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INTRODUCCION

GENERALIDADES SOBRE LA FISIOLOGIA DE LA RETINA.

La retina es una estructura muy especializada cuya funcion consiste en convertir la
luz en sefiales eléclricas que procesan las neuronas. La retina es una extensién
periférica del sistema nervioso central. Es un tejido neural delgado que en muchas
especies recibe nutrientes de ia coroides pasando por el epitelio pigmentario
retinal. Como consecuencia, Ia retina es accesible para fa experimentacion in vivo
e in vitro y puede ser manipulada quimica y farmacolégicamente administrando
substancias por el vitreo o en medios de incubacién. Su capacidad para procesar
el estimulo fuminoso transformarlo y transmitirlo a través de distintas capas
celulares esta intacta en los sistemas in vitro, por lo que es un excelente madelo
para el estudio de los mecanismos de transmisién que participan en la
comunicacion intercelular por neurotransmisores o neuromoduladores.

Comparada con otras estructuras del cerebro, la retina es relativamente simple.
Esta formada por seis tipos de neuronas: los fotorreceptores (conos y bastones),
las células bipolares, las horizontales, las amacrinas, las interplexiformes y las
ganglionares. El tipo principal de célula glial es la célula de Miiller, que se extiende
desde fa membrana iimitante interna hasta la membrana fimitante externa, en
donde rodea al segmento interno de los fotorreceptores.

La retina tiene una estructura bien estratificada, con una organizacién separada
para los somas celulares {capas nucleares) y las terminaciones sinapticas (capas

plexiformes). Los distintos estratos celulares se organizan en la siguiente forma:



1. La capa del epitelio pigmentario retinal, la cual esta en intimo contacto con el
segmento externo de los fotorreceptores. Esta capa celular sirve como mediador
en el intercambio de substancias entre la retina externa y la circulacion coroidal,
participa en la fagocitosis de los discos desechados por los conos y bastones,
jugando un papel impertante en el catabolismo de los componentes del segmento
externo de los fotorreceptores.

2. La capa de los segmentos externcs, conos y bastones.

3. La membrana limitante externa, formada por lo procesos apicales de las células
de Milller, que estan contiguos al segmento intemo de los fotorreceptores.

4. La capa nuclear extema, compuesta por los nlcleos de los fotorreceptores.

5. La capa plexiforme externa, formada por las terminaciones sinapticas de los
fotorreceptores, las células bipolares y las células horizontales.

8. La capa nuclear interna, en donde se localizan los cuerpos de las células
bipolares, horizontales y amacrtinas. También se localizan en esta ca'pa los somas
de las células interplexiformes que son aquellas que conectan con las capas
plexiforme externa e interna.

7. La capa plexiforme interna es otra region sindptica en donde establecen los
contactos sinapticos las células bipolares, amacrinas y las ganglionares.

8. La capade células ganglionares, cuyos axones forman el nervio optico.

9. La membrana limitante interna, constituida por los procesos basales de las
célutas de Miiller, que forman la interfase retino-vitreal.

Los fotorreceptores son de dos tipos, los conos y los bastones. Los bastones son
sensibles a bajos niveles de luz, mientras que los conos se estimulan a

intensidades de luz alta y ademas estan especializados en la visién en color.
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Figural. Organizacion celular de la retina de vertebrados. (A) Corte histolégico de la retina de humano, y (B)
diagrama esquematico mostrando el arreglo de las capas de las cdlulas retinales. Abreviacioncs: a, células
amacrinas;, b, células bipolares; ¢, conos; g, células ganglionares; h, células horizontales; i células
interplexiformes; r, bastén. Las capas histolégicas son: RPE, epitelio pigmentario retinal, POS, capa de los
segmentos externos de los fotorreceptores; OLM, membrana limitante externa; ONL, capa nuclear externa; OPL,
capa plexiforme externa; INL, capa nuclear interna, IPL, capa plexiforme interna; GCL, capa de células
ganglionares; NFL, capa de fibras nerviosas; ILM, membrana limitante interna. (Tomado de Berman, 1991},



Funcionalmente los fotorreceptores se conectan con las c¢élulas bipolares y las
celulas ganglionares formando una via de transmisién directa excitadora. Esta via
esta modulada por las interneuronas, céfulas horizontales y células amacrinas.

En [a obscuridad, el fotorreceptor se encuentra en un estado de despolarizacion
parcial, producido por la entrada de Na* en el segmento extemo. Esta situacion
lleva a la liberacién continua de un neurotransmisor en [as terminales sinapticas,
generando una cascada de liberacidn de neurotransmisores hacia todo el circuito
retinal. Ante la hiperpolarizacién producida por ia luz al cerrar la corriente de Na®,
se reduce la liberacidn del neurotransmisor del fotomreceptor causando la
hiperpolarizacion de las células horizontales y de un subtipo de células bipolares,
llamadas bipolares OFF o células bipolares hiperpolanzantes. Otro subtipo de
células bipolares sén las llamadas ON. Estas, a diferencia de las anteriores
responden a la luz con una despolarizacion.

Las células bipolares establecen conexiones sinapticas en la capa plexiforme
interna con dendritas de las células ganglionares y con procesos de ceélulas
amacrinas. Las terminales sindpticas de las células bipolares pueden variar de
forma simple, larga, o con vesiculas, terminando en una estratificacion discreta en
la capa plexiforme interna. Las terminales sinapticas de las células bipolares OFF
y ON tienden a segregarse en la capa plexiforme intermna.

El daltimo relevo de esta via son las células ganglionares, que tienen sus cuerpos
celulares localizados en la capa mas interna de la retina. Se encuentran
organizadas normalmente en una sola capa, con algunas células desplazadas
ocasionalmente. Sus dendritas arborescentes conectan con las terminales de las

células bipolares y con procesos de las células amacrinas en la capa plexiforme



interna. Sus axones forman el nervio 6ptico, que se proyecta a las zonas visuales
del cerebro. Las células ganglionares son morfolégicamente y fisiologicamente
hetereogéneas.

Las células horizontales y las amacrinas son interneuronas y tienen como funcién
modular o regular la via excitadora. Las células horizontales participan en el
procesamiento lateral de la informacidn en fa capa plexiforme extemna. Las células
horizontales son hetereogéneas conociéndose al menos 4 tipos distintos. En
muchas especies, las células horizontales tienen grandes axones con terminales
muy ramificadas a gran distancia del cuerpo celular. El nimero de tipos de células
horizontales en la retina estd relacionado con el nimero de tipos de
fotorreceptores presentes, asi como las condiciones ambientales en donde se
desarrolle et animal. Cada célula horizontal se une a través de uniones
comunicantes con células adyacentes o del mismo tipo. Las células amacrinas
tienen sus cuerpos celulares en la regién proximal de la capa nuclear interna y sus
procesos sinapticos se extienden dentro de la capa plexiforme interna. Estudios
morfolégicos y fisioldgicos indican la existencia de una variedad de subtipos de
células amacrinas. Se han reportado uniones comunicantes entre células
amacrinas y bipolares,

Las neuronas interplexiformes tienen sus cuerpos celulares en la capa de las
células amacrinas. Sus procesos se extienden hacia el interior de la capa
plexiforme y hacla fa capa nuclear externa, Estas células conectan con células
bipolares y horizontales y en algunos casos con otras interplexiformes, mediante

sinapsis convencionales. Las células interplexiformes al parecer son {as dnicas



que pueden transmitir informaciéon de la retina interna a las capas sinapticas
externas.

NEUROTRANSMISION EN LA RETINA

La comunicacion intracelular en el sistema nervioso en vertebrados se realiza a
través de mensajeros quimicos, que pueden agruparse en neuromoduladores y
neurotransmisores. Se considera un neurotransmisor a aquella substancia que se
sintetiza y se libera de las temminales presinapticas del ax6n, y que atraviesa el
espacio sindptico hasta unirse a un receptor focalizado en {a membrana
postsinaptica, generando una respuesta eléctrica directa o mediada por
reacciones quimicas de corta duracion. La accién del neurotransmisor termina al
ser degradado enzimaticamente o al ser capturado en la terminal postsinaptica o
por células gliales por sistemas de transporte de alta afinidad . El termino
neuromodulador se usa para describir a as susbstancias liberadas por neuronas o
posiblemente por la glia, modificando la accion del neurotransmisor por varias
vias: 1) alterando ia respuesta electrofisiologica postsinaptica, 2) modulando la
sintesis, la liberacion o la degradacion del neurotransmisor o 3) produciendo
cambios en el metabolismo de la célula postsinaptica. Un neuromodulader puede
actuar en las celulas adyacentes, o difundiendo a través del espacio extracelular
en células distales del tejido o bien en la misma célula de crigen, modulando la
respuesta celular a otros neurotransmisores.

Existen 2 tipos de transmisién sindptica en el sistema nervioso, la quimica y la
eléctrica. En general, sin embargo, las sinapsis eléctricas son menos comunes
que las sinapsis quimicas, las cuales se caracterizan por su velocidad de

transmision y por que pueden ampiificar la sefial neuronal. Las sinapsis eléctricas



mantienen una continuidad membranal entre la célula presinaptica y la célula
postsinaptica, en donde el citoplasma de ambas células se conecta por canales
ionicos; las sinapsis quimicas no tienen una continuidad membranal entre las
células, por lo que las neuronas estan separadas por un espacio llamado espacio
sinaptico, por el cual viaja el mensajero quimico de la célula presinaptica a la
célula postsinaptica.

La retina contiene tanto sinapsis eléctricas (uniones comunicantes) como sinapsis
quimicas, con mayor predominancia de las sinapsis quimica. Las sinapsis
eléctricas se forman generalmente entre neuronas del mismo tipo, como es el
caso de los fotorreceptores y células horizontales en donde se han descrito
uniones comunicantes.

En los fotorreceptores existen dos tipos de sinapsis quimicas con una morfologia
distinta, las sinapsis que presentan una estructura caracteristica llamada cinta
sinaptica y las sinapsis basales. Las sinapsis con cinta sinaptica tienen las
vesiculas sinapticas distnbuidas en forma organizada alrededor de esta estructura;
estas sinapsis mandan e! impulso a tres procesos postsinapticos. En conjunto,
esta organizacién se conoce como triada. Generaimente, son dos procesos de
células horizontales que ocupan las posiciones laterales y un solo proceso de una
célula bipolar ON en la parte central. Las sinapsis con cinta sinaptica funcionan
entre conexiones de células bipolares y células amacrinas y ganglionares
postsinapticas.

Las sinapsis basales se establecen especificamente entre conos y células
bipolares OFF. Debido a que estas sinapsis carecen de vesiculas sinapticas, las

sinapsis basales posiblemente pueden estar especializadas en un mecanismo



diferente de liberacion del neurotransmisor, el cual es una liberacién no vesicular,
independiente de Ca®. Este mecanismo de neurotransmisién no se conoce
totaimente pero hay evidencia de que podria estar a cargo de un transporie
dependiente de voltaje que libera al neurotransmisor a través de proteinas
acarreadoras similares a las del sistema de captura de la célula.

Como se menciond, los fotorreceptores liberan un neurotransmisor en forma fasica
en la oscuridad. Existen evidencias experimentales de que los neurotransmisores
usados por los fotorreceptores son el acido glutdmico y el acido aspartico
principalmente. Otros componentes neuroactivos presentes en la fotorrecepcion
son la taurina, la melatonina y la serotonina. La melatonina y de serotonina
posiblemente funcionan como neuromoduladores. La funcidn de la taurina en
estas células podria estar asociada con los mecanismos del control del volumen
celular.

Los fotorreceptores, las células horizontales y las bipolares responden a la luz con
grandes cambios en el potencial de membrana. Estas células no generan
potenciales de accion. Esto posiblemente es debido a que estas neuronas tienen
procesos cortos Yy No necesitan transmitir la informaciéon a grandes distancias: una
respuesta pasiva del potencial a lo largo de la membrana celular es suficiente para
transmitir la informacién de una terminacion celular a la otra. Una segunda
posibilidad es que estas neuronas funcionen con potenciales graduados y estos
potenciales son capaces de discriminar sefiales que pueden @ no formar
potenciales de accién. El primer potencial de accién observado en fa retina es

generado por las ¢células amacrinas.



De igual forma los fotorreceptores, las células bipolares y las células horizantales
fesponden a ia luz con potenciales hiperpolarizantes; bajo iluminacion estas
celulas tienen potenciales de membrana muy negativos. Cuando hay un estimulo
luminosos los fotorreceptores, las células horizontales y algunas células bipolares
se hiperpolarizan. Llas células bipolares son aparentemente también
glutamatérgicas y se activan sinapticamente a través del acido glutamico
proveniente de los fotorreceptores. Se sabe que el glutdmico es excitador en las
sinapsis donde conecta un cono con una céiula bipolar OFF, e inhibidor en las
sinapsis donde conecta un cono con una célula bipolar ON. Las terminales
sinapticas de las células bipolares contienen al igual que los fotorreceptores, la
cinta sinaptica, ademas de contactos convencionales.

El ultimo relevo en la via excitadora esta constituido por las células gangiionares
que, como se menciond son hetereogéneas. Se conoce poco acerca de los
neurotransmisores que manejan, pero hay evidencia que sugiere que el acido
glutamico y el acido aspartico pueden tener esa funcién. Los axones de las células
ganglionares transfieren informacion a algunas zonas del cerebro generando
grandes potenciales de accidn de manera sucesiva.

Las células horizontales en retinas de teleosteos, forman estructuras llamadas
espinulas las cuales se proyectan desde las dendritas de estas células hacia ia
sinapsis de los conos, incrementando de esta forma el drea de contacto entre la
célula horizontal y el fotorreceptor. Las células horizontales emplean et GABA
como neurotransmisor. Su liberacién se realiza de una forma no vesicular en la
que participa de manera importante el transportador de GABA. Estas celulas

carecen de canales de Na* que se activan por voltaje y que generan el potencial



de accidn, por lo que tienen eventos eléctricos locales y no forman potenciales de
accién, transmitiendo de manera pasiva las sefiales.

Los neurotransmisores propuestos para las células amagcrinas son numerosos, en
concordancia con la amplia heterogeneidad de este estrato celular. Se han
considerado como neurotransmisores a la acetilcolina, el GABA, fa glicina y la
serotonina. Se ha encontrade una subpoblacién de células amacrinas que
contiene péptidos neurcactivos como el glucagon, el neuropéptido Y, la
neurotensina, fa somatostatina, la substancia P y el péptido intestinal vasoactivo.
Algunas investigaciones estiman que hay hasta 25 tipos diferentes de compuestos
neurocactivos en las células amacrinas. Sin embargo su accion precisa todavia no
se conoce. Las células amacrinas producen fluctuaciones eléctricas locales,
aunque se ha visto que pueden generar pequefiocs potenciales de membrana.

Ef tercer grupo de interneuronas sén las células interplexiformes; estas células
pueden ser dopaminérgicas o glicinérgicas, siendo las dopaminérgicas las mas
estudiadas. Debido al pequefio nimero de células interplexiformes en la retinay a
su dificil reconocimiento se sabe muy poco acerca de sus propiedades eléctricas.
Ademas de los neurotransmisores clasicos la mayor parte de los estratos
celulares de la retina contienen taurina. El 80% de la tautina se encuentra en los
fotorreceptores. Su funcién precisa en la retina de desconoce. Se ha propuesto
que participa manteniendo la estructura y ia viabilidad de los fotorreceptores, con
un mecanismo poco claro, En experimentos usando dietas deficientes de taurina
se observd una desorganizacion del segmento externo del fotorreceptor io que
conlleva a una subsecuente muerte celular y esto a la perdida de la visién. Una

propuesta que cuenta con evidencia experimental sélida es que la taurina participa



como un osmolito en el control del volumen ceiular, que se describe en la siguiente
seccion

VOLUMEN CELULAR

Durante algun tiempo se pensé que la propiedad de regulacién del volumen
estaba restringida a especies que efectivamente requerian de este control para su
supervivencia, como es €| caso de los animales eurialinos que constantemente
estdn expuestos a fluctuaciones en la osmolaridad del medic externo. En
condiciones fisiologicas, la mayoria de las células de un organismo mutticelular no
se encuentran expuestas a situaciones anisosmoéticas ( cambios en la
osmolaridad del medic) excepto las células renales y algunas células epiteiiales. A
pesar de ello la capacidad de regular el volumen es una propiedad que se ha
conservado a través de la evolucion en practicamente todos los tipos celulares. La
osmolaridad de los fluidos corporales de mamiferos es de aproximadamente 285
mOsm/L. y este valor se mantiene practicamente constante, mostrando sélo
pequenas fluctuaciones que no exceden de un 3% (Hoffman y Simonsen, 1989).
Sin embargo, a nivel celular existen numerosas situaciones fisiolégicas en las que
pueden crearse microgradientes osméticos que llevan a cambios en el volumen de
los compartimentos intracelulares y que deben ser ajustados. Estas
modificaciones en el volumen celular pueden ocurrir por acumulacion de solutos
intracelulares, provocada por macromoléculas cargadas en el citoplasma, durante
procesos normales como es la entrada de sales y de nufrientes. De igual forma la
actividad de los receptores sinapticos de los aminoacidos excitadores como el
acido glutamico, al incrementar la permeabilidad ionica, da como resultado un

incremento de volumen en condiciones isosméticas (Choi, 1985). Asimismo ciertas



vias metabdlicas en la célula, como la glucogendlisis y la lipdlisis también pueden
conducir a un incremento en los niveles de solutos intracelulares osméticamente
activos (Kritensen, 1986). De la misma forma, el metabolismo acelerado de las
fibras musculares durante el ejercicio, aumenta los solutos intracelulares libres
(Saltin y col., 1987). Finalmente la degradaci6n y sintesis de macromoléculas
modifica en forma muy importante el equitibrio osmético intemo.

Este tema tiene también implicaciones interesantes desde el punto de vista
clasico, en aquellas patologias en las que hay cambios en la osmolaridad del
plasma (hiponatremia/hipematremia). Como resultado del cambio osmético en el
plasma, hay también modificaciones en el espacio extracelular y en el volumen
celular. Una situacién particularmente grave puede ocurrir cuando hay edema
celular en el cerebro, el cual estd asociado a numerosas patologias, como las
epilepsias y la isquemia, en los traumatismos craneales y en la encefalopatia
hepatica. Dada la restriccion que impone la caja craneal a la expansion del tejido
cerebral, esta alteracion en el volumen celular es, en muchos casos, una
complicacion aln mas grave que la propia patologia.

CAMBIOS EN EL VOLUMEN CELULAR EN CONDICIONES ANISOSMOTICAS
Cuando las células se exponen a un medio anisosmético cambian su volumen de
acuerdo al cambio en la osmolaridad externa. En el caso en que una célula animal
este expuesta a una solucidon hiposmética, iniciamente el volumen celular
aumenta debido a la entrada de agua, por el cambio de presiéon osmotica
extracelular. Generalmente, el volumen celular se incrementa alcanzando un
maximo en un tiempo variable, que depende de: 1) la velocidad en el cambio en la

osmolaridad extraceiutar en el plano inmediatamente adyacente a la membrana



plasmatica, 2) la permeabilidad de fa membrana plasmatica al agua, 3) la relacion
entre area de la membrana y el volumen de la célula (Hallows y Knauf, 1994;
Hoffmann y Simonsen, 1989; Lang, 1993). Después de este maximo, el volumen
celular disminuye, atn cuando la osmolaridad extracelular se mantenga por debajo
del valor del control inicial. Este proceso compensatorio del volumen, que
generalmente ocurre en un periodo de varios minutos, se conoce como
Decremento Regulador det Volumen (DRV). En la mayoria de los casos, las
célufas no retoman totalmente a su volumen inicial, sino que alcanzan un nivel
estable ligeramente superior. De manera andloga, cuando las células se
mantienen en una solucion hiperosmotica, su volumen disminuye y en la mayoria
de los casos, tienden a recuperarle mediante el procesc conocido como
Incremento Regulador del Volumen (IRV).

Los mecanismos adaptativos de regulacion del volumen celular se establecen a
través de cambios en la concentracion intracelular de solutos osméticamente
activos, en la direccidn necesaria para contrarrestar el equilibrio osmético de la
célula. Estos componentes llamados osmolifos, se agrupan en dos categorias:
lones inorganicos Na*, K*, CI' y moléculas organicas, como aminoacidos, aminas y
polialcoholes.

Los solutos osmaticamente activos, son aquellos que se encuentran en forma libre
en solucién en el citoplasma. En general durante la regulaciéon del volumen las
células de los invertebrados y de los vertebrados de especies acuaticas utilizan
preferentemente los osmolitos organicos, mientras que en las células de
vertebrados terrestres los iones parecen tener un papel mas importante. Una

excepcidn a esto puede ser el sistema nervioso central, en el cual los iones



participan de manera sustantiva en el control de la excitabilidad y en la
comunicacién interneural, y por tanto su homeostasis debe ser regulada de
manera muy estricta. Los iones, principaimente K*, Na*, CI'y HCOy,, contribuyen
en el mantenimiento de fa osmolaridad interna y extema de la célula, siendo el K*
y el CI" fos de mayor concentracion intracelular y el Na* el mas concentrado en el
espacio extracelular. Estos iones participan de manera importante en la regulacion
del volumen después de alguna alteracion en la osmolaridad del medio externo,
por lo que su transporte a través de la membrana es muy importante en los
procesos de regulacién del volumen celular.

Una caracteristica interesante de las moléculas organicas relacionadas con la
funcién de la regulacién osmotica es que a diferencia de los iones inorganicos,
poseen lo que se conoce como propiedades osmoprotecioras, es decir, que
ademas de funcionar como osmolitos pueden acumularse en concentraciones muy
aitas en el compartimento intracelular sin alterar significativamente la estructura y
la funcién de las macromoléculas citosolicas, como enzimas y proteinas.

Existen ofros osmolitos organicos usados como moléculas osmoefectoras en las
células de mamiferos; estos son los polialcoholes, come el sorbitol y el myo-
inositol. Otros osmolitos orgénicos con menor participacién son las metilaminas

como la glicerofosforilcolina (GPC). {Lang,1998)



MECANISMOS DE LIBERACION DE OSMOLITOS

1. Movilizacién dej K*.

Para varios tipos celulares, la via por la que se mueve el K* asociado al DRV no
esta bien caracterizada. No se sabe si los canales de K* son activados por el
hinchamiento perse o por factores asociados al cambio en el volumen celular. Lo
que si se sabe es que esta via de movilizacion es especifica para el K* y bastante
impermeable a ofros cationes. El hinchamiento conduce a una variedad de
cambios celulares incluyendo un incremento en la concentracion intracelular de
Ca®, cambios en la organizacion del citoesqueleto, fosforilacion de varias
proteinas y la expresion de algunos genes (Ninning y col. 1897; Tilly y col. 1996);
lo que aparentemente no es claro es si cualquiera de estos cambios asociados al
hinchamiento activa los canales de K* relacionados con el DRY. EI hinchamiento
también afecta el potencial de membrana de acuerdo a la naturaleza y cinética de
la corriente activada. Muchos tipos celulares se despolarizan en respuesta at
hinchamiento, y esto activa subsecuentemente canales de K* durante el DRV.
Esto se ha observado en células de neuroblastoma (Falka y Misler, 1989), en
donﬁe la despolarizacién activa en primer lugar canales catiénicos inespecificos
sensibles a la tension membranal. En muchas células, hay una salida de CI
producida por hinchamiento (Sanchez-Olea y col., 1996), que conduce a una
despolarizacién, la cual posiblemente pueda activar a los canales Kv (canales de
K" activados por voltaje), que son los candidatos a ser las vias por las que se sale
el K* en estas células. Existe evidencia que respalda esta idea, proveniente de
linfocitos T que carecen de la habilidad de regular el volumen, y que

posteriormente adquieren esta habilidad al ser transfectados con el gen de los
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El aumento de la permeabilidad aniénica se presenta en neuronas en respuesta a

un incremento de! volumen celular. Mientras que en condiciones isosméticas la

permeabilidad del CI esta restringida, durante condiciones de hinchamiento

hiposmdtico esta permeabilidad se incrementa ocasionando que el flujo de K* esté

limitado por el flujo de CI' y de agua y consecuentemente por el decremento

regulador del volumen (Pasantes-Morales y col. 1994).

Los canales de CI' activados por hiposmolaridad han sido identificados en una

gran variedad de células y algunos de éstos han sido clonados. Entre las

moléculas que actdan como canales de CI durante el proceso de regulacion del

volumen se encuentran:

1} El CIC-2. Foma parte de una familia de proteinas de membrana, que
funcionan como canales de CI" (CIC-0, CIC-1, CIC-3, CIC-4, CIC-5, CIC-8, CIC-
7, CIC-K1, CIC-K2} (Brandt y Jentsch, 1995). Esta proteina esta ampliamente
distribuida tanto en células de mamifero como en lineas celulares y hay
evidencia de que CIC-2 forma por si solo un canal anibnico sensibie a volumen
(Grinder y col., 1992). Sin embargo, sus caracteristicas de selectividad i6nica,
farmacolégica y electrofisioldgica son completamente diferentes de los canales
ionicos de rectificacién saliente sensibles a volumen ya reportados. Se ha
postulado que el papel de este canal de CI" es principalmente mantener el
potencial de membrana.

2) La glicoproteina-p. Esta proteina pertenece a la familia de los transportadores
ABC (ATP-binding-cassette, es decir presentan una secuencia consenso para
unir ATP). La expresion de la glicoproteina-p esta sobre regulada en células

cancerosas haciéndolas resistentes a drogas citotSxicas al actuar como bomba
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de expulsién de las drogas. Ademas de esta funcién se ha sugerido que puede
servir como un canal aniénico activado por hinchamiento y/o como proteina
reguladora del canal. Esta interpretacion ha sido cuestionada por trabajos que
muestran que no existe correlacidon entre los niveles de expresion de la
glicoproteina-p y la actividad del canal activado por hinchamiento (McEwan y
col., 1992; Rasola y col., 1994; Kunzelman y col., 1994}.

Plun. Estd ampliamente distribuida en varias especies y su secuencia de
aminoacidos esta altamente conservada. Cuando esta proteina es expresada
en ovocitos de Xenopus genera una conductancia de CI” con caracteristicas
similares a las del canal aniénico y al de los osmolitos activado por
hinchamiento (Strange y col., 1996). Sin embargo, subsecuentes hallazgos de
Krapivinsky y col {1994) demuestran que la proteina estd principaimente
localizada en e! citoplasma celular lo cual lleva a la suposicion de que esta
proteina puede servir como regulador citosdlico de un canal enddgeno activado
por hinchamiento (Ackerman y col., 1994). Paulmich y sus colegas han descrito
resultados preliminares que indican que aunque la proteina esta normalmente
en el citosol &sta migra a fa membrana en respuesta al hinchamiento osmatico.
Paulmich (1996) y Strech (1996) han propuesto un modelo de “anclaje-
insercién” que puede acoplarse a muchos de los datos obtenidos.

La Banda 3. Estd proteina es la principal constituyente de la membrana
plasmatica de eritrocitos de muchas especies de vertebrados y tiene su pare
homdloga en otros tejidos. Este es un sistema de intercambiador aniénico
electroneutro  (CF/HCO3). Sin embargo, ia observacion de que muchos

inhibidores del intercambiador anidnico mediado por banda-3 inhiben los
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canales de osmolitos y el activado por hinchamiento puede sugerir que la
banda-3 podria estar involucrada en la actividad del canal sensible al
hinchamiento (Goldstein y col., 1990; Goldstein y Bill, 1991; Garcia Romeu y
col., 1991). Sin embargo, se ha reportade que la expresion de ia banda-3 en
ovocitos de los eritrocitos de ratdn no tiene actividad de canal de osmolitos
activado por hinchamiento ni tampeco un incremento en ta conductancia ni en
ia pemmeabilidad de la taurina, a diferencia de los eritrocitos de trucha
expresados en ovocitos de Xenopus (Fiévet y col., 1995).

Fosfolema. Esta es una proteina de 72 aminoacidocs que cuando es
recosnstituida en bicapas lipidicas forma canales aniénicos con una aparente
permeabilidad a la forma iénica de la taurina 70 veces mayor que la observada
para el CI, lo que sugiere que esta proteina podria estar relacionada con el
transporte de taurina regulado por volumen (Moorman y col, 1995). Es
necesario todavia un estudio detallado de las caracteristicas funcionales de
esta proteina y su grado de similitud con los canales activados por
hinchamiento.

VDAC. El canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC) es un canal parecido
a una porina y se ha encontrado formando parte de la membrana externa de
las mitocondrias en eucariontes y podria estar presente en otras fracciones de
la membrana plasmatica. En una reciente revision por Reymann y col. (1995)
hace referencia a una evidencia inmunopatolégica (fibrosis cistica) para la
expresion del VDAC en la membrana plasmatica de los ovocitos de Xenopus y
ademas reporta que el anticuerpo en contra del VDAC de linfocitos de humano

inhibe los flujos ibnicos activados por hiposmolaridad en estas células. Estos
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datos son consistentes con un papel para VDAC en la actividad del canal

aniénico/osmético activade por hinchamiento.
3. Movilizacion de aminoacidos que funcionan como osmolitos.
Aun no estan totalmente identificados los mecanismos de movilizacién de los
osmolitos organicos en el DRV. Se ha demostrado que la exposicion de diferentes
tipos celulares a medios hiposméticos produce un incremento en los flujos de
taurina y de otros aminoacidos a través de la membrana, En estudios cuantitativos
sobre la magnitud de la pérdida de aminoacidos en el DRV se ha demostrado que
la liberacion de taurina en respuesta al cambio de volumen es independiente del
Na* extracelular y de fa temperatura, io que descarta fa participacion del
transportador de este amincécido dependiente de Na* en el DRV. Se ha
encontrado, en cambio, que el movimiento de taurina en respuesta al aumento en
el volumen tiene fugar a través de vias difusionales en los que el movimiento de
taurina se encuentra dirigido Unicamente por su gradiente de concentracion
{ Sanchez-Olea y col., 1991).
Detl total de aminoacidos que existen en la naturaleza solo algunos (alanina,
giicina, taurina, giutamato, B-alanina, y prolina) son de importancia cuantitativa
para fa regulacion del volumen celular. El uso consistente de uno o mas de estos
aminoacidos por muchos grupos de organismos, sugiere que tienen caracteristicas
compatibles con la funcion de la regulacion del volumen celular.
En este sentido, una de las moléculas osmoefectoras especialmente importante es
1a taurina. Este compueste, que se descubrid en la bilis de buey, es un

aminoscide azufrado que se encuentra filogenéticamente desde los grupos méas



sencillos hasta los mas complejos. La taurina no es incorporada a proteinas como
otros aminoacidos y no interviene en ninguna reaccién metabdlica en las células o
tejidos en los que se encuentra; su Unico papel bioquimico es la conjugacién con
el acido colico para formar el acido taurocdlico. Debido a esta inercia metabdlica la
taurina funciona como un osmolito ideal, que puede moverse a través de los
distintos compartimentos intracelutares y/o hacia fuera de Ia célula sin afectar su
metabolismo. Por el contrario, todos los otros aminoacidos usados como osmolitos
tienen importancia en diversas funciones metabélicas y como transmisores
sinapticos, por lo que su concentracion y movilizacién esta estrictamente reguiada.
Trabajos realizados por Sanchez-Olea y col. (1996) muestran una gran similitud en
la sensibilidad farmacolégica de los flujos de taurina y de CI activados por
hiposmolaridad, a las de los canales de Ci en neuronas, que son inhibidos por
bloqueadores de canales de CI' y a su ves similar al efecto encontrado
previamente en los astrocitos en cultivo. Ademas, se observd un efecto de
inhibidor de ia salida de CI' y de taurina por acidos grasos poliinsaturados.

Esta via de movilizacidon para los osmolitos sugiere que es un canal poco
selectivo; y los aminoacidos neutros pueden ser transportados a través del mismo.
La evidencia que sustenta esta idea proviene de los estudios realizados por
Banderalli y Roy (1992) en células MDCK, en donde observaron corrientes de
aminoacidos a través de canales anidnicos de rectificacién saliente activados por
hiposmolaridad. Esta relacion entre los flujos de CI y de taurina posiblemente se
deba a: 1) que las vias estén interconectadas, 2) que sean la misma, o 3) que

sean diferentes pero sensibles a fos mismos compuestos.
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CAMBIOS DE VOLUMEN CELULAR EN CONDICIONES FISIOLOGICAS Y
PATOLOGICAS.

Existen situaciones tanto fisiolégicas como patoldgicas y experimentales en las
que el cambio en el volumen celular ocurre en condiciones isomaoticas.

En el cerebro, cambios pequefios en el volumen pueden producir secuelas clinicas
muy severas. Los cambios patologicos en el cerebro en donde participan
compartimentos intracelulares se agrupan en dos categorias: anisotonicos y
citotoxicos. Las alteraciones de volumen celular por citotoxicidad ocusren en
patologias como la isquemia, traumatismos craneoencefalicos e hipoxia/anoxia.
Estas condiciones patolégicas tienen un alto indice de morbilidad y mortalidad. En
contraste, las alteraciones anisotonicas del volumen en el cerebro, resultan de
cambios en la tonicidad de! plasma. Los cambios en volumen celular se presentan
en casos como la inadecuada secrecién de la hormona antidiurética, uso
inapropiado de diuréticos, deshidratacion, diabetes mielitus y diabetes insipidus.

La hiponatremia se atribuye principaimente a la inapropiada secrecion de la
hormmona antidiurética, falla renal que conlleva a una pérdida de sales en el plasma
y una disminucion de sales en el fluido extracelutar (Harrigan, 1996 y Zafonte,
1997). La hiponatremia aguda produce edema cerebral y severas alteraciones
neuroldgicas, sin embargo, en la hiponatremia proiongada el edema no es tan
severo debido a la salida de electrolitos y osmolitos intracelulares con lo que el
volumen celular cerebral regresa a la nommalidad (Trachtman, 1992). Este cambio
sustancial en el contenido de osmolitos, sin embargo, puede llevar a situaciones

de riesgo si se corrige la hiponatremia en forma aguda.
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Al iguat que en los cambics en volumen anisoténicos, los cambios en volumen
citotoxicos producen un darfio en ias células cerebrales. Algunas investigaciones
han demostrado que los neurotansmisores excitadores tienen una participacion
importante en las patologias de dafio citotdxico. Uno de estos mediadores es el
acido glutamico, el cual interactua con canales catibnicos que contienen
receptores a este neurotransmisor. Los cambios téxicos producidos por el
glutadmico Jn vitro son bifasicos y conlievan inicialmente a un hinchamiento de las
dendritas neurales y somas celulares, seguido por una lenta degeneracion
neuronal.

En el caso de patologias como la isquemia, el dafio se debe principalmente a la
reduccion del flujo sanguineo cerebral, con la subsecuente privacién de oxigeno y
nutrientes y a la liberacion de giutamato orginando un dafio neurona!l irreversible
en el foco isquemico, es decir, en la zona en donde se interrumpe por completo el
flujo sanguineo. Sin embargo, en la zona que rodea al foco isquemico,
denominada zona de penumbra, el dafio se desarolla lentamente afectando
incluso ofras zonas del cerebro (Choi, 1996). Los procescs patofisiolégicos
principales en la isquemia cerebral son; 1) falla energética, 2) pérdida de la
homeostasis iénica celular, 3) acidésis, 4) aumento en el Ca® intracelular que
puede disparar fenomenos de apotosis y necrosis, 5) excitotoxicidad y toxicidad
mediada por radicales libres derivados de oxigeno y de éxido nitrico (NO), 6)
lipoperoxidacién, 7) acumulacién de inositol-1,4,5-trifosfato y diacilglicerol, ademas
de cambios en las sintesis de proteinas (Macdonald y Stoodiey, 1998).

Otra patolegia asociada a cambios de volumen en condiciones anisotdnicos es la

encefalopatia hapatica, la cual es causada por la falia del higado en la remocion
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de productos de desecho en la sangre, lo que ocasiona un exceso en la
concentracion de fones amonio (NH4"). Las formas idnicas de NH3/NH4™ entran a
las neuronas produciendo un cambio en el pH intracelular, ademas el exceso de
estos jones altera el metabolismo interno de la célula reduciendo ta transmisidn
sinaptica excitadora mediada por glutamato, asi como también la transmision
sindptica inhibidora mediada por potenciales postsinapticos dependientes de la
hiperpolarizacién por CI, inactivando la liberacién de este ion (Raabe, 1987).

Por lo tanto el hinchamiento producido por condiciones anisoténicas y por
condiciones excitotéxicas (isosméticas) observado in vitro es muy dramatico in
vivo, y puede manifestarse por un edema cerebratl, disfunciones neurolégicas,
coma y muerte. Un mejor entendimiento y manipulacién de los procesos
reguladores del volumen pueden ser las bases para un tratamiento mas adecuado
en patologias asociadas a un incremento en el volumen celular en el cerebro.

LA RETINA COMO MODELO DE ESTUDIO

La retina de los vertebrados es un tejido neural delgado que facilmente se puede
extraer, por lo que se puede contar con un circuito neuronal integro, que la hace
un buen modelo para el estudio de los mecanismos de regulacién que participan
en la comunicacién interneural por neurotransmisores o neuromoduladores,
haciéndola accesible para [a experimentacion in vivo € in vitro.

EDEMA CELULAR EN LA RETINA.

1- Edema bajo condiciones hiposméticas.

Estudios realizados por Moran y col. (1890), indican que al exponer la retina de
rata a una reduccién en la osmotaridad se produce una rapida liberacion de taurina

acompariada de un aumento en el volumen celular. Aun no se tienen identificadas
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cuales son las neuronas que liberan taurina subsecuentemente a una estimulacion
con hiposmolaridad. En las retinas de rata incubadas con luz hay una gran captura
de taurina por los fotorreceptores, las células amacrinas, las células bipolares y las
células de Mdller, por lo que el hinchamiento asociado a la liberacidon de taurina
puede ocurrir en todas estas células.

La liberacidn de taurina estimulada por hiposmolaridad en la retina de rata se
inhibe con bloqueadores de canales de CI" (Moran y col. 1990), como sucede en la
liberacton de taurina estimulada por hiposmolaridad en astrocites y células
granuiares en cultivo (Pasantes-Morales y col, 1990b), esto demuestra el parecido
en el mecanismo de liberacién de taurina en estas células y en la retina de rata.
Existe una diferencia en {a liberacién producida por hiposmolaridad v la producida
por alto K, siendo mucho mayor en condiciones hiposméticas. Esta diferencia se
debe posiblemente a que el hinchamiento es mas rapido en el primer caso.

2- Edema bajo condiciones isomdticas con alto K* extracelular,

El hinchamiento producido en las ¢élulas retinales en respuesta a los altos niveles
de K* fue descrito por primera vez por Olney (1986) en retinas de embriones de
pollo, quien observé que este efecto del K* es independiente de Ca®, y se
previene al quitar el CI' del medio. Posteriormente los experimentos realizados por
Dominguez y col. (1989} mostraron que hay dos componentes en la liberacién de
taurina estimulada por K* en la refina de pollo: e! primer componente es
dependiente de Ca®* y probablemente esta relacionado con la despolarizacion de
fa membrana, y el segundo componente es independiente de Ca* y dependiente
de CI', este ultimo se relaciona con los cambios en el volumen celular, que se

generan en respuesta al alto K*.
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El cambio en el volumen celular producido por alto K™ se debe a la acumulacién
intracelular de este ion en las células, seguido por el CI, y osméticamente
obligada el agua. Este hinchamiento se previene al reemplazar el CI" por aniones
impermeables como los gluconatos {Lipton, 1973; Wals, 1986; Pasantes-Morales
et al.,1988).

Se sabe que altas concentraciones de K* producen una despolarizacion de las
membranas celulares y promueve la liberacidén de transmisores. La dependencia
de Ca®* en este proceso se considera como evidencia para relacionar la
neurotransmision con un estimulo de secrecion acoplade a ella. Estudios
realizados por Lopéz-Colomé y col. (1978) muestran que la liberacién de taurina
estimulada por alto K* presenta algunas propiedades diferentes a las que exhiben
los aminocacidos neurotransmisores.

La liberacion de taurina estimulada por alto K™ en la retina de rata difiere en
algunos aspectos de la retina de pollo. Una de estas diferencias es el hecho de
que en la rata la liberacién de taurina por alto K" muestra una respuesta inducida
por despolarizacion, la cual es dependiente de Ca® y no se afecta al quitar el Cl’
del medioc o por hiposmolaridad. Sin embargo, ambas retinas presentan una
sensibilidad a! volumen y una independencia de Ca® en el mecanismo de
liberacién de taurina (Dominguez y col. 1989). Estas observaciones sugieren la
existencia de 2 pozas de taurina en !a retina de polio que responden al estimulo
con aito K*: una relacionada al hinchamiento y otra a la despolarizacion. En
comparacion con la retina de rata que sdlo contiene la poza sensible al
hinchamiento. La liberacién de taurina en astrocitos (Pasantes-Morales et al,

1990c) y en células granulares en cultivo (Schouboe et al, 1990b), es muy
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parecida a la observada en la retina de rata, mientras que, la que se presenta en
células corticales (Schouboe y Pasantes-Morales, 1989) es similar a Ia retina de
polto. Estas diferentes formas de liberacién de taurina se pueden considerar como
un indicador de la existencia de varias pozas de taurina en el tejido nervioso, las
cuales participan en la actividad sindptica y también en los procesos de regulacion
del volumen. Ademas se ha observado la liberacion de taurina en respuesta a
condiciones de hinchamiento producidas por cuadros de isquemia (Lehmann,
Hagberg, Tacobsen y Hamberger, 1985 a,b) y de excitotoxicidad (Menéndez y col,
1989). El hinchamiento caracteristico del dafio retinal producido por condiciones
de excitotoxicidad (generado por aminodcidos excitotéxicos) y de alto K™ es
dependiente de CI' y de Na* pero independiente de Ca®*, lo que conduce a pensar
que el componente de liberacion de aminoacidos (GABA vy taurina) muestra los
mismos requerimientos i6nicos, relacionandolo a un desbalance i6nico y al
hinchamiento celular y no a la respuesta sinaptica de neurotansmisores (Pasantes
Morales y col. 1988).

Teniendo en cuenta los antecedentes acerca de que el hinchamiento induce la
liberacion de iones y de aminodcidos, como parte del proceso del DRV en
diferentes tipos celulares, el presente trabajo tuvo como objetivo principal
investigar la presencia de una via de liheracién de aminoacidos neuroactivos
asociada a un cambio en el volumen celular en la retina.

Con tal finalidad se establecieron los siguiente objetivos especificos:

1- Caracterizacion de la liberacidn de GABA, D-Aspartico y Taurina tanto en
condiciones hiposmaéticas, como en condiciones isométicas {alto K™ extracelular).

Para eslo se expusieron a las retinas a medios con diferentes osmolaridades,
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disminuyendo la concentracién de NaCl para los medios hiposmoticos y
aumentando ia concentracion de KCI para los medios isométicos con alto K.

2- Determinar si la liberacién de GABA, D-Aspartico y Taurina se realiza a través
de una via anidnica, (parecida a la utilizada por el CF para su movilizacién bajo
condiciones hiposméticas) utilizando farmacos que se sabe bloquean los canales
de clore como el NPPB, DIDS o tamoxifen.

3- Establecer si la liberacién de GABA, D-aspartico y Taurina se debe a un
incremento en el volumen celular o a una despolarizacién producida por el alto K*
exponiendo a las retinas a concentraciones hipertonicas y estimulando con medios
con alto K*.

4- Medir los cambios de volumen celutar a nivel histoldgico, procesando las retinas
después de exponerlas a los medios de incubacion experimentales para su
observacion al microscopio de luz

METODOLOGIA

- Aislamiento de la retina y preparacion de medios de incubacion.

Se adaptaron a la obscuridad polios con una edad de 1 a 5 dias de nacidos por 1
hora, posteriormente se sacrificaron por decapitacion bajo Wz roja y se retiraron
los globos oculares (enucleacidn) para después cortar ecuatorialmente
(hemisecion), y de esta forma extraer la retina cuidadosamente, evitando que
salga contaminada con epitelio pigmentario. Inmediatamente se sumergieron en
un medio isosmético Krebs-Hepes normal frio (K-H), el cual contiene (mM): NacCi,
135; KHzPO, , 1.17; KCI, 4.7; CaCl, 1; Glucosa, 5, MgSO, 1.17; HEPES, 10, pH
7.4: con una osmolaridad de 300 mOsmolas. Los medios hiperosméticos (400

mOsmolas), se prepararon incrementando la concentraciéon de NaCl o afiadiendo
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100 mM de sorbitol o rafinosa; En el caso de los medios hiposméticos (265, 210 o
150 mOsmfl) se disminuyé la concentracion del NaCl. El medio con alto K*
contenia 54 mM de KCl y 85 de NaCl para mantener la isotonicidad del medio. Los
medios sin cloro se prepararon con las sales de gluconatos correspondientes al
NaCt, KCl1y CaCl; Los medios sin Na*, contenian N-methyl-D-glucamina (NMDG)
para substituir al NaCl, a la misma concentracion.

- Liberacion de aminoacidos.

Las retinas completas se incubaron en 1 ml de medio K-H con 1uCi de *H-taurina
por 25 minutos, o 0.5 pCi de *H-GABA o 3H-Aspartico, por 15 minutos a una
temperatura de 37 °C en agitacidn constante. Posterionrmente se lavaron durante
25 minutos a 37 'C y en agitacién constante, para eliminar el exceso de
radioactividad, por ultimo se enjuagaron 3 veces en caja petri con medio K-H y se
transfirieron a camaras de superfusién de un volumen de 800 p! en donde se
perfundieron a una velocidad de 1.3 ml/min . Todas las retinas fueron inicialmente
perfundidas durante 25 minutos con medio K-H, enseguida de colectaron alicuotas
de 1 ml cada minuto en viales de centelleo, los primeros 5 minutos con K-H
(basaies) y 10 mas con el medio hiposmdtico (15, 30 y 50%) o con alto K*
isosmético. Al terminar la perfusién, el tejido se saco de la cAmara de perfusion, y
se digirid con NaOH 0.4 N en el vial de centelleo. La radioactividad colectada en
cada vial se midio en un contador de centelleo. Los datos se reportaron como
porcentaje de radioactividad en cada fraccion del total acumulado durante el
periodo de incubacién.

Cuando se utilizo el DIDS (44, diisothiocynato-stilbeno-2 ~disulfénico dcido) 1 mM,

el tamoxifen 100 uM y el NPPB (5 nitro-2-[3-phenylpropylamino] benzoico acido)
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100 pM, se preincubaron 5 minutos antes del periodo basal. En el caso de los
medios con NMDG y con gluconatos, se pusieron desde el lavado inicial.

- Histologia

En este caso los pollos de la misma edad (1-6 dias) se decapitaron bajo luz
blanca. Se enuclearon y se hemisectaron manteniendo unida a la retina con el
epitelio pigmentario en la copa, posteriormente se cortaron en tres triangulos
concéntricos, y cada pieza se expuso al medio K-H, con alto K* o alto K* mas
NPPB (100 pyM). Después de 30 minutos se sacaron las piezas del medio y se
fijaron en gluteraldehido al 3% por 1 hora, a temperatura ambiente, posteriormente
se lavaron por 45 minutos en buffer de fosfatos (BF) 0.1 M y se dejaron toda la
noche en sacarcsa al 30%. Al dia siguiente se puso el tejido en tetradxido de
osmio mas BF al 3% por dos horas, posteriormente se deshidrataron en
concentraciones ascendentes de alcoholes (30, 40, 50) hasta alcohol absoluto con
dos cambios cada 15 minutos cada uno; Después se expusieron en éxido de
propileno con dos cambios cada 15 minutos cada uno, y se expusieron a dxido de
propilenc-EPON (1:1) por 14 horas en desecador, luego se incluyeron en EPON a
60 °C por 48 horas para su polimerizacion y formar los blogues de corte. Una vez
terminado ef proceso de inclusién se hicieron cortes semifinos { 0.5 u )} de las
muestras y se tifieron con azul de tolouidina mas citratc de sodio (1:1) para

examinarlos bajo microscopia de luz.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION DE LA LIBERACION DE AMINOACIDOS NEUROACTIVOS
EN TRESPUESTA A UN ESTIMULO HIPOSMOTICO.

Con el objeto de identificar evidencias de la liberacion de aminodcidos asociada a
un incremento en el volumen en respuesta a una despolarizacién por
concentraciones elevadas de potasio (K*), en una primera etapa se llevé a cabo la
caracterizaciébn de la movilizacidn de estos aminoacidos ante un estimulo
hiposmético. Los aminodcidos seleccionados para este estudio fueron: 1- &l acido
glutamico, que es el mas importante neurotransmisor excitador en el cerebro, 2- el
GABA, un neurotransmisor inhibidor con amplia participacién en la comunicacién
internéural en el sistema nervioso central v en la retina, v 3- la taurina, un
aminodcido neutro con poca actividad como mediador sinaptico tanto en el cerebro
como en la retina, pero con una funcién bien identificada como osmolito en una
gran variedad de tipos celulares, incluyendo neuronas y astrocitos en cultivo
(Pasantes-Moraies y col. 1993).

Como se indico en la seccidn de métodos, se utilizaron trazadores radioactivos
para medir la movilizacion de los aminoacidos seleccionados. Asi, se utilizo taurina
tritiada (*H-taurina) GABA tritiado (*H-GABA) y en el caso del acido glutdmico se
uso como marcador su analogo no metabolizable, el acido D-aspartico marcado
radioactivamente (*H-aspartico).

Las Figs. 1-2 ilustran el curso temporal de la salida de estos aminoacidos en
respuesta a estimulos hiposmaéticos de intensidad creciente. Ante el estimulo

mayor, que consiste en una reduccion del 50% en {a osmolaridad del medio, la

~
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Fig.1. Liberacion de *H-D-Aspartico, *H-GABA y *H-Taurina de la retina de pollo
inducida por hiposmolaridad. Las refinas aisladas de polio con una edad de -5
dias se incubaron con 0.5-1uCi de *H-D-Aspartico (A), *H-GABA (B) o *H-Taurina
{C) en un medio isosmético a 37°C. Posteriormente, las retinas se lavaron y se
perfundieron con el medio isosmético. Después, de 5 min. de basal el medio se
cambio a uno hiposmético de 15 % (®) y 30 % (v} durante 10 min. estos datos
representan la radioactividad liberada por minuto expresada como % del total
incorporado al tejido y las mediciones son de 4 experimentos separados + SE.
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Fig. 2. Liberacién de 3H-D-Aspartico, >H-GABA y *H-Taurina de la retina de pollo
expuestas a un medio 50 % hiposmético. El procedimiento experimental fue igual
al de la fig. 1y las medidas son de 4 experimentos distintos + SE.
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retina respondié incrementando la liberacion de los tres aminoacidos. Sin embargo
cuantitativamente existe una diferencia marcada entre la liberacion de GABA y
taurina por una parte, que es esencialmente similar y la del acido glutamico, que
es claramente menor. En los datos expresados como el porcentaje de liberacion
en cada fraccion (1 min) del total de radioactividad incorporado por la retina, se
observé que para el caso de la taurina el maximo de liberacion fue de un poco
mas del 10 % y el total liberado en el tiempo del experimento (10 min) fué de 61.62
%. La curva de liberacion para el GABA muestra un maximo de liberacion al pico
cercano al 12 % v el total liberado en tos 10 min. del expermento fue de 67.1%.
Para el caso del glutamico el maximo de liberacién apenas sobrepasa el 5 % y la
cantidad total fiberada Hega al 29.6 %. En un medio hiposmético al 30% se repite
el mismo patron de respuesta. En estas condiciones, la estimulacion maxima en el
caso del GABA y la taurina fue cercana al 5% y la cantidad liberada fue de 44.8 %
yde 42.6 % (fabla 1), respectivamente. De forma similar a lo que se observé en la
figura 1 la liberacion dei 4cido glutdmiceo fue sensiblemente menor, con un maximo
de 2.5 % y un total, liberado de 15.38 % (tabla1). Finalmente ante una reduccion
pequefia en la esmolaridad del medio {15%), en el caso de la taurina se cbservd
una liberacion muy clara, significativamente distinta a la liberacion basal (medio
isosmoético), con un maximo de alrededor de 1.8%, y una liberacién total de 20 %.
En el caso del GABA, aunque se observd una tendencia a incrementar su
liberacion ante este estimulo los resultados no fueron significativamente distintos

de {a liberacién basal. Finaimente, en el caso del glutdmico, fue clarc que un
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estimulo de esta magnitud no fue suficiente para modificar la liberacién basal
observada en el medio isomético.

Estos resultados muestran que, de entre los tres aminoacidos examinados, la
taurina es [a mas sensible a un cambio pequefios en la osmolaridad mientras que

el glutdmico solo se iibera a un estimulo hiposmético mas alto.

GABA TAURINA D-ASPARTICO
(%) (%) (%)
CONTROL. 448 29 - 426+ 27 15.38 + 1.03
DIDS 16714 213+x19 861 +072
TAMOXIFEN 35327 248+ 16 938+ 082
NPFPB 312+ 24 31428 11.3+1.02

TABLA 1- Efecto de los bloqueadores de canales de cloro en Ia liberacién de ios
aminoacidos de la retina de pollo estimulada por condiciones hiposméticas (30%)

En un estudio realizado por Pasantes Morales y col. {1993 ) sobre la liberacién de
aminoacidos en repuesta a hiposmolaridad en neuronas y astrocitos en cultivo, los
resultados muestran algunas semejanzas y diferencias con el presente trabajo.
Ante un decremento del 50 % en la osmolaridad en los dos tipos celulares la
taurina se liberd en mayor cantidad seguida por D-aspartico tanto en astrocitos y
en las neuronas. El GABA examinado sélo en las neuronas fue el que mostré una

menor sensibilidad al estimulo hiposmético. Ante soluciones con un decremento
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del 15% en la osmolaridad, se observd como en el presente trabajo, que la taurina
es el aminoédcido que responde con mayor sensibilidad a estos estimulos. Estos
resuitados sugieren que en condiciones en las cuales los cambios en la
osmolaridad son de una magnitud mas parecida al que podria ocurmir en
condiciones fisiologicas el aminoacido que se moviliza preferentemente es fa
taurina. La utilizacién de GABA y el glutamico, como parte de los mecanismos de
control del volumen celular en las células nerviosas, pareceria ser un recurso
extremo ante un exagerado cambic en volumen, que raramente se observa, aun
en situaciones patoldgicas y practicamente nunca en condiciones fisiolégicas.

Este comportamiento de las células nerviosas podria tener una ldgica de
supervivencia funcional, ya que la liberacién al espacio extracelular de
concentraciones muy elevadas de compuestos que, como el GABA y el acido
glutdmico que ejercen una profunda influencia sobre la excitabilidad neuronal, y
que consecuentemente tendria repercusiones muy negativas sobre la
comunicacién interneural. Basta recordar que las alteraciones profundas en la
excitabilidad cerebral que se observan por ejemplo en la epilepsia, son el
resultado de una desrregulacién de los mecanismos que controlan la cantidad y ef
tiempo de permanecia de estos aminoacidos en el espacio sinaptico. En cambio la
movilizacion de la taurina no tiene mayor riesgo, ya que su actividad sinaptica se
ejerce solo a concentraciones muy elevadas.

Estas observaciones refuerzan el caracter de fa taurina como un osmolito ideal,
que puede movilizarse del interior y al exterior de la célula sin afectar ningln

aspecto ya sea metabélico o de interaccidn con receptores extracelulares que
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pudieran modificar el estado funcional de un sistema tan complejo como es el
tejido nervioso.

SENSIBILIDAD FARMACOLOGICA DE LA LIBERACION DE AMINOACIDOS
NEUROACTIVOS EN RESPUESTA AL ESTIMULO HIPOSMOTICO.

Desde hace algunos afios se ha descrito en forma consistente que la liberacion de
taurina activada por estimulos hiposmdético se puede bloguear con compuestos
caracterizados como inhibidores de canales de cloro. Esto se ha observado
practicamente en todas las células que tienen la respuesta de liberacion de taurina
como parte del mecanismo de regulacion de volumen. Los inhibidores mas
utilizados son el NPPB (5 nitro-2-[3-phenylpropylamino] benzoico acido) , la DDF
(7B-acetoxi-6p-hydroxy-8, 13-epoxy-labd-14-en-11-uno), el DiDS {44,
diisothiocynato-stilbeno-2,-disulfénico acido), y mas recientemente el tamoxifen.
En estudios en paralelo examinando la sensibilidad farmacologica de los flujos
osmosensibles de cloro y de taurina se ha podido apreciar que su sensibilidad
farmacolégica es muy semejante y ello ha llevado a postular que la taurina se
moviliza en respuesta al hinchamiento a través de un canal anidnico poco
especifico. Posteriormente se sustentd esta propuesta mediante estudios
electrofisiologicos en los que se demostrd que, efectivamente, la taurina, el acido
glutamico y el acido aspartico y otros aminoacidos neutros pueden permear a
través de un canal anidnico activado por volumen.

Con estos antecedentes, se examind el efecto de tres de los inhibidores
previamente mencionados, sobre la liberacién de acido glutamico, del GABA y de

la taurina estimulada por un medio 30% hiposmético. Los farmacos usados fueron
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el DIDS (1 mM) el tamoxifen (100 pM), y el NPPB (100 yM). La figura 3 muestra
que el agente con mas potencia fue el DIDS, que inhibid entre 45 y 60 % la
liberacién de amincacidos. Se observaron algunas diferencias, siendo el GABA vy
la taurina mas sensibles que el glutamico; e} tamoxifen tuvo una accién un poco
menor a la del DIDS sobre la liberacion de glutamico y taurina, mostrando poco
efecto scbre la liberacion de GABA. Finalmente ef NPPB bloqued la liberacion de
aminoacidos alrededor de 26 a 30 % (figura 3). Estos resultados muestran una
diferencia interesante con los que se observan en las células nerviosas en cultivo
en fas cuales el inhibidor mas potente de los flujos de aminoacidos sensibles a
volumen fue el NPPB, el cual produce inhibiciones de cerca de 90% (Sanchez-
Olea y col. 1996). Esta diferencia puede deberse a una distinta forma de accidn
del farmaco en las diferentes condiciones experimentales, es decir que bajo un
estimulo hiposmético el NPPB esté actuando sobre la via de liberacion de los
aminoacidos que se activa en respuesta al incremento del volumen y por lo tanto
requiera de mayor concentracion para poderla inhibir lo cual seria
contraproducente debido a que las concentraciones ya usadas son toxicas para la
célula y si se aumentan, los efectos toxicos son mayores; En el caso del estimulo
con alto K el NPPB actia sobre la entrada de CI (figura 8) impidiendo de esta
forma el hinchamiento y por consiguiente la activacién de la via de liberacidn de
los aminodcidos, utilizando siempre la misma concentracion. En un estudio similar
en rebanadas de hipocampo de cerebro de rata se observaron resultados
semejantes a los obtenidos en la retina, es decir una mayor sensibilidad al DIDS

que al NPPB.
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Fig. 3. Efécto de los diferentes bloqueadores de canales anidnicos en la liberacién
de aminocdcidos de la retina de pollo estimulada por hinchamiento. El
procedimiento experimental es igual que en la fig. 1, estimulando con un medic
hiposmdtico al 50 % (control}, o en presencia de 1 mM de DIDS, 100 pM de
tamoxifen o 100 pM de NPPB. A: *H-D-Aspartico, B: *H-GABA, C: *H-Taurina. Los
datos se midieron de la cantidad de radioactividad liberada durante los 15 min. del
pericdo de estimulaciéon (fiberacion neta), expresada como porcentaje de la
cantidad total incorporada al tejido en n=12 para los controles y 4 para condicion
experimental. *P< 0.001; #+P< 0.002 £ SE.
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IDENTIFICACION DE UN COMPONENTE DE HINCHAMIENTO EN LA
LIBERACION DE AMINOACIDOS NEUROACTIVOS ACTIVADA POR
CONCENTRACIONES ELEVADAS DE POTASIO.

En trabajos bioquimicos dirigidos a examinar los efectos de la despolarizacion por
potasio, con frecuencia se usan concentraciones elevadas, innecesarias para
producir una despolarizacién y que sin embargo pueden llevar a un incremento en
el volumen de las células. Este incremento se debe a la concentracién extracelular
de K' que produce un cambio en su equilibrio electroquimico, de esta forma
favoreciendo su entrada a la célula, este K™ al entrar va acompaiiado de CI' como
y de agua osmoéticamente cbligada lo cual conduce a un aumento en el volumen
celular . Si esto sucede, los aminodacidos neurcactivos que tengan una funcion
doble como neurotransmisores y como osmolitos pueden liberarse en respuesta a
estos dos tipos de estimulos. En la figura 4 se muestra la liberacion de GABA, D-
aspartico y taurina cuandeo las retinas se exponen a un medio isosmotico
conteniendo KC! 54 mM. Este tratamiento indujo una liberacién rapida de los
aminoacidos particularmente de GABA. En el pico de liberacion la salida de GABA
fue de aproximadamente 4 % y la liberacién total fue de 24.7 % (figura 5 y tabla 2)
en el caso de la taurina la liberacién maxima fue de 2.3 % y el total liberado del 19
%. En el caso del D-aspartico fue de 2.7 % de un total de liberacion de 10.7 %

{tabla 2).
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Fig. 4. Liberacion de *H-D-Aspartico, *H-GABA, y *H-Taurina de la retina de polio
inducida por alto K* extracelular. El procedimiento experimental es igual a la fig. 1,
pero el estimulo fue en un medio isosmdtico con 54 mM de KCI. Los datos se
tomaron de B experimentos individuales + SE.
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GABA TAURINA D-ASPARTICO
(%) (%) (%)
CONTROL 247 + 3.9 19+17 10.7+19
NPPB 4.7 + 0.51 51+27 3.5+ 0.59
SIN CLORO 9.4 + 0.52 6.4+ 1.1 41+11
HIPERTONICO 7.3+042 55+ 1.02 6.4 + 58

TABLA 2- Efecto del NPPB, del medio sin clora y del hipertonico en la liberacion
de los amino4cidos de la retina de pollo estimulada por alto K* extracelular (54

mM).

La identificacion del componente asociado al incremento en el volumen en los tres
aminoacidos estudiados, constituye uno de los objetivos del presente trabajo.

Con el objeto de discriminar los componentes asociados a la despolarizacién y al
hinchamiento en la liberacidn de los aminoacides estudiados, se utilizaron tres
estrategias, la primera fue examinar el efecto del NPPB, y e! de! DIDS que se
sabe produce una inhibicion previamente examinada en nuestro laboratorio, sobre
la liberacién activada por concentraciones altas de potasio

{ Dominguez y col. 1989). La segunda estrategia fue reemplazar e! cloro en el
medio por un anidn impermeable, el gluconate. Dado que el hinchamiento que se
produce en presencia de concentraciones altas de potasio se debe a la
acumulacion de potasio y cloro, es posible disminuir o eliminar este componente

cuando el cloro en el medio externo se reemplaza por el anién impermeable
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gluconato. Esta condicion no va a tener ninguna accién sobre el efecto
despolarizante del potasio pero va a eliminar el incremento en el volumen
asociado a las altas concentraciones de KCI. La tercera estrategia en llevar a cabo
fue la estimulacién despolarizante del potasio en un medio hiperosmético. En
estas condiciones el hinchamiento no tiene lugar debido a la diferencia osmética
entre los compartimentos intra y extracelular.

La figura 5 muestra que ef NPPB tuvo un efecto inhibidor muy marcado sobre la
liberacion estimulada por K* 54 mM de los tres aminoacidos; este efecto no puede
explicarse a simple vista por la presencia de un componente de hinchamiento en
la condicién experimental de estimulacién por alto potasio, ya que, como se vio en
la seccidn previa este compuesto es muy poco potente como inhibidor de la
liberacion osmosensible de los tres aminoacidos. Por lo tanto es necesario
considerar que el NPPB podria estar actuando también sobre los mecanismos de
liberacién asociada a la despolarizacion del potasio o bien, sobre los mecanismos
que llevan hasta un cambio en el volumen. No conocemos de ningdn otro reporte
que senale un resultado de esta naturaleza. Seria interesante examinar si el efecto
del NPPB esta restringido a la liberacion producida por potasio o si tiene una
accion mas general sobre los mecanismos de liberacién de los aminoacidos en
respuesta a estimulos despolarizantes producidos por ofros agentes.

En caso del DIDS, a diferencia del NPPB la inhibicién de la liberacion del GABA y
de la taurina fue similar a la observada en el presente trabajo en condiciones

hiposmdticas.
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Fig. 5 Efectos inhibidores del NPPB, del medio sin cloro y del hiposmdtico en {a
liberacidn de aminodcidos de la retina de pollo. El procedimiento es igual al de la
fig. 1 pero utilizando un medio con 54 mM de K' como estimulo. Todos los
experimentos fueron hechos sin preintubacion. £! NPPB se utifizo a 100 uM; el
cloro fue substituido con fas sales de gluconatos comrespondientes; el medio
hiperosmatico (100 mOsmi) se hizo adicionando 100 mM de sorbitol. Los datos se
expresan como en la fig. 4 (liberacién neta) y se midieron de 4 -12
determinaciones *P<0.001; *«P< 0,002 + SE.
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Los efectos de reemplazar el cloro por el gluconato se observan en la figura 5. La
liberacién de GABA y de taurina en las retinas tratadas en esta forma se inhibid
aproximadamenie entre el 61 y 66%y la liberacién de aspartico fue
aproximadamente de 61% (tabla 2). La iiberacién de los aminoacidos estimulada
por potasio en un medio hiperosmético fue particularmente inhibida en el caso de
la taurina y el GABA, mientras que la liberacién det acido glutamico se vié menos
afectada con un 70, 71 y 40 % para cada caso (tabla 2).

Estos resultados sugieren que en los tres amincacidos estudiados la estimulacién
con alto potasio conlleva un componente claro de respuesta asociada al
hinchamiento. La proporcién de este componente varia, siendo claramente mayor
para el GABA y la taurina y menor para el acido glutdmico. Esto indica que
aproximadamente el 80 y 70% de la liberacién de taurina y el GABA no es una
respuesta a la despolarizacién sino al hinchamiento, mientras que en el caso del
acido giutamico, el componente mayoritario responde a la despolarizacién. Estas
observaciones deben tomarse en cuenta en aquellas investigaciones destinadas a
conocer las caracteristicas de la liberacion de estos aminoacidos neuroactivos en
respuesta a distintos estimulo despolarizantes. Es necesario, en todas estas
investigaciones, tomar en consideracién que mucho de estos estudios tienen como
efecto asociado a la despolarizacion, un movimiento de iones que necesariamente
va a conducir al incremento en el volumen celufar. Tal es el caso de la veratridina,
la cual produce una despolarizacion por [a entrada de sodio, que se acomparia de
cloro para mantener la electroneutralidad, lo cual leva a una entrada obligada de

agua. Lo mismo ocurre en el caso del 4cido glutdmico o de los agonistas de este
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transmisor excitador, en los que siempre tiene lugar una acumulacion de sodio con
el consiguiente incremento del volumen de agua por los mecanismo ya
mencionados.

EXAMEN HISTOLOGICO DE RETINAS EXPUESTAS A CONDICIONES DE
ALTO K" EXTRACELULAR Y EN PRESENCIA DE NPPB.

Como se menciond en la seccidn previa durante la caracterizacion de los
mecanismos de liberacion de aminoacidos activados por condiciones de
hinchamiento isosmético, se observd un efecto inhibidor muy potente del NPPB
{figura 5). Sin embargo, al hacer el examen histologico de las retinas, tratadas con
NPPB se detectd un efecto protector de este compuesto en el hinchamiento
celutar, y no una exacerbacidon como se esperaba si €l inhibidor hubiera actuado
previniendo Ja liberacion osmosensible de los aminoacidos. La figura 6 muestra
estos resultados en tres cortes de retinas tratadas en las diferentes condiciones
experimentales. La figura 6A muestra la retina control en la cual se distinguen
perfectamente los diferentes estratos celulares que la componen, los cuales no
presentan ningdn tipo de dafio a nivel morfoldgico como un incremento del
volumen celutar reflejado como halos de color blanco alrededor del citoplasma
celular, ademas de una pequefia desorganizacion del estrato en donde se
presenta dicho aumento de volumen en las células. La figura 6B muestra una
retina expuesta a un medio con alto K" extracelular (54 mM), en esta se puede
observar un claro aumento del volumen celular en la capa nuclear interna,
principaimente en la regién de las células amacrinas y horizontales en donde se
ven los cambios morfoldgicos, representados por el hinchamiento, que como se

menciond anteriormente, se denota por halos de color blanco alrededor del
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citoplasma que posiblemente refleja.la acumulacidn de agua en el interior. El
efecto también se observa en la capa plexiforme interna principaimente en la
regidn cercana o continua a las células amacrinas. Ademas se puede ver de igual
manera un cierto aumento del volumen celular en el estrato de fas células
ganglionares y en la capa plexiforme externa, este hinchamiento en ia capa
plexiforme intema vy en la externa esta representado por los espacios en color
blanco que son lugares que estaban ocupados anteriormente por procesos
celulares que sufrieron hinchamiento y una eventual lisis por el desbalance i6nico
producido por 1a exposicion al alto K*. En presencia del NPPB, no se observa el
hinchamiento en ninguna de las capas plexiformes ni en las células amacrinas
(figura 6C). Vale 1a pena senalar la presencia de nlcleos picnédticos en las capas
nuciear interna y nuclear externa asi como en la capa de las células ganglionares;
esto podria indicar un cierto grado de toxicidad del farmaco.

Una posible explicacion para efecto del NPPB, es que el farmaco estuviera
bloqueandc la entrada del Cl' asociada a la acumulacién del K* en el interior
celular. En esta condicion la reduccién en la salida de los aminoacidos podria no
deberse a una accion del farmaco en el mecanismo de liberacidn, sino a la
prevencion del hinchamiento. Durante condiciones patologicas, como es el caso
del alte K*, se produce un desbalance ibnico que confleva a una entrada de Krala
célula, seguido de CI' como ion acompanante y de agua osméticamente obligada,
generando un incremento en el volumen celular. En un trabajo reaiizado por
Zeevalk y col. en 1989 se muestra el efecto del DIDS y de la furosemida en la
liberaciébn de aminoacidos en condiciones de excitotoxicidad; estos fammacos

protegen a la retina del hinchamiento por excitotoxicidad y previenen la salida de
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aminoacidos activada por hinchamiento. Estos resultados se interpretaron como
una posible participacion del intercambiador anidnico o de cootransportadores
electroneutros en el mecanismo responsable de generar el hinchamiento celylar.
El DIDS, al igual que el NPPB, y en menor medida la furosemida, son
bloqueadores de la via osmosensible de CI" y aminoacidos en cultivos celulares
(Pasantes-Morales y col. 1986} y aunque son especificos para movimientos de CI
no lo son suficientemente para discriminar entre distintos tipos de canales de CF.
Por ello nos resuita dificil pensar que la via de transporte de CI” que funciona para
su acumulacién y que es la responsable del hinchamiento, fuera sensibie al efecto
del NPPB. Esta interpretacion es de especial interés y puede modificar las
conclusiones de los trabajos tendientes a examinar el efecto de estos
bloqueadores. En este trabajo mostramos, que la via responsable para la entrada
de CI durante ef hinchamiento en condiciones isométicas tiene simititudes con la
via responsable de la movilizacion del CI' en direccién opuesta durante el
hinchamiento en condiciones hiposméticas. Pueden citarse, por ejemplo los
trabajos recientes de Phillis y col. en 1997 y 1998 que muestran un importante
disminucién en la liberacion de aminoacidos excitadores por bloqueadores de
canales de Cl durante la isquemia. En vista de los resultados obtenidos, los
efectos producidos por estos bloqueadores de canales de CI° deben ser
estudiados con cuidado para esclarecer si ia disminucién en la liberacion de ios
aminoacidos excitadores se debe a un bloqueo en la salida de estos aminoacidos
o al efecto de prevenir la entrada de CI que es la responsable del incremento en el

volumen celular. La caracterizacién de esta via es de gran interés en virtud de la
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Fig. 6 . Preparaciones histoldgicas de retina de pollo expuesta a un medio con alto K" en presencia o ausencia de NPPB. A: Contro en
donde se muestra una clara extratificacion de las capas celulares y sindpticas, CNI: Capa nuclear interna; CPl; Capa plexiforme
interna; GC: Células ganglionares. B: Preparacion con alto K*. Nétese el hinchamiento en las células amacrinas (en la base de la CNI)
y la degeneracién de los somas en la parte superior. También se muestra cierto daflo en la CPl. C: Preparacién con alto K en presencia
de NPPB. Muchos de los cambios observados en B se ven disminuidos o desaparecen . Todas las microfotografias se tomaron a la

misma amplificacion . Barra =5 mm.



presencia de un componente de hinchamiento, el cual se presenta en numerosas

patologias y ademas se asocia a efectos excitotoxicos.
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