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El volumen celular se regula por canales de agua -

aquaporinas, proteinas integrales de la membrana celular

Las aquaporinas (AQPs), proteinas integrales de la
membrana celular (MIPs), son los (largamente buscados)
canales o poros de agua’, a través de los cuales el agua
se mueve en una sola fila (fila india) atravesando la bicapa
lipidica de la membrana celular para regular el volumen
celular. Son tetrdmeros de mondmeros, todos
funcionales de ~28kD de peso molecular. Los estudios
de biofisica dan una imagen funcional y fisica del poro
acuoso, por el cual pasan ~10* moléculas de agua por
segundo (velocidad miles de veces mayor que la de los
canales ionicos). Por consiguiente, los poros acuosos
son fundamentales en la regulacion del volumen celular.
La imagen biofisica del poro acuoso se confirma por la
«real» obtenida recientemente de la secuencia de
aminoacidos, estudios de cristalografia y otros avances
de la era de la «clonacion» de las AQPs. No cubrimos
aqui los canales para-celulares (de un ancho de ~11A)
usados para el flujo de agua en epitelios «anchos» como
el tubulo renal proximal y el intestino delgado
[Pappenheimer 1989; Whittembury, Reuss 1992;
Whittembury, Hill 2000].

ERA BIOFISICA
Introduccion

Muchas de las ideas basicas sobre la estructura de la
membrana plasmatica se desarrollaron a comienzos de
1900. Overton y Collander establecieron que la
permeabilidad de la membrana celular a diversas
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substancias era proporcional a su lipo-solubilidad
[Kleinzeller en Deamer, et al. 1999, pp. 1-22]. Luego
vino la teorfa del tamiz lipidico. Desde 1945, numerosos
estudios experimentales ampliaron nuestro concepto
del rol de los lipidos de la membrana y de las proteinas
que estan insertadas en ella; asi en el modelo de
Davson y Danielli algunas proteinas que atraviesan la
membrana son poros polares [Davson 1989; Finkelstein
1987] que después han resultado ser canales ionicos y
de agua.

La biofisica avanzd notablemente para conocer las vias
acuosas, que son notables porque el agua da sefial sdlo:
(a) por los cambios de volumen producidos por el
movimiento neto de agua o (b) cuando se usan is6topos
para marcar el agua; es dificil usar métodos para detectar
(@) y (b) en células aisladas pequefias.

El agua puede cruzar las membranas celulares o por
solubilidad en su fase lipidica, 0 por canales especiales
independientes (o por ambas vias). En la década de 1950,
Pappenheimer y Koefoed-Johnsen, y Ussing
[Pappenheimer 1989; Ussing 1989] encontraron como
diferenciar entre esas posibilidades [Finkelstein 1987;
Tosteson 1989]; y Solomon [1968, 1989] (siguiendo un
dicho de Galileo?) inventd y desarroll6 ingeniosos
métodos de flujo detenido (stop-flow) y equipos con
resolucion temporal de milisegundos para medir las altas
permeabilidades difusiva (P, ) y osmotica (P . ) al agua
de la membrana celular de eritrocitos, para averiguar si
esta Ultima tenia 0 no poros acuosos.

Brevemente los investigadores mencionados notaron
que:

1. En la ecuacion de Pouiseuille para flujo
hidrodindmico, la permeabilidad osmoética (p ) al

0s:

agua por canal, definida como el flujo neto de agua
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a través de un tubo cilindrico, secundario a la
aplicacion de una diferencia de presién hidrostatica
u osmotica, es proporcional a la cuarta potencia del
diametro (d) de la luz de ese tubo (d*).

2. En la ecuacion de difusion de Fick, la permeabilidad
a la difusion de agua por canal (p,), medida con
marcadores de agua (permeabilidad isotopica, p*),
también a través de un tubo es proporcional al
cuadrado del diametro de su luz (d?).

3. De modo que al tomar la razon de permeabilidades
p,/p, desaparecen varias incognitas resultando la
ecuacion 1 (Ecu 1) que es mucho mas simple:

p./p, = [2—(1-4&?]Kd? + 1 (Ecu 1)

En Ecu 1 la razén de permeabilidades es proporcional
a d? y se puede despejar y obtener d; en Ecu 1,
0=0/d; K=RT/8nD,V ;R es la constante de gases;
T la temperatura absoluta; 1 la viscosidad del agua,
D,, el coeficiente de difusion del agua, 5=2.8Aesel
diametro de una molécula de agua, V, el volumen
molar parcial del agua, y d el diametro del tubo o
cilindro, que en el caso de membranas bioldgicas
se toma como el didmetro del poro equivalente
[Solomon 1968, 1989]. Si la razon p /p,=1.0 no
hay poros acuosos y si p /p,>1.0 si los hay.
Solomon y colaboradores encontraron razones p /
p, de —3 0 mas, mostrando que si habian poros
acuosos en la membrana de los eritrocitos®.

4, Ademas, Solomon [1968, 1989] midid la
dependencia de la temperatura de p . y de p, para
calcular sus energias de activacion aparente (E,) (en
eritrocitos). Encontraron que en ambas
permeabilidades E, era —4kcal/mole, que es el valor
que se obtiene para el movimiento de agua en
solucidn libre. Esto indicaba muy poca interaccién
entre el interior del poro y las moléculas de agua
que circulan por su interior, confirmando que poros
acuosos perforan la membrana de los eritrocitos. La
teoria predecia que altos valores de E, (— 10kcal/
mole) indicarfan tanta interaccion entre membrana

2 «Cuando haga experimentos, mida lo que se puede y haga medible lo
que no se puede medir todaviax.

% En Ecu 1 se pueden usar permeabilidades por canal (p) o
permeabilidades de toda la membrana (P), porque P = p x n. Donde
n es el nimero de canales por unidad de area de membrana; y n se
cancela cuando se toma la razén de permeabilidades [Fig. 1].

* Es sorprendente que estos conceptos de teorias de hidrodinAmica
macroscopicas se cumplan hasta «poros» tan pequefios en los que d
es sélo un poquito mayor que el diametro de una molécula de agua, o
[Solomon 1989; Finkelstein 1987].

y agua que sugeririan que en estas circunstancias el
agua cruzaria la membrana celular disolviéndose en
la bicapa lipidica, y no por poros acuosos, como se
analiza a continuacion.

5. Efectivamente, una década més tarde, Macey
encontrd que el reactivo de sulfidrilos (proteinicos),
el mercurial pCMBS (para chloro-mercuri-benzene-
sulphonic acid) inhibia, siempre en eritrocitos p,, y
p, al 10% de su valor original (sin pCMBS), al tiempo
que larazon p_/p, bajaba de ~3 a —1; mientras que
E, subia de —4 a —10kcal/mole [Macey y Farmer
1970; Solomon 1989]. Asi, Macey demostrd: (a) que
los poros acuosos de los eritrocitos son proteinas;
(b) que pCMBS los «cierra»; y (c) que el ~10% de
P, Y P, que queda en presencia de pCMBS refleja el
flujo de agua (restante) que atraviesa la parte de la
membrana formada por la bicapa lipidica.

6. La urea (con un diametro molecular ~5.4A) no se
mueve por el poro acuoso [Macey y Farmer 1970;
Finkelstein 1987, 1993; Parisi 1983; Whittembury y
col. 1984]. Por consiguiente, el d del poro acuoso
tiene que ser menor que 5.4A. Si esto es asf, en un
poro tan angosto no hay sitio para que dos moléculas
de agua (que ocupan 5.6A, porque 26=2x2.8A)
puedan estar una al lado de la otra dentro del poro;
donde sélo hay espacio para una «fila india» de
moléculas de agua.

Ahora aclararemos porqué cuando d disminuye por
debajo de 5.6A, p../P, ya no indica el diametro del poro.
La linea azul en la Fig.1 es la linea tedrica que resulta de
graficar p /p, o p,/p* en funcion de d. El simbolo o
representa larazon p /p, para los canales de anfotericina
B (Ampho B en la Fig.1) con d=8A, y para los de nistatina
[Finkelstein 1987, 1993]. Nétese que las razones de
permeabilidad para nistatina y Ampho B caen en la linea
tedrica. Por consiguiente, para poros con este d, los
valores de p, (obtenidos con marcadores) representan
fielmente el coeficiente de permeabilidad difusiva
dentro del poro, (p,) y d se puede obtener de p_/p,
usando Ecu 1, como se ha usado para obtener las curvas
tedricas de Fig. 1. Cuando d<<5.6A (< dos veces el
diametro del agua, d), las moléculas de agua no pueden
moverse libremente dentro del poro. En estas
circunstancias, p* subestima p,; y (p,/p,)<(p,/p*)
porque la actividad especifica del isétopo del agua
dentro del poro no representa la actividad especifica de
la solucion libre. En otras palabras, si uno fuera a calcular
d de (p,/p*), uno obtendria un valor de d (en este caso
~124) falsamente alto. Esto se ilustra como ¥ en la
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Fig. 1. W representa p_/p* para el bien estudiado poro
de gramicidina A (Grami A en la Fig. 1). Dentro del poro
de Grami A, que tiene d=4A (medido con exactitud en
modelos), la permeacion de agua es en fila india
[Finkelstein 1987, 1993], ¥ esta por encima de la
prediccion tedrica. Lo que se enfatiza con la linea
interrumpida, que indica que p /p* sobreestima p_/p,
(porque p* subestima p,) [Finkelstein 1987, 1993].

2000 net permeability = Pos = Pf

1000
600

300

2
IS
© J—
o 100 100
3 60 isotope permeability=p*=pd
_rccu —40
°© 30 5
S
= —20 3
= S
T 10 Pos/Pd {0 B
£ >
& 6 VGra —6 £
\ | .
4 I
3 /\\ ‘ ;
Pos/p*/ Ampho B 1y %
o 20 E
L I ¥ Y A A I s LY

Pore Diameter, d (A)

Fig. 1. Permeabilidades por canal (p) (ordenada izquierda, en
rojo) vs. diametro del poro (d). Lalinea roja continuaes p__ (0 p,)
del poro unitario vs. d en el rango de 2.8 a 20A para un cilindro. La
linea roja interrumpida es la permeabilidad difusiva del poro unitario
(p,) que es igual a la permeabilidad isotdpica (p*). Se detiene a
d=5.6A (linea vertical). La ordenada azul (a la derecha) es PP,
0 p,/p* dibujada vs. d como la linea azul continua. El area
sombreada indica que cuando d<<5.6A , p,/P, Y p,/p* difieren.
oesp,/p, para los canales de anfotericina B (Ampho B) y nistatina
(con d=8 A), cuya razon de permeabilidades cae en la linea
tedrica. W es p_/p, para el canal de gramicidina A (Grami A), a
través del cual el agua se mueve en fila india [Finkelstein 1987].
La diferencia entre la linea azul interrumpida que une ¥ con la
linea azul continua ilustra que (p,/p*)>(p,/p » Porque p* sub-
estima p,. En estos calculos se us6 Ecu 1 [modificado de
Whittembury y Reuss 1992].

® El Mersalil también inhibia ™, _in vitro e in vivo, a dosis terapéuticas,
sugiriendo que parte de la accion de los «viejos diuréticos mercuriales»
pudiera deberse por su accion sobre P [Whittembury y col. 1984].

Permeabilidad osmética de la membrana peritubular
(P, ) del tabulo renal proximal de conejo (PST):
experimentos de control, efecto del pCMBS, efecto
de la temperatura, E,

Hicimos observaciones, como las descritas para
eritrocitos, en las células epiteliales del tibulo proximal
recto del rifidn de conejo, PST. Tuvimos que desarrollar
un procesador de imagenes y métodos especiales para
medir Py P, ® con resoluciones temporales de 50-
60ms, y espaciales de 30nm. Para cada experimento,
se disecd un PST del rifibn de conejo y se le sostuvo
con micropipetas en una camara especial. Se cambiaba
el bafio (en 80ms) a una solucion 30mOsm/I
anisosmotica. Seguimos los cambios en el volumen de
la luz y de las células (en linea) con un procesador de
imégenes de disefio original [Whittembury y col. 1986].
En los experimentos control P era de ~50-90x10“cm®/s
por cm? de area de membrana basal por unidad en la
diferencia de presion osmoética a través de la
membrana, que decrecia a —15 a 20% de esos valores
en presencia de pCMBS. E_ (kcal/mol) era de —3.2 (en
los controles) y ~9.2 (en los tubulos tratados con
pCMBS). Por consiguiente se concluyé que las mem-
branas basolaterales de los PST estaban perforadas
por poros acuosos proteinicos, que eran reversi-
blemente «cerrados» por pCMBS?, pues la accion de
los mercuriales (pCMBS y Mersalil) se revertian con
5mM dithiothreitol (DTT) [Whittembury y col. 1984,
1986].

Permeabilidad difusiva de la membrana peritubular
de PST, P,. Razones P_/P, 2 .

os  d
Para calcular P, usamos resonancia magnética nuclear
de protones en suspensiones de células y medidas del
coeficiente de diffusion de °*H,0 en células
empaquetadas de PST. Los resultados con ambos
métodos coincidieron: 197 y 193im/s, respectivamente.
Estos valores bajaron a 14im/s con pCMBS y se
revirtieron con DTT. E, fue ~2.9 (controles) y 9.0
(PCMBS). Las razones P_/P, en los controles fueron de
~15, y bajaron a —2.5 con pCMBS, indicando que el
reactivo mercurial «cierra» los canales de agua
[Echevarria y col. 1994; Whittembury y Reuss 1992]. De
larazon P /P, de 15 se obtiene un valor de d ~24A, que
es un valor no real, incompatible con el hecho que las
membranas de PST excluyen solutos como rafinosa,
sucrosa y manitol, con diametros moleculares mucho
menores que 24A. De acuerdo a lo previamente descrito,
el poro acuoso de las membranas celulares de PST podria
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ser de una sola fila. Esto se analiz6 directamente
estudiando las propiedades de tamizado del poro de
agua, con la interaccion entre agua y solutos.

Interacciones agua-solutos: los coeficientes de
reflexion (o) a varios no-electrolitos indican que el
agua debe moverse en una sola fila dentro del poro
de agua

Con los métodos resumidos, PST que estaban en medio
isoosmatico se sumergieron por 20s en un bafio
hiperosmético por adicion de los siguientes solutos,
uno por vez: NaCl, KCl, rafinosa (R), sacarosa (S), manitol
(M), glicerol (G), etilenglicol (E), urea (U), acetamida (A)
y formamida (F). Los PST se «encogieron»
osmométricamente en menos de 500ms con todos los
solutos (excepto con F), y continuaron «encogidos» sin
recobrar su volumen original. Se calculd el coeficiente
de reflexion G, que fue de 1.00 con todas las moléculas
(excepto F). Con F el volumen de los PST casi no se
redujo y rdpidamente se recuperd a sus valores
originales. Esto indicaba que el ¢ de F era menor que
1.00 (—0.62)°. Estos resultados indicaron que como G,
E, Uy A no permean el poro, dentro del poro o canal de
agua solo hay sitio para que las moléculas de agua se
muevan en una sola fila. Esto es, d del poro acuoso de la
membrana del PST seria muy angosto para que las
moléculas de agua (d=2.8A) se adelanten unas a otras
dentro de él [Parisi y Bourguet 1983].

Longitud del filtro de selectividad del poro de agua

Aproximamos una primera solucion con las ecuaciones
de «fila india» [Finkelstein 1987] en las que la razon P /
P, lleva al nimero de moléculas de agua N=15-18 en
linea dentro de la parte angosta (filtro de selectividad)
del poro. Una segunda solucion surge de las ecuaciones
de la teoria bi-modal de la osmosis [Hill 1995] que
indican que el filtro de selectividad tendria 4-6 moléculas
de agua en una longitud de unos 16-20A [Whittembury
y col. 1997]. Esta prediccion tedrica ha sido confirmada
por difraccion de electrones y modelos [Agre 2004].
Obviamente, debe haber una parte ancha entre el
angosto filtro de selectividad y el citosol, y otra hacia la

& Pensando retrospectivamente, en el caso de F, con ¢ — 0.62, usamos
en 1995 factores de correccion que nos llevaron a la conclusion
errénea de que F también penetraba el poro acuoso, por lo que
asignamos a d un valor de 4.2-4.7A [Gutiérrez y col. 1995]. Estudios
estructurales recientes de aquaporina-1 indican que d en la parte
angosta del filtro de selectividad es muy poco mayor que los 2.8A del
didmetro & de la molécula de agua [Agre 2004].

solucion externa que bafia la membrana [Whittembury
y col. 1997], modelo como el de un reloj de arena [Jung
y col. 1994, referencia 12 en Agre 2004].

LA ERA DE LA CLONACION Y LA BIOLOGIA
MOLECULAR

La revolucion de las aquaporinas llegé por serendipia

Después de muchos afios de evidencias biofisicas
comprobando la presencia de canales proteinicos
especificos responsables del movimiento de agua a
través de la membrana celular, que se resumen arriba,
en 1992 se hizo la identificacion molecular del primer
canal de agua, con el descubrimiento de la proteina
llamada CHIP-28 [Preston y col., referencia 7 en Agre
2004], que es una proteina llamada ahora aguaporina-1
(AQP1). Peter Agre y su grupo, estudiando proteinas de
la membrana de eritrocitos relacionadas con el grupo
Rh, aislaron una proteina integral de membrana (en
inglés MIP) con 28kDa de peso molecular, que siempre
co-purificaba con la proteina-Rh de 32kDa que les
interesaba. Identificaron los aminoacidos de algunas
regiones y clonaron el cDNA del gen de una biblioteca
de médula ésea. Tenian por consiguiente un gran
conocimiento de esta proteina, incluyendo la
subestructura de sus varias sub-unidades [Smith 1991,
referencia 5 en Agre 2004], cuando haciendo la
transcripcion in vitro e inyectando su cRNA en ovocitos
de Xenopus descubrieron, después de «shocks»
hipoosmoticos en los ovocitos, que CHIP28 era
realmente el canal de agua de la membrana celular
[Agre 2004].

Las AQPs son miembros de la superfamilia MIP que
funcionan como canales de agua especializados para
facilitar el transporte de agua en las membranas
celulares de animales, plantas, bacterias y hongos. En
el hombre se han identificado hasta ahora 13 AQPs (de
la0ala12), que, por su estructura gendmica se pueden
dividir en cuatro grupos:

1) AQPO,1,2,4,5,6

2) AQP3,7,9,10

3) AQP8

4) AQP11, 12

Por su selectividad las AQPs pueden clasificarse en:

1) Las estrictamente selectivas al agua (AQPO, 1, 2, 4,
5,8)

2) Las que también son permeables al glicerol (AQP3,
7,9, 10) que se llaman aqua-glicero-porinas.
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Estructura de las aquaporinas

Las AQPs son proteinas pequefias con pesos
moleculares entre 26 y 35kDa. La secuencia primaria
(Fig. 2) forma dos repeticiones en tdndem, cada una de
las cuales tiene tres dominios de &-hélices trans-
membranales (numerados de 1 a 6), conectados por
cuatro asas (A, B, C, D), con sus terminales amino y
carboxilo orientados hacia el citoplasma. Las asas B
(citoplasmica) y D (extracelular) contienen un motivo
Asn-Pro-Ala (NPA) que estan conectados entre si por el
doblamiento dentro de la membrana de ambas asas, de
modo tal que forman un solo poro acuoso trans-
membranal en cada sub-unidad (monémero) de AQP. La
estructura que resulta es una constriccion angosta que
se abre mas ampliamente a los lados extra e intracelular
de la membrana y que se llama el «<modelo en reloj de
arena». En la membrana las AQPs forman tetrameros en
los que cada sub-unidad contiene un canal de agua (Fig.
3). Este arreglo tetramérico da a cada monémero una
conformacién muy estable dentro de la membrana. La
estructura tri-dimensional de la AQP1, determinada por
criomicroscopia electrénica de cristales bidimensionales
de AQP1 [Walz y col. 1997], confirmaron la organizacién
basica propuesta para cada subunidad de AQP1y la
formacion del complejo tetramérico en la membrana.

Bilayer

Intracellular

Fig. 2. Orientacion en lamembrana de una sub-unidad de AQP1
que se predice de su secuencia primaria de aminoacidos
(esquema). La proteina tiene dos unidades que se repiten en
tdndem. Cada una tiene tres dominios que atraviesan la bicapa
de la membrana (1, 2, 3, para la repeticion 1; y 4, 5, 6, para la
repeticion 2). Estas unidades estan una 180° en relacion a la
otra. Estan unidas por cinco asas (A, B, C, D, E). Lasasas By E
contienen los motivos conservados asparragina, prolina, alanina
[Asn-Pro-Ala, NPA]. La cisteina 189 (C) controla la permeabilidad
del poro cuando se bloguea con pCMBS y HgCl, [Agre 2004,
ref. 11]. El asa A tiene un sitio de glicosilacion (verde).

Extracellular

Intracellular

Fig. 3. Cuatro unidades de AQP1 (I, II, Ill, IV), cada es un poro
de agua, se agrupan como un tetrdmero.

Finalmente, la estructura atomica de AQP1 se ha
determinado con resolucién de 3.8A (Muratay col. 2000,
ref. 14 en Agre 2004). Esto ha permitido una correlacion
precisa entre aminoacidos especificos y la estructura
tridimensional de la AQP1. Imégenes cristalograficas
confirmaron que los seis dominios de oa-hélices
transmembranales forman un paquete de «mano
derecha» en el cual la estabilidad se debe a los grandes
angulos de cruce de las hélices, por contactos locales
entre los bordes de las hélices y surcos, y por
interacciones entre sitios conservados (con glicinas) en
los puntos de cruce. Estos estudios también
confirmaron que las asas B y E son o-hélices cortas que
se proyectan hacia el centro de los haces en un angulo
de 90° para formar la parte angosta del canal de agua
(Fig. 4 y 5). Ambas asas interacttan por medio de los

Lipid
1 = _‘B|Iayer
3} 3
\J} Intracellular

HN
HoOC

Fig. 4. Modelo en reloj de arena de la topologia en la membrana
de una sub-unidad de AQP1 (esquema). Co es la region
relacionada con el grupo sanguineo Rh; Co es el antigeno Colton
[Smithy col. 1994, ref. 23 en Agre 2004]. Aminoacidos altamente
conservados se marcan con circulos azules. C es la cisteina 189.
Las asas B y E se doblan y sobreponen dentro de la bicapa
lipidica para formar un solo poro acuoso.
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dos tripletes NPA y se mantienen juntos por fuerzas de
van der Waals entre las prolinas (P, Pro). Las dos
asparraginas (N, Asp) convergen para delimitar
parcialmente la parte mas angosta del canal (—3A). La
superficie (cubierta) hidrofobica dentro del poro
adyacente alas dos Asn (76 del asa By 192 del asa E) de
los motivos NPA, esta formada por lle 60 (hélice 2), Phe
24 (hélice 1), Leu 149 (hélice 4) y Val 176 (hélice 5).
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Fig. 5. Esquema de una seccidn sagital de una sub-unidad de
AQP1 para ilustrar como pasan las moléculas de agua por su
interior. Las partes anchas extra e intracelulares del poro estan
separadas por una region angosta de ~16-20A de largo a
través de la cual los dipolos de agua se mueven en fila india
[Whittembury y col. 1997]. En las partes anchas los dipolos de
agua mantienen entre ellos sus enlaces H (e-H) usuales (no se
muestran). En la region de la fila india los dipolos de agua
interactdian con los aminodcidos. Esto impide la formacién de e-
H entre las moléculas de agua. Se piensa que la carga positiva
fija de la arginina (R195) produce repulsion electrostatica. Esto
hace que los dipolos de agua se reorienten porque sus oxigenos
forman e-H con las asparraginas N192 y N76 de los tripletes
NPA. Otros aminoacidos restringen fisicamente y rompiendo la
cadena de protones (mecanismo Grotthus) impiden su flujo
continuo que moveria protones de un lado al otro del poro.
Modificado de Agre 2004.

Bases moleculares de la selectividad de la AQP1

En general, las AQPs son impermeables a solutos
cargados y a iones, incluyendo protones. Lo angosto
del poro acuoso no es la Unica explicacion de la
selectividad de las AQPs. De acuerdo al modelo atémico
de la AQP1, la selectividad de la constriccion del poro
esta criticamente determinada por los residuos de las
dos Asn (Asn 76 and Asn 192) cuyos grupos amido se
proyectan hacia la luz del poro, y por el campo
electrostatico generado hacia el centro del poro por la
orientacion de las hélices B y E con sus terminales-C
que miran hacia fuera del poro. Por consiguiente,
cuando una molécula de agua se acerca al centro de la
membrana, los &tomos de oxigeno se orientan para

formar enlaces hidrogeno (e-H) con aquellos grupos
amido, rompiendo entonces los e-H con las moléculas
de agua vecinas, estableciendo mas bien, primero un
e-H y luego dos e-H con los residuos Asn (Fig. 5). En la
constriccion del poro, la molécula de agua puede formar
e-H solo con el oxigeno, pero ni por medio de los
atomos de H, ni con las paredes hidrofébicas del poro.
Como consecuencia, las moléculas de agua permean
el poro, pero la ruptura de la continuidad de sus e-H
impide la transferencia de protones por el interior del
poro que es lo que ocurre normalmente en el agua libre
en que los protones forman «un alambre de protones»
descrito por Grotthus [Murata y col. 2000, ref. 14 en
Agre 2004, Tajkhorshidy col. 2002, ref. 18 en Agre 2004].

Las AQP1 serian permeables al CO,. Células que
expresan AQP1 [Cooper y col. 2002] muestran una
velocidad de descenso del pH intracelular,
significativamente mas rapido, después que se burbujea
la solucion extracelular con CO,, que cuando no hay CO,
6 cuando se ha bloqueado la AQP1 con mercuriales.
Estos experimentos indican que el transporte de CO, a
través de la membrana plasmatica es facilitado por la
AQP1, aunque se necesitan aproximaciones mas
directas y fisioldgicas para aclarar datos contradictorios
y para quizas ampliar el posible papel de la AQP1 como
un canal permeable a otras moléculas volatiles.

Distribucion tisular y regulacion de las AQPs

Las AQPs estan distribuidas ampliamente vy
practicamente en todos los tipos celulares del cuerpo
humano, con pocas excepciones [Takata y col. 2004]
(cuadro 1).

Frecuentemente hay mas de una AQP en los 6rganos
tipicamente disefiados para transportar grandes
volimenes de agua como el rifién. La distribucién de
cada AQP es muy particular: algunas son ubicuas (AQP1,
3, 8'y 9), mientras otras se expresan s6lo en un tejido
(AQPO y AQP2). En el cerebro hay tres AQPs (AQP1, 4y
9) [Amiry-Moghaddam y Ottersen 2003, ref. 45 en Agre
2004]. La AQP1 se expresa en la membrana apical del
epitelio del plexo coroideo, mientras que la AQP4 se
expresa en la membrana basolateral de las células
ependimales, en los pies terminales de los astrocitos
que rodean los capilares cerebrales y en las lamelas
gliales de las regiones osmo-sensibles. Se conoce
menos la distribucion cerebral de la AQP9, pero
recientemente se la ha encontrado expresada en
neuronas.
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Aquaporina Distribucion

AQPO Ojo (cristalino).

AQP1 Eritrocitos, cerebro, rifidn, traquea, corazon,
placenta, (tero, vejiga urinaria y uretra,
vesicula biliar, testiculo, pulmones, bronquios,
conductos biliares, piel, endotelio
vascular, ojo.

AQP2 Rifon (conducto colector).

AQP3 Rifion, tracto gastrointestinal, higado, pancreas,

bazo, préstata, ojo, glandulas
sudoriparas y lacrimales, pulman, eritrocitos, (tero,
vejiga urinaria, uretra.

AQP4 Cerebro, tracto gastrointestinal, rifion, médula dsea,
pulmén, masculo esquelético,
0jo, glandula lagrimal, oido.

AQP5 Glandula salivar, glandula lacrimal, pulmones, tracto
gastrointestinal, ojo.

AQP6 Rinon.

AQP7 Espermatozoides, testiculos, tejido adiposo, rifidn,

corazén, musculo esquelético,
tracto gastrointestinal.
AQP8 Higado, pancreas, testiculo, placenta, Gtero,
gldndula salivar, intestino delgado,
colon, vesicula biliar, corazon.
AQP9 Tejido adiposo, corazon, colon, leucocitos, higado,
cerebro, rifidn, intestino
delgado, pulmones, bazo, testiculo, médula dsea.
AQP10 Intestino delgado.
AQP11 Rifion.
AQP12 Pancreas, 0jo

Cuadro 1. Distribucion tisular de las AQPs.

Las AQPs son proteinas integrales de la membrana
celular, excepto las AQP6, 11y 12 que estan localizadas
permanentemente en vesiculas intracelulares. La
permeabilidad al agua de las AQPs varia. Algunas son
muy permeables como la AQP1 (3x10° moléculas de
agua/s, por monémero), y otras poco permeables
(AQPO), o son reguladas por hormonas y/o factores
extracelulares como el pH. Algunas AQPs tienen
secuencias de fosforilacion conservadas para la protein-
kinasa A (AQP2, 5y 9) o para la protein-kinasa C (AQP4,
5y 7) que probablemente regulan la apertura o la
distribucion sub-celular de estas proteinas. Por ejemplo,
la permeabilidad al agua inducida por vasopresina
depende estrictamente de la fosforilacion de la Ser-
256 de la AQP2. De otro lado, la concentracion de
protones regula la permeabilidad al agua y glicerol de
AQP3 [Zeuthen y Klerke 1999, ref. 61 en Agre 2004] y la
AQP6 se hace permeable a agua y cloruro por cambios
de conformacion que ocurren a pH < 5.5 [Yasui y col.
1999]. AQPs como las AQP1, 2, 5, y 8 pueden estar
doblemente localizadas, pueden exhibir una localizacion

dual y bajo la accién de hormonas especificas se
translocan entre vesiculas intracelulares en las que estan
localizadas y la membrana apical, como ocurre con la
AQP2 en las células principales de los tlbulos renales
colectores, que permanece en vesiculas subapicales
después de ser sintetizada. El alza de AMP ciclico
inducido por la vasopresina, a través de receptores V2,
dispara un mecanismo complejo que guia la fusion de
las vesiculas cargadas de AQP2 a la membrana apical,
que entonces se vuelve permeable al agua [Nielsen y
col. 1993, ref 21 en Agre 2004; Ford y col. 2005].

Agentes mercuriales como HgCl, o pCMBS inhiben la
permeabilidad al agua de casi todas las AQPs que se
conocen [Whittembury y col. 1984; Echevarria y col.
1993] por interaccion con una cisteina localizada en el
primer o segundo conjunto NPA del poro acuoso (Fig.
2). Sin embargo, la permeabilidad de la AQP4 no es
afectada por los mercuriales; y la permeabilidad al agua
de la AQP6 se aumenta cuando es expuesta al HgCl, .
También se ha descrito regulacién en la transcripcion
de la expresion de AQPs. En el rifion, la privacion de
agua aumenta el mRNA para AQP2, 3y 4 [Murillo y col.
1999]. Un aumento cronico de vasopresina aumenta la
regulacion de la expresion del mRNA de AQP2 debido a
la interaccion directa del AMP ciclico con elementos
que responden especificamente a su promotor. En el
pulmén, tratamiento con corticoides inducen expresion
de AQP1.

AQPs y patologia

Muchas patologias estan asociadas a alteraciones en
alguna AQP. Gran variedad de enfermedades en el que
el manejo que hace el organismo del agua es anormal
estan asociadas a mala funcion renal y en muchos casos,
se ha demostrado que hay alteraciones en alguna AQP.
Entre las diferentes formas de diabetes insipida
nefrogénica heredada (NDI) hay una asociada a
mutaciones de la AQP2 que hace que la AQP2 no
funcione como canal de agua o que la AQP2 no pueda
moverse hacia la membrana apical de las células del
tibulo colector (de Mattia y col. 2005). Como
consecuencia, en estos pacientes que tienen grandes
poliurias, la respuesta a la vasopresina esta criticamente
limitada. Mas aln, se conocen casos de NDI adquirida
en los pacientes psiquiatricos que reciben tratamiento
de litio, en casos de obstruccion ureteral bilateral, en
hipercalcemia cronica, en hipokalemia, en los que toman
agua compulsivamente, en insuficiencia renal crénica o
en la NDI inducida por la edad. En modelos animales de
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estos casos hay una expresion reducida de AQP2 en los
tubulos colectores. Por el contrario, se observa
expresion aumentada de AQP2 en casos de secrecion
inapropiada de hormona antidiurética (SIADH), en
insuficiencia cardiaca congestiva y durante el embarazo
(Nielsen y col. 2002). En el ojo, donde el transporte de
liquidos es tan importante, hay varias AQPs. El
mantenimiento de la presion intraocular (AQP1 y 4), de
la transparencia de la cornea y del cristalino (AQPO, 1,y
5), la traduccion de la sefial visual (AQP4), la formacion
de lagrimas y la funcién de la barrera conjuntival (AQP3
y 5), requieren la expresion apropiada y la funcion
adecuada de estas AQPs. Por ejemplo, mutaciones de
la AQPO estan relacionadas con formacion de cataratas.
Se conoce un papel importante del metabolismo del
glicerol en las AQP3 y AQP7. En ratones a los que se
induce que no tengan AQP7, se observa gran
acumulacion de grasa y grandes adipocitos en
comparacién con las cepas normales. Estos
experimentos dan base para investigar si la «sobre-
regulacion» (upregulation) de AQP7 puede utilizarse
como terapia en algunas formas de obesidad. En
accidentes vasculares cerebrales, tumores cerebrales,
traumatismos, infecciones virales y algunas
enfermedades acompafadas de inflamacion cerebral,
el edema cerebral es causa importante de mortalidad.
Estudios con ratones sin AQP4 (AQP4-knockout)
(Verkman 2005) muestran convincentemente que la
AQP4 es fundamental en la entrada o salida de agua del
cerebro. Por consiguiente, el conocimiento de la
regulacién de la funcién o expresion de AQP4 puede
ayudar a controlar el edema cerebral. Ademas, se ha
mostrado que la membrana de los pies terminales de
los astrocitos participa en la eliminacion del K* del
espacio sinaptico después de intensa actividad
neuronal. Modelos animales con distribucion alterada
de la AQP4 en sus astrocitos muestran incremento en
la severidad de sus crisis epilépticas, sugiriendo que la
AQP4 puede jugar papel importante en patologias
asociadas con alteraciones en la homeostasis de los
iones en el cerebro.
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