decremento Regulatorio de Volumen 

(DRV), en donde se ha demostrado su liberación , tanto en neuronas como en astrocitos, 

en respuesta espeáfica al hinchamiento celular (Pasantes-Morales y Schousboe., 1988; 

Pasantes-Morales y Martín del Río., 1990). Sin embargo, los mecanismos que operan y 

regulan dicha liberación son prácticamente desconocidos. En particular, se desconoce la 

manera en que la taurina atraviesa la membrana plasmática durante la expresión del 

componente de difusión en su liberación, el cual como se ha establecido, es aquél 

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

1La cl!MUsftoo elle Rm út1lllll'il1M mcll1lllclcllm ¡poir hl¡posmmolllllll11cllmcll mvoll1lllcrm 1ll!Nl JPirO!tefum 

Este estudio representa hasta donde nosotros sabemos la primera aproximación en la 

caracterización del proceso difusional de la taurina inducido por hiposmolaridad en los 

astrocitos. Una primera conclusión se deriva de la sensibilidad del proceso de liberación 

a los agentes utilizados; en tanto que dirigidos a estructuras proteicas, sugieren esta 

naturaleza para la entidad molecular responsable de la liberación de taurina durante el 

hinchamiento celular (Alcántara y Cols., 1991). En este contexto, los resultados aquí 

obtenidos muestran el papel esencial que tienen los grupos SH en dicha entidad 

molecular en astrocitos. Apoya lo anterior el hecho de la poca inhibición del proceso 

liberador de taurina por los reactivos contra las argininas, que por una parte muestra 

nuevamente la participación de una proteína y por otra, la poca sensibilidad del 

fenómeno ante la modificación de los grupos guanidino de las argininas, ya que al 

comparar las k' de inhibición de la liberación de taurina estimulada por hiposmolaridad 
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se observa que es nueve ordenes de magnitud más sensible a la modificación de grupos 

SH que a los guanidino. 

Los girun¡pos SH esmclmlles paurm iell Jfiuundoommrulmoo ~ elle Hm cllMilWoo se manmfcr8ll!U 

Hoaillizaicllos m Hm ~oo mclloiímdmll die Hm l!ll1lemmlblrmrun 

Asimismo, este estudio da una idea de la posible localización de esos grupos SH 

esenciales mediante el uso de reactivos con diferentes capacidades de permear la 

membrana celular. Los reactivos como el IAEDANS y la EMA, que son de mayor 

tamaño y no permeantes a la membrana, y por tanto sólo 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, inhibió 

significativamente la salida de taurina durante el DRV. Estos datos sugieren una 

localización endofacial de los grupos SH críticos para la liberación de taurina estimulada 

por el aumento del volumen celular. En apoyo a esta conclusión 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 reacción 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 modificaría las cinéticas de inhibición de este reactivo (Ligeti y Fonyó., 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, razón por la cual no se observaron 

modificaciones en la capacidad de inhibición de la NEM. 
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Los gn'llllJl>OS SlHl ¡podlmlm moom~ en u mmrilhlente J!Mllldsillmmte llñ¡pofmoo y ex¡puestas 

mll me«lhlo mcunoso. 

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 

difusión de la taurina se encuentran en un ambiente parcialmente lipofílico e hidrofílico. 

El efecto contrastado de los reactivos permeantes yodoacetato y yodoacetamida sugiere 

que estos grupos SH se encuentran en un microambiente cargado, ya que la liberación 

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 gn'llllJ?OO SlHl modlllJ!i!aidloo JPOll' Iloo mm::milmlles ~ Sel!' nos irespomaJbiles die Ilm señl!mll 

die clb1sWUsülm die Ilm mem1lilrmNl, Ilm mmll mciblvm iell 111lunjo cl!MaWOl!\mll die 11&11llll1lmlm. 

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 líneas celulares (Rothstein y Mack., 1992). En el presente 

estudio, estos compuestos incrementaron notablemente la liberación basal de taurina sin 

modificar el volumen celular. El efecto inhibitorio observado sobre la liberación de 

taurina estimulada por hiposmolaridad, podría entonces deberse a una reducción en el 

tamaño de la poza endógena del aminoácido, más que a un efecto directo de estos 

compuestos sobre la proteína responsable de su liberación. Estos resultados, junto con 
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los del reemplazo del cloro por gluconato, hacen pensar que el aumento en la salida . 

basal de la taurina en medio isosmótico provocada por los agentes mercuriales, 

posiblemente se debe a una alteración en el citoesqueleto adosado a la membrana 

celular, más 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 proteínas 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 

orgánicos (Sokol y Holohan., 1986; Bosin y Kasper., 1991; Zhan y Solomon., 1992), en la 

difusión facilitada de la glucosa (Czech., 1976; Regen y Cols., 1981) y en el transporte de 

aminas y aminoácidos dependiente de sodio en varios tipos celulares (Kanner., 1978; 

Wolfel y Cols., 1989; Alcántara y Cols., 1991). El bloqueo de estos grupos, asimismo, 

inhibe la liberación de taurina inducida por hiposmolaridad en los eritrocitos de la Raja 

sp. (Ballatori y Boyer., 1992). El mecanismo molecular sensible a la modificación de los 

grupos sulfüidrilo que subyace a la difusión de la taurina es aún desconocido. Se ha 

propuesto un intercambio disulfuro sulfüidrilo para explicar la acción de los agentes 

modificadores de los grupos SH en los transportadores y receptores (Robillard y 

Konnings., 1982; Gilbert., 1982). Este podría 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 aminoácidos. 
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Argininas 

La participación de los grupos guanidino de las argininas en el trasnporte de glucosa 

y de fosfato se ha caracterizado en membranas epiteliales de riñón (Strévey y Brunette., 

1984; Strévey y Cols., 1991). La importancia de estos residuos de aminoácidos ha sido 

puesta de manifiesto para el transporte de la bi!irrubina y otros aniones elctrogénicos en 

vesículas de membranas de hígado de rata (Passamonti y Cols., 1990). En los 

experimentos de la presente tesis, las concentraciones y tiempos necesarios para inhibir 

la liberación de taurina estuvieron dentro de aquellos reportados en la literatura 

(fenilg!ioxal, 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 

inhibición del proceso difusional de la taurina, no sabemos, por una parte, si la 

inhibición es consecuencia de alteraciones en el metabolismo celular y por otra hasta 

donde sabemos estos modificadores no se han estudiado en células íntegras. En apoyo 

a lo anterior se encuentra el hecho del aumento en la liberación basal de taurina causado 

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

l. Los grupos SH endofaciales e intramembranales desempeñan un papel crucial en el 

proceso de liberación de taurina asociada al hinchamiento celular en astrocitos. 

2. A partir de los diferentes grados de permeabilidad de cada uno de Jos reactivos 

bloqueadores de los grupos SH se puede decir que Jos grupos SH exofaciales 

probablemente no son esenciales para la difusión de la taurina inducida por 

hiposmolaridad. 

3. Hay algunas indicaciones de que Jos grupos SH esenciales para la difusión de Ja 

taurina estimulada por hiposmolaridad están localizados en el dominio hidrofóbico 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 participación de una proteína, como la mediadora 

del proceso difusional de Ja taurina estimulado por hiposmolaridad. 
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