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LO CONOCIDO ES FINITO, LO DESCONOCIDO INFINITO
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GENERACION ES RECUPERAR ALGO MAS DE:TIERRA
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roteccioéncontra iﬁﬁésofes en

de 'la

en la

[ 1ecﬁfo§ﬁiﬁico§ en?e1itéjido nervioso.

: ‘se. aboféa fellfuﬁéiééam;énfo ‘del  tejido nervioso
soleﬁdsruéit;afﬁoé‘en una optica néﬁ:dnai‘ Las neuronas, ceélulas
excitables, permiten el procesamientd'de informacién mediante la
transmisidn de sefiales electroquimicas.complejas, sin embargo mas
de la mitad del volumen cerebral estd ocupado por células que no
son neuronas. El tejido nervioso se caracteriza por la presencia
de dos tipos celulares principales: 1) las neuronas y. 2) las
células gliales {oligodendrocitos, astrocitos, células
ependimarias, anficitos, asi como células de Schwann  y . de
Miiller). No obstante del importante papel de ias neuronas, las

células gliales son considerablemente mas numerosas.” En efecto




" origen ‘de laplaca neural. La MICROGLIA corresponde a células
Qiialés pequerias cho‘oriQe@ie;:ei:mééoderﬁb, :

La  astroglia o astrocitos tienen un‘cuerpo celular  pequerio,
‘pero procesos extensos y altamente ramificados. Hay doé ciases
de astrocitos, que difiérgn en apariencia y localizacidn: los
astrocitos fibrosos y los protoplasmaticos. Los astrocitos
fibrosos se encuentran en la materia blanca. Se clasifican
como fibrosos debido a que tienen un.gran numero -de filamentos
gliales, los cuales son un tipo de filamento intermedio especial.
Los filamentos intermedios (10 nm) se encuentran en varioes tipos
celulares, pero en astrocitos contienen una proteina que es unica
en la glia: la Proteina Acida Fidrilar de la Glia o GFAP (de sus
siglas - inglesas). La GFAP se encuentra exclusivamente en los
astrocitos; resulta, por tanto, un marcador inestimable para

‘identificar estas células en muestras de tejidos y-en cultivos



s, asi 11: OS . PC : orma:de .estrella, se
conocgh desde finéie;/dglzsiglbeix; Duraﬁtéﬁmucﬁo tiempo se les
atribuyo unarf;ﬂciéﬁ ﬁéraﬁente EStfudﬁufél) pasivé o de sostén de
las neuronas. éiﬂ.émbafgo, en algé mas de una decada, esa opinidn
cambié radicalmente - merced a los adelantos en los métodos de
identifiqacién vy cultivo de tejidos,  que permitieron conocer
mejor'sﬁsfonciones.

‘Lds.iéstrocitos cumplen multiples funciones en la fisiologia
normai &el cerebro: tienen un papel decisivo en el metabolismo
del glutamato y del 4cido gamma-aminobutirico (GABA), importantes
,ﬂneﬁrotransmisores de tipo excitador e inhibidor, respectivamente.

Los astrocitos también presentan mecanismos de captura para
neurotransmisores, removiendo estos del medio ambiente
extracelular de la neurona una vez que son liberados, esto es
particularmente cierto para el espacio sinaptico en donde el
neurotransmisor debe ser retirado para evitar su accion
incontrolada (Kimelberg y Norenberg, 1992).

Si los neurotransmisores son cruciales para -la funcidn



cerebral;, “menos iva'resulta . la composicién .isnica de ‘la

region .desempefian

n papel :uhdamenf'}. '

s poﬁéébiés d

espacio que ‘rodea a las

amortiguadores ~ de potasio

transmisoreswy segundos mensajeros en los

Vastrocitéé.i}ﬁ31 §£d6?idéﬂfifich vfireéeptor beta adrenérgico
pa}a;"el neufbtranémiébf"héféﬁfnéfgiﬁa” éue desencadena la

fodrmacién del segundo mensajeré AMPéi Qtros estudios muestran que
los astrocitos tienen receptorés para la mayoria de los
neurotransmisores, aungque su fqncibn no ha sido aun determinada
(Kimelberg y Norenberg, 1992).

Los astrocitos tienen unﬁpapél'fundamental no solo en la
fisiologia del cerebro,.por mééidé“uha década se ha investigado
la funcion de estos en el desé{tollo cerebral. Hace unos veinte
afios, se demostrd que"los:'ESffoéitos intervenian en forma
decisiva en el desarrollo embriolégico. Las células astrogliales
tejen una red estructural que forma la malla tridimensional de
soporte del tejido que permite la emigracién de las neuronas,
desde sus puntos de origen en el sistema nervioso en desarrollo,
hasta sus destinos finales en el cerebro maduroc.

Una funcion mas que se le atribuye a los astrocitos es 1la



es fundamental- para
puro. ‘Los . capilare _los pies
perivasculares  de uniones

estrechas entre ':1

enzimasfcaracﬁéfisticas de la barrera
;taé cdmd’éonsecuencia que los
astrocitos dis

En lasﬁiés érébfalés 165 astrocitos promueven que los
axonés neufdﬂéiéS“sean“fééfaurados. Estas células son capaces de
liberar Zvérioé féétores de -crecimiento neuronal. Patologias

cerebrales como la  epilepsia, la enfermedad de parkinson y

Huntington es posible gue estén ubicadas en defectos celulares en

los astrocitos (Kimelberg y Norenberg, 1992).

La falta de sistema linfatico en el cerebro, junto con 1la
presencia de la barrera hematoencefalica, que impide el paso Ade
muchas células y anticuerpos, indujo a suponer que el cerebro era
un oOrgano aislado de los efectos del sistema inmune. Trabajos
recientes ha cambiado radicalmente ese punto de vista al mostrar

como los astrocitos (al menos en cultivo) son células accesorias



que'median"ias"'

aspéc o ‘importante para
ltim s afios ' se han reportado
se activan bajo condiciones

varios. mecanismos deytrasporte qu

anisosméticéé, ,en donde destac n pac1dad dz éstos para

1ntercamb1ar sodio pot351o b1carbonato, ‘cloruro y protones. Asi
como 1ntercambiar aminoacidos, en donde el intercambiador de
taurina es muy frecuente (Kimelberg y Norenberg, 1992).

Hasta ahora se ha contemplado 1la funcidn del cerebro
desde una d¢ptica de la actividad neuronal; asimismo, en las
propiedades de las neuronas se suponia una categoria superior a
la ocupada por los astrocitos. En la ecologia de comunidades
celulares no existen tipos celulares mas importante gque otro,
todos son importantes para llevar a cabo sus funciones. Los
trabajos de investigacion mas recientes desmienten esta
pretencién y demuestran que las propiedades de ambos tipos
celulares se complementan. Es de suponerse, no hay motivo para
pensar lo contrario, gque en un futuro cercano tendremos un

panorama mucho mas integrativo de las células gliales.




al comportamlento de los gases a traves de sus experimentos, -los

'obJetivos*de:estosrestudlos eran la comprenslén del atomo. En ese

entohces);fei5,Iﬁglés’Thomas Graham (1805 -~ 1869), padre de la
quimicé dé flos éoioides, junto con el francés Francois Raoult
'(1830 -7190i),,fundador de la teoria de las soluciones, sentaron
las baéesxide la fisicoquimica como disciplina cientifica. Los
estﬁdids dé estos quimicos coinciden con la corriente de estudio
de " los fisib6logos, quienes estaban preocupados por entender los
proéesos de transporte en las células. Las dos corrientes, tanto
la del estudio de los gases y las soluciones, como la del estudio
de la ceélula y sus intercambios, Sse entrecruzan y se influyen
mutuamente para incidir en el concepto de Osmosis.

Los estudios realizados por el fisidlogo alemé@n Adolf - Eugen
Fick (1833 - 1916), en 1855 cuando tenia 26 afios de edad, dieron
la clave para la formalizacidén matematica del fendmeno de 1la
difusién; en sus trabajos, Fick reconocia a la difusidén como un
procesao de dinamica molecular en los sistemas bioldgicos. Hasta
ese enfonces Fick solamente hacia notar gue la presencia de un
flujo de difusion es debido a una diferencia de concentraciones.

En 1860 James Clerk Maxwell (1831 - 1879) sefialo queAla difusiodn






‘como _solvente .y

CEnsas” ek

demostraron que- - la

xper mentos

sacarosa - como . soluto

presion ‘osmética.de v directamente proporcional a

su conceﬁtfac10n aibi effer desarrollé este experimento

a temperatyra : ! ﬁéihfé?,que 'si modificaba  la
temperatufé 'sin ‘cambiar la

concentrac1o i6n osmdtica también era

d1rectamente aktémpeféfhré. Este comportamiento

de 'lév pres @p‘iés 6tiéa" es identico al de un ‘gas ideal. E1
holandés Jacobus Hendricus Van't Hoff. (1852 — 1911) fue quien
7§§enpuf6 juna'interpretacién cpmparatxva—derla~'presi6n - osmotica
con la presion ejercida por un gas. En la‘actualidad la . presidn
osmotica no se interpreta como el choque de las moléculas
disueltas en la solucidén contra un tabique poroso, sino que debe
apreciarse como la presién necesaria para compensar un déficit

energético que se produce por la disolucidén espontdnea del soluto

en el solvente. Esta explicacidén aparecidé cuando los trabajos de




el llamado nameéro de Abogadro, mie'tr,s ‘que;

“una solucién 1 M de una sal disociable es n osmolar, donde‘n tés 

él ‘nume‘o de}xones producidos por molécula (Segel, 1982). Las
‘sdlucioneé isosméticas son agquellas que poseen una misma presion

'osmétlca mientras que las que presentan una presién osmética

;‘dlferente son anisosmoticas: hiposméticas si la presidon osmotica
es menor ¢ hiperosmoticas cuando la presién osmotica es mayor.
Cuando tenemos sistemas celulares donde se presenta un
gradiente osmético, entre el citoplasma y el medio extracelular,
se observaran cambios en el volumen celular (Dick, 1970; House,
1974), se generard un movimiento de agua por el proceso osmético,
debido a gque la membrana citoplasmiatica separa a estos dos
compartimentos acuosos, Esto ocurrird a pesar de que la membrana
citoplasmatica es un medio altamente hidrofdbico debido a 1la
presencia de los 1lipidos que la conforman. En una solucidn

hiposmética se observara que el movimiento de agua ocurre del

10



5relac1onadosk. s;tﬁaciones hiposméticas,

se - mencionaran’ cuando sea hédeSatibL:asp;ccpskgenerales de --la
regulacién del volumen en situaciones de-hiperosmolaridad.

Iv) Mecanismos de Transporte  de Agua a :Través de la
Membrana Citoplasmatica. AR

Las membranas celulares son bicaéas:rlipidICasf,formadas

principalmente por fosfolipidos; estas 'bioﬁdlécufas*'tiene la

Vcaracteristica de poseer una "cabeza“”pdl;f,iia;éuallin?eracciona
con el agua y dos o mas "colas" hidrocarﬁdnadés las :'cuales son
altamente hidrofébicas. A este,tipo:dewmolécﬁié'ée”lé'conoce “con
el nombre de anfipatica, ya que presentan un caracter polar y
apolar en su estructura. Por lo tanto es de esperarse que la
membrana citoplasmatica sea altamente impermeable a todas las
substancias paolares, lo que impide el paso a proteinas,
carbohidratos, aminoacidos, iones inorganicos, como el sodio,
potasio, cloro, magnesio, calcio, entre otros, etec. La bicapa

lipidica, debido a su interior hidrofdbico, actia como una

11




aei

'igniéaé
: rﬁlﬁédos
transporte de
ée&uéﬁa$l,kb : ise consigue
dEdianfev,pﬁotéihﬁg't;ansmembranale de

las “cuales’ es .responsable

través de sus

han desarrollado - sistemas’ péfé,
membranas plasméticas,kb macrémdiécha ppi;;es tales como
proteinas, carbohidratos, éciddé‘éQééﬁé,:été}~Pé;oAlos,mecanismos
gue -intervienen en estos casoéA,s;ﬁr ﬁd?,,diferentes de los
utilizados para transferir moléculas pequeflas. y compéten al
proceso de endocitosis (Alberts, et al, 1989)ﬂ7 -

-Hace aproximadamente 40 anos, Collander, al hacer
investigaciones con el alga Nitella, encontrd® que las substancias
pueden pasar a través de la membrana en muy estrécha relacidn
con su solubilidad en las grasas (Pefla, 1986), como era de
esperarse por la composicién grasa o lipidica de la membrana. Sin
embargo en el mismo experimento fue muy claro que el agua difiere

del comportamiento general de otras moléculas polares. A pesar de

12



anlmales, 'pof"ejemplo, no hay membrana alguna que el

pueda atravesar' inclusxve‘ hay algunas que : ademés
mecanismos para aumentar esta permeabilldad como- el caso
piel ‘de rana @ de- algunas celulas del rlﬂén en “la cuale

movimientos': del

- demés ‘se pueden regular

,su"gradiente de
a'que una molécula
varia enormemente,

lo que depende en gra ‘parte:de amaﬁO'deila"molécula y de su

solubilldad relatlva en acelte. Lés @ole@uias pequeﬁas no polares
se. disuelven fac11mente en las Bicapas lipidicas y por lo tanto
difunden con rapidez a través de ellas. Las moléculas polares sin
carga, también difunden rapidamente a través de una bicapa si su
tamanio es lo suficientemente reducido. Por ejemplo, el bioxido de
carbono (44 daltones), el etanol (46 daltones) y 1la urea (60
daltones) atraviesan rapidamente una bicapa; el glicerol (12
daltones) 1lo hace con menor rapidez; la glucosa (180 daltones)

practicamente no la atraviesa. Es importante seflalar que el agua

(18 daltones) difunde con gran rapidez a través de las bicapas

13




la reglén
permeabilidad
permeable o impermea
Por éjemblo. el agua‘
y el glicerol de 10 =

los iones cloro, pota51d

12

A 10° (cm/seg) (Alberts,

El agua es
obstahte‘ su alta hidrofobicidad; a’ ‘traves de

diferentes vias, entre las bicépa lipidica,

posibiemente los- cahéles' 16n1§os y pofos Ehé;éecificos. En
diversos tipos celulares se ha proﬁueﬁto4lé existencia de canales
por los cuales el agua puede ser movilizada a traves de 1la
membrana plasmitica. Estos posibles canales no se han
identificado y su existencia se ha propuesto con base en

estudios cinéticos de los flujos de agua. Existen dos tipos de

medidas para expresar la permeabilidad de la membrana al agua:

14




flujos de agua a

”anlonamiento~proté1co.'El transporte de agua a

~tfavésf,de,canalés o ‘poros-es inhibido . por compuestos mercurados

como: el p-cloromercuribenzoato (PCMB) y el p-cloromercuribenceno

.sul fonato-- (PCMBS). - En eritrocitos” el “Pf  "se” inhibe 90% en

presencia de PCMBS 5 mM; esta inhibicidn se revierte en presencia
de agentes reductores de grupos sulfhidrilo, que incluyen el
mercaptoetanol y la cisteina kDix, et al, 1985). Estos resultados
sugieren que 1los grupos tiol (-SH) de algunas proteinas son
esenciales para el transporte de agua (Meyer y Verkman, 1987).

Un tercer criterio para evaluar-'la via de transporte de agua

15 .



?V)"Regulacién del- . Volumen:
I Hiposmoticas. S

VEn condiciones 'isosméticés'eiV volumen §efmaneéé
con#tgnte; la membrana citoplasmatlca no es capaz de resistir una
diferencia - de presién hidrostatica entre el llquldo del  medio
extracelular y el intracelular (Macknight y Leaf, 1977), por 1lo -

kqueﬂrl osmolarldad de los. dos medios debe ser la misma. Este
hecho no indlca que la entrada vy salida de solutos osméticamente

activos nokseglleve‘a cabo, sino que se encuentra en equilibrio,

. con’ éﬁéi;Se,evita la formacién de un gradiente osmético. Las
‘células’' no se comportan como osmometros perfectos, ya que al ser
expuestas a medios anisosméticos el volumen no varia, seguan 1la
osmolaridad de la solucién, de una manera directamente
proporcional a la osmolaridad de la misma; es decir su volumen no
puede calcularse al dividir los osmoles intracelulares en

condiciones isosmoéticas entre la osmolaridad del medio

anisosmético, de manera tal que pierden menos agua que la

16



hiposmoticas (Macknigh

explica’ ¢

movilizan  sclutos osmot
plasmatica 'y

la  osmolaridad: del (Eveloff’ 'y 'Warnock, 1987;

Hoffmann, 1987 iebens, 1985). Estos

ustan‘la osmolaridad del

ﬁediorint:acelular C6nrrespecto-alkekteridr;

”;VCgando las células de los animales se ‘exponen a soluciones
hiposméticas, se observa un incremento rapido en el Qolumen
celular seguido de una fase de regulacién lenta durante la cual
las células alcanzan un volumen muy cercano al valor original:;
este proceso se ha descrito en distintos ﬁipos celulares entre
los que se incluyen células’ epitélia;es, (KRirk, et al, 19873),
células asciticas de Ehrlich (Hoffmann ¥ Simonsen; 1989), ‘células
renales (Roy y Sauve, 1987), 1infoci£o§”,(Grinstein,‘ et al,
1982a), eritrocitos (Kfeéénow; ‘1981; Cala, i933) v células
nerviosas, como astrocitos én cultivo’ (Olson y Holtzman, 1982;
Kimelberg y Frangakis, 1986). ' Constantemente aparecen nuevos
reportes que seflalan la presencia de estos procesos de regulacién

de volumen en otros tipos celulares, por lo que parece ser ésta

17



h1posmotico,r

osmoticamen;grf";i" : seguida de 1_ ;7 ] '/ impulsada

osmoticamente. Estos ‘solutos perten:;en 'é‘ dos categorias
distintas: 1) iones inorganicos -y (2) compuestos organiceos.

Entre los iones inorganicos loé solutos ‘de mayor importancia son
el cloro y el potasio, que se expulsan de las células y permiten
la salida del agua (Spring y Ericson, '1982; Grinstein, et al,
1982b; Eveloff y Warnock, 1987){ Entre los compuestos organicos,
los aminoadcidos no protéicos, como la taurina, parecen jugar un.
papel fundamental en este proceso, particularmente en células de
animales marinos y eurihalinos (Pierce y Greenberg, 1972; Fugelli

y Thoroed, 1986; Fincham, et al, 1987).
VI) Mecanismo de Regulacién del Volumen Celular.

La membrana plasmatica de las células de los seres vivos es

18



volumen celular debido:a:la entra e una  fase

alcanza un.. valor muy

,de,jfegﬁlacién'lMES lenta; durante-1l
cercéno{Ta13 r pr eso‘médiénte‘ el cual una

‘éxéﬁééta”a uni 1lucién hiposméfica recupera su  volumen

calula.:
origiha [} ombre derDisminucién Regulatoria de
nglesas). En este proceso la

.Volumen

vcéiuié"regu;a ediéntej la expulsién al espacio

extracelular "de moléculas intracelulares osméticamente activas,

con - lo cual se reduce la:pkes 6h:65m6£iég intracelular y por lo
tanto. el contenido.deragud;¥i6 quefré&ﬁéé'éiryélumen celular a
valores semejantes a los iniéiafésfi o

El proceso de regulaciéér dél' volumen bajo condiciones
hiperosmética se le conoce éon ‘el nombre de Incremento
Regulatorio de Volumen o RVI. Este procéso se logra a través de

la incorporacion de osmolitos del medio extracelular hacia el

interior de 1la célula, lo que aumenta la presidn osmoética. En

19




smoticament

D péche vachoffeniels,

71975) y

7 Balaban,y Burg, ..1987). La
~de eStoé‘osmolitos puede variar
,“Eoﬁé'se'veré posteriormente.

ad de;las Eé1ulas para ajustar su

é‘ﬂsholaridad del - medio, se

’debe al manego de la concentracion.d compuestos intracelulares,

osmétlcamente actlvos, que se movxllzan en’ la direccion necesaria
para corregir los cambios en la presion osmética impuestas por
”laS"cohdicionés externas. :

La regulacién del volumen celular es un proceso complejo que
implica varios fendmenos basicos. Primeramente la célula debe ser
capaz de detectar los cambios en su volumen. Enseguida la célula
debe iniciar un proceso regulador que modifique el contenido
intracelular de solutos en la direccidn necesaria para correguir

el cambio en el volumen. Finalmente debe "recordar" su volumen
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Los resul tados

se activan muy claramente

cuando se o) duce an estiramlento de la membrana ya sea aplicando

vuna;pre516n externa 6 bien al dism1nu1r la osmolaridad del medio.
Esfos éanales se han encontrado en varios de los tipos celulares
que tienen la capacidad de regular su volumen. La activaciéon de
estos canales aumentaria la conductancia de la membrana a ciertos
iones u otros factores del exterior al interior de 1la célula,
los cuales a su vez, serian los disparadores de los procesos de
regulacién del volumen. En esta misma linea de razonamiento
también seria factible que estos canales sean directamente 1los
responsables de movilizar flujos iénicos correctores.

Hasta el momento no es muy claro si la salida de solutos en
condiciones de hiposmolaridad se encuentra directa o
indirectamente asociada con la distensidéon de 1la membrana
plasmatica producida por el aumento del volumen.

Es posible también, que el mecanismo celular de transduccién
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e calcio: se

‘entrada “del

deiocurrir’a través

13- diste ‘de:la -“membrana

limedio’ hiposmético (Christensen, 19B7) o bien por

\lcio : activados por el fosfatidilinositol 1,3-

ina G, sensible a la toxina pertusis (Suzuki, et
9 ) algunas preparaciones la regulacién de volumen se
iﬁhibéf;én “un medio libre de calcio (Amende y Pierce, 1980;
“Sﬁzﬁﬁiﬁ et al, 1990), lo gque sugiere que la salida de osmolitos
"?Eﬁé;'feiédionada con un aumento en la concentracién interna de
calcio. El sitio de acci6tn puede ser directamente los canales de
potasio activados por calcio (Hazama y Okada, 1988) o bien
mediante el sistema calcio-calmodulina (Pierce, et al, 1989).
Existe, por otra parte, cierta evidencia experimental de la
participacidén de los sistemas transductores de sefiales
extracelulares en el mecanismo de regulacidén del volumen. La

exposicién a soluciones hiposmotica induce un aumento en 1los
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podemdé" del
cifdesqueletér la
organizaéién' de'éste”;socia en

condiciones ~ de hiéoéméiéridad‘ Sin

capacidad de regulacién del volumen.

VIII) Participacién de 1los Ionesl en 'el"”Proceso de
Regulacién del Volumen.

Al someter a una célula a un medic hiposmético observaremos
después de un tiempo la disminucién en el contenido de potasioc Yy
cloro intracelular, lo que implica que estos iones deben ser
expulsados del interior celular.

Se han propuesto varios mecanismos de transporte activados como
respuesta al cambio del volumen. En algunas células esta salida
tiene 1lugar por la activacidn de un cotransporte electroneutro
K+/C1_. Este mecanismo ha sido reportado en eritrocitos de pato

(Kregenow, 1981; McManus, et al, 1985; McManus vy Schmidt,
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“simultanea:
‘cationes simultaneamente; que “i

o:flo[génerai aquellos que funéionaﬁLén “la

,reéultado'neto es la salida de cloro y potasio y
'biéarbonato que es degradado en el interior de la

que no contribuye osméticamente. Cala (1980,

e£i€f¢¢itos de Amphiuma (salamandras).
o El: tercer mecanismo corrector del ‘volumen celular,
poétdiado, parece ser el mas ampliamenfe utilizado en los
diversos modelos estudiados. Este mecanismo consiste en la
activacioéon de vias de conductancia, constituidas por canales
idnicos presentes en la membrana plasmatica. Los canales para el
cloro y el potasio gque participan durante la RVD, han sido
identificados por Cheung y colaboradores (1982), Grinstein y
colaboradores (1982a,1982b,1984) y por Sarkadi y colaboradores
(1984, 1985) en linfocitos de humanos, en la linea tumoral de
Erlich (Hoffmann, 1978; 1985; Hoffmann, et al, 1986).
Recientemente han sido reportados en plaquetas humanas (Livne,

et al, 1987; Szasz, et al, 1986). Ha sido reportado un canal de
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: cihétiéa,

e 'la’recuperacio de;_vqlumén en

Cuanda’ paftié&ﬁanrl;dé~ sistemas ~ de

roéesd es lento y tarda aproximadamenté una

hpré}tféi f : activan lés sistemas de intercambico, el proceso
raegulador Se'Completa en diez minutos aproximadamente, mientras
que si se activan los canales de potasio y cloro, el volumen se
recupera en un tiempo menor (Lauf, 1985a y b).

IX) Participacion de Compuestos Organicos en el Proceso

de Regulacién del Volumen Celular.

Como se menciond previamente, algunos pequefios compuestos
organicos , también son utilizados por 1las células para
controlar su volumen. Entre estas moléculas se encuentran la
urea, los aminoacidos libres, compuestos cuaternarios de amonio
(Fugelli y Thoroed, 1986), polialcoholes como el sorbitol
(Siebens y Spring, 1989) y el mio-inositol (Nakanishi, et al;

1988) y metilaminas como la glicerofosforilcolina y la betaiﬁa -
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(Nakanishi,

: elevadas en la mayorla de las celulas de ‘los animales (Jacobsen y_

‘ Smith,‘ 1968), donde constltuye hasta el 70% de la poza total de
‘,aminoécidos “ libres (Pasantes-Morales, et al, 1991; Garcia, et
‘ai}z; 1991) ‘fSe encuentra, ademas, en concentraciones lo
'Sﬁficientemente altas (hasta 80 mM en retina, 28 mM en
linféﬁifés, 60 mM en misculo esquelético y cardiaco) como para
cohtfibﬁir de manera importante a la presidn osmotica total y es

inerte desde el punto de wvista metabdlico, ya que no participa

- en-—-la- estructura de las proteinas ni en ninguna reacciéon del

metabolismo primario de la célula (Jacobsen y Smith, 1968). Este
aminoacido, por 1lo tanto, puede moverse Yy hacer variar la
concentracidnes intra y extracelular sin afectar otras funciones
celulares. Trabajos recientes han demostrado que en varios tipos
celulares el curso temporal de la liberacién de taurina

estimulada por condiciones hiposméticas es paralelo al la
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1o que demuestra ‘u

del  aminoacido 'y u

‘aumentan

notablemente - al' ser.expues hiperosmoticas

(Sanchez-Olea, et al, 1992).

vivd*se’ha¢demostrado

que una condicidn de hiéefﬁazééﬁféﬁ(niVeles éle;édos de sodio -en
el ' plasma, haciendolo mas hiperosmétiéo) aumenta el conténiaq'
interno de taurina en diversos tejidos, que inciuyen;eL éé;ﬁ;éﬁ;f
el cerebro ademas de en las plaquetés (Thurston, et al,'{’iQéiEf‘
Nieminen, et al, 1988). Como contraparte, la hiponétrémiax‘déf
como resultado kuna disminucidn importante en 1los nivelés' de
taurina en los tejidos recien mencionados.

X) Importancia 'Relativa de los Componentes Iénico y

Oorganico en el Proceso de Regulacién de Volumen.

La contribucion de los solutos organicos e inorganicos en
los procesos de regulacién del volumen varia segun las diferentes
preparaciones estudiadas. Parece ser que los amonoadcidos libres
son los osmoefectores de mayor importancia en células de animales
eurihalinos, mientras que los iones potasio y cloruro son 1los
solutos. osmoefectores mas importantes en células de animales
terrestres, tal vez con la excepcion de las células nerviosas. En

linfocitos y células renales se ha calculado que la salida de
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entral parecen ser ‘una:

‘iones  no . actuan -

‘pre ! 1 ! : tegﬁléciéh del volumen (Sanchez-

Olea; e es extremas de cambios en el

. volume eluls } ca5féciimente al- considerar'Vlaf
‘importan =sempefian los iones 1norgénicos en la:

comﬁniCa¢i6 nte ) r elvcontrol de " 1la exc1tab111dadl

“nervicsa. E ] anto; .queien ééfas‘ ce1u;as,,1d5
cbhtribucidn;d iy smo1ite rganice I déhohmés importante.
que en‘dt;és. S

XI). Importanc1a " de la Regulacié de s-Volumen en Células

de ‘Animales.

Un gran nuamero de individuos de diferentes especies, tanto
de. plantas como de animales, son ca?aces de vivir en aguas con
distinta concentracidén de sales. Los. salmones son tal vez uno de
los @ejor conocidos pero todas las especies de vertebrados e
invertebrados que viven en lagunas salobres son otros tantos
ejemplos de este interesante fendmeno biolégico. Los elementos
celulares de 1los liquidos circulatorios de estos animales
(sangre, linfa, hemolinfa), ajustan su volumen a los cambios en
salinidad de estos liquidos y en algunas especies también las

células que forman los tejidos tienen esta capacidad de
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star 51empren
Ontrolados,; poseen
a osmoiéridad de los
’leVa a cabo a través de
los cuales se encargan de
’s 1iqu1dos. Cada vez existe
.S glere que los mecanismos de
jregulacién del volumen pueden actlvarse atin en estas condiciones
de osmolarldad controlada y parecen partic1par de manera paralela
en funciones celulares b351cas._ Entre tales funciones se
encuentran los procesos de transporte de sustancias a nivel de
membrana plasmatica: movilizacidn dé substancias nutritivas como
azicares y aminodcidos, las funciones de secrecidn, etc. Asi como
los movimientos de orgdanulos intracelulares, de manera particular
el . citoesqueleto y por supuesto las fases de crécimiento b4
divisién celular. En todas estas situaciones se crean gradientes

osmoticos  microscépicos gque dan 1lugar a cambios 1locales y

...transitorios “'en’ el volumen de la célula. Es posible por esta

;azén que los procesos de regulacién del volumen se encuentren
presentes en practicamente todos los tipos celulares,
independientemente de las caracteristicas del medio externo en el
que se desenvuelve el animal del que forman parte.

En condiciones fisioldgicas la mayoria de las células de un
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organismo’; pluricelular no se encuentran expuestas a

anisosméticas. i i u
mamiferos ' es

mantiene’

reguladores del

vvdlgméﬁ; “de: ‘las
céiﬁlas, S 20%,
resbectiQaméhté

ejemplo de - esta SiEQaéién ueioc ::e‘eéfélv cérebro; en

donde un aumento en élréé;uﬁen; eilg‘_:éluiéérAgliéles (células
que acompafian a laé neurohasyj jhégad Qn'papel importante en la
homostasis cerebral) esta asociado  a numerosas neuropatologias,
entre las que se encuentran las epilepsias, la isquemia (que se
genera durante accidentes vasculares), en los traumatismos
craneanos Yy la encefalopatia hepadtica. Dada la restricciéon que
impone el reducido espacio de la caja craneal, el edema gque
resulta de esta alteracién en el volumen celular es en muchos
casos, una complicacion adn mas grave que la patologia que le did
origen. Un mejor conocimiento de los mecanismos responsables de
mantener el volumen celular en el cerebro, puede llevar é un
manejo mas racional de este tipo de secuelas e idealmente, al
disefio de farmacos y procedimientos para prevenir estas
alteraciones en el volumen celular.

Es importante mencionar que en condiciones fisiolégicas
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”Léé'fCélulas renales son otr

vivo pueden ser expuestas a soluciones anlsosmétlcas.

Existen estud1os que demuestran que en: rebanadas de,‘;etébro
ciertos neurotransmlsores, como por ejemplo la norepinefrlna y la
adenosina, son  capaces de incrementar el contenidok de agua
celular, de manera dependiente de cloro extracelular. Este efe;to
se previene,,con'anfagonistas sinédpticos especificos (Bourke,
et al, 1983), lo que indica que este proceso estda ocurriendo en
las neﬁrénas. El aumento en el volumen celular observado en
neuronas.  en cultivo.en presencia de aminoacidos excitadores como
el acido gqfémico y el acido aspartico, asi como agonistas de los
receptores a. estos.compuestos, también es prevenido en un medio
sin clora o sodio (Choi, 1987).

En general puede afirmarse gque cualquier proceso que
conduzca a un variacidén (decremento o incremento) en la
concentracién intracelular de solutos osméticamente activos
(iones indrganicos o compuestos organicos), produciria un cambio
én el contenido celular de agua. Se ha demostrado que la captura
de aminoacidos o azicares, acoplada con la entrada de sodio,
produce una activacién de los procesos regu!adores de volumen en
células epiteliales (Lau, et al, 1984; Schultz, et al, 1985) y en
hepatocitos (Kristensen y Folke, 1984; Kristensen, 1986). Ciertos

fénomenos del metabolismo celular, comoc la glucogendlisis en
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'volumen celular (Salt
se  ha mencionado, que'seﬂalan queexisten
asociado ''con la activ1dad neuronal e,

1984)

a la célula durante 1la de§p61arizacién'y'§é’ﬁreviene'sustipé;éndo
el cloro por un anién impermeable comoyrelf gluconato ‘(Liptop.
1973). Todos los ejemplos mencionados. en e1 pérrafo anterxor, nos
demuestran como es posible la variacién de’ volumen en condiciones
isosméticas, en donde se forman microambientes 'temporales, de
manera tal que se pueden dar movimientos de agua.

En los organismos adaptados a vivir en condiciones
hiperosméticas, el incremento en los niveles intracelulares de
los osmolitos organicos puede deberse tanto a la activacién de
los sistemas de transporte membranal como a un aumento en la
sintesis o degradacidon de ellos. En tejidos de crustaceos, el
aumento en los niveles de los aminoacidos se encuentra asociado
con una disminucidn temporal en las concentraciones de estos
compuestos en el plasma (Gilles, 1977). En eritrocitos el
aumento intracelular de taurina observado en un medio
hiperosmético también es el resultado de una acumulacion del

aminoacido del medio externo (Fugelli y Reiersen, 1978). En
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hxperosmotlcas, ‘seaJel ;esultado de un aumento en la entrada vy

unanfdlsmanCLénfénTIéisélida.'En células renales el aumento en
ids :niQeles de Vsorbitol se encuentra asociado con una mayor
actiQidad de .la . aldcsa reductasa, enzima responsable de su
sintesis a partir de glucosa; el incremento en la actividad de 1la
enzima es  debido a una sintesis de 1la aldosa reductasa,
estimulada por condiciones de hiperosmolaridad (Bagnasco, et
al, 1988). En bacterias adaptadas a condiciones hiperosméticas
la acumulacidn de la betaina es resultado tanto de un aumento en
la captura como de un incremento en la sintesis de la misma.

En resumen, podemos enfatizar que la regulacién de volumen
es una propiedad fundamental para la adaptacién de los organismos
que viven en condiciones de osmolaridad cambiante, como los
acudticos (en particular los de lagunas salobres). No obstante
que en condiciones fisoldgicas la mayoria de las células de un
organismo pluricelular no se encuentran expuestas a condiciones
anisosmoticas (excepto en animales eurihalinos y células renales
de animales terrestres), recientemente se ha demostrado gque un

gran nuamerc de células de animales terrestres (y quiza de otros
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tipos célﬁl
meéénismbr
‘evo 1ut ivad
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células.
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-

ayudétaf aéjeﬂténdér—*'los
pracesos ény-édhdiciohes ‘ fisiologicas . para

.~ .compensar. 51tuaciones‘,en‘,1as ‘que  se. forman gradientes

oémbfiébg “localés~iéuéif&;h 3lﬁgéf a VcambLos regionales v
transitoriosrken el vélumen de la célula. Asi como al disefio de
eétrategiaS' terapéuticas en contra de neuropatologias
relacionadas con un aumento de el volumen celular en el cerebro.
Para cumplir con este objetivo se utlilizé como modelo
experimental a los astrocitos de cerebelo de rata en cultivo.
Este tipo celular. posee la capacidad dé regular su volumen bajo
condiciones hiposméticas;;,selcuenta con una informacién -amplia
de su fisiologia celular y es rglativaménte facil  cultivarlos
bajo condiciones in Viffé;'motivos por. 1os cuales- lo hacen un

modelo ideal-dentro dé-lgs;ééiuias;délﬁSistemawnqryio§qfdi”
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METODOS EXPERIMENTALES:
1. Cultivos de ASttdcitb

‘Cerebelo

centxgrados en'alre saturado de vapor de agua:con 5% de CO, - La
composicioén de los ,‘cult;vos_r celulares fue valorada
inmunolégicamente usando técni¢as de fluorescenc1a;‘Las neuronas
fueron marcadas especificamente con lartokina del tétanos; los
astrocitos fueron identificados con bun anticﬁerpo policlonal
agonista para la proteina fibrilar acida de 1la glia (GFAP;
Sigma, St. Louis, MO), mientras los fibroblastos fueron marcados
con - el anticuerpo monoclconal agonista 'Thy-l. Dél rresultado de

estas pruebas se establecidé que 1lgs. cultivos contenian

en su mayor parte astrocitos ( >95% positiva contra GFAP).

2.~ Protocolos Experimentales.’

En el presente trabajo se ‘real‘zaron dos ‘. estrategiasf

“de potasio en,

experimentales para cuantificar~'lé, l berac16n,
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dlrecta

1la imed1c10n

experxmental e

segunda estrategla
’rubldlo Rb86
Esta eleccion se basa 'en abundante‘
: ,';ala

semejante  al pbtésid,, tiené' ‘un

'témiddi .

ééteriéﬁ.rébpabtré;pérté:el lsétopo N

17c6:ta, ademas

cacién de la.salida de-potasio con el flamémetro:

dos semanas in vitro, se reemplazdé el medio de

Ncelular por un medio con el amortiguador acido salino

N-2- hydroxlet11p1pera21na ~N'-2-etanosul fénico (HEPES) que
‘ﬁcontenla el medio experimental o control requerido segun cada
:letuac1on. El medio hiposmético fue preparado reduciendo la

cdgcentracién de NaCl. Algunos experimentos fueron realizados en

un‘medio libre de cloro, en los que se reemplazé al KCl1 y al NaCl
. por: -sus- respectivas sales de gluconato y nitrato. Las células
estuvieron expuestas a la accidn de los farmacos durante el
periodo de incubacidn. Algunos farmacos requerian de un periodo
de preincubacién de 15 minutos ésto se realizé con un medio
isosmotico :on potasio. Cuando las drogas fueron disueltas en
disolventes distintos al agua, los controles se expusieron a la

misma concentracidn del solvente usado.
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TIivge 'pone " medio  isosmoti
mlnutos { con o sin farmaco )

-.un-.:medio  isosmotico sin;
.condiciéon experimental.
..~ Be-incuba 15 minutos.:,

- '8e lava tres veces con . unt medio
queda seca.

iii) En general, para ambos protocolos.

Después del periodo de 1ncubac1on o pre1ncubac16n,‘jsegﬁn; el
caso: G .

- Se agregan 700 pl de agua bidestilada, por caja, para lisar
a la célula y se dejan transcurir una hora.

- Se recolecta el producto de dos cajas petri bajo el mismo
tratamiento experimental.

- ©Se lava nuevamente, las dos cajas, con 300 aunl de agua
bidestilada para cerciorarse de gque no se quede nada de potasio
en la caja de petri (volumen final 1.7 ml por muestra).

- Se centrifuga, durante 15 minutos, a 10,000 rpm para
precipitar los restos celulares.

- Be separa el botdn del sobrenadante. El botén se utiliza
para cuantificar la cantidad de proteina (mediante el método de
Lowry) vy el sobrenadante para medir la cantidad de potasio que se
quedd en la célula después del choque osmético.

- Los resultados son reportados en micromolas de potasio
por miligramo de proteina.

4. Cuantificacién de 1la salida de potasio por el método
radiométrico.

Después de dos semanas in wvitro, las celulas fueron

86

incubadas en un medio que contenia Rb (2.0 pCi/ml, . actividad

especifica) por 60 minutos. Después de la incubacioéon, el medio de
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muestras | fueron agdlecta a
final del experimento la‘rédioagt vidadique

la que quedd remanente en las células:fue!

de centelleo. Los ' resultados = se ékpresan_cpmo_po;c;ento;de ~la

radioactividad to*s. presente en .las célufas.,Eﬁlﬁnj:exbérimento
tipico, 1la radiactividad libérada por’ ﬁinuto”fén condiciones
hiposmoticas fue aproximadémenté dé 600 éuénéés por minuto (cpm)
y de 1,400 después de la estimulacidn de un total de 35,000 cpm
acumul adas por célula. Obvféméﬂfe,?el'nﬁmero varia de acuerdo al
tiempo de almacenamiéntor(ﬁsfoéksﬁ) dél;fﬁbidid, cuya vida media
es de 18.8 dias. : L .

La cuantificaciénrdeizQoiﬁ@éq,celgla}/fue determinada por un
"chanalaizer" (modelo ZM 256).'La5 éélulés fﬁeron liberadas de la
monocapa por tratamiento con,hédio,cdn'tripsina—EDTA (libre de .
calcio y magnesio), durante 10 minutos. Las c¢élulas que se
liberaron fueron centrifugadas y resuspendidas en un medio
isosmotico. Al tiempo cero, una muestra de las c¢élulas en
suspensioén fue diluida aproximadamente 100 veces con el medio

experimental, y el volumen celular fue registrado en un contador

de células acoplado con un analizador de canales (chanalaizer).
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mosM. pH 7.4

EIACibn‘iég}glar

‘a) " Isosmétics 100
‘Solucién salina-HEPES.

de MgS0O,, 5 mM glucosa:j

b). Hiposmético 50%.:. e
Solucién salina-HEPES. 62.8. mM_de NaCl, 1 “m de- CaCl, 0.5

de MgSO,, 5 mM de glucesa y 10 'mM de HEPES. 145 mosM. pH 7.4

c). Medio con potasio.

Medio seleccionado mas KCl 5 mM.

d). Medio de lavado.

Solucién salina-HEPES. 139.5 mM de NaCl y 10 mM de HEPES. 290

e). Medio isosmotico sin calcio.

Solucion salina~HEPES. 136.5 mM’ NaClj  MgS0s 0.5 mM,

glucosa 5 mM y 10 mM de HEPES. . 290 mosM ”pﬂv7f4;:”f”"”"“

£f). Medio hiposmoético sin calcio.

Soluciéon salina-HEPES. 64.3 mM . de NaCl, MgS80, 0.5 mM,

glucosa 5 mM y 10 mM de HEPES. 145 mosM. pH 7.4
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sosmotico:'sin cafciq, ‘mas magnecio ( )

05 5 :mM’ de ' NaCl, Mgso.,

,lo»mM de HEPES. 290 ‘mos

na,,EPES.

'34.3‘ mM - de ~N3Ci

Inhlbldores de canales de potasio
-Tetraetilamonio (TEA). '15'mM
~4-Aminopiridina (4-AP). - 19mM

-Quinidina. 200 M. B

Inhibidores de canales de clorn (C
-2,2' acido disulfénico 4
(DIDS). 200 uM, :
-Difenilamino-2-carboxilato* (DPC
-Antraceno-9-carboxilato (9- AC)
-Dipiridamol. (100 uM). )

Inhibidores de el cotransporte electroneutro K;/Cl PEOTIR
‘-Bumetamida. 50 uM. B
~-Furosemida. 1 mM.

42




.RESULTADOS:

mosM
(condicion aumento

inmediato én

rac

encima’ del control) ... nicialmente se ‘observa gnaffaSe~rap1aa de

. aumento ‘dé‘lvolﬁméh céiﬁlaffyéomp:eﬁdida éﬁ!;l “primer: minuto,

‘'séguida ’'de una fase mas lenté,'\éurante"ilqs subsecuentes. .15
minutos ' aproximadamente, la cual corresponde-a’ los ' mecanismos

correctores del volumen celular (grafica 1).
2). Efecto de la Hiposmolaridad en la Salida de Potasio.

La liberacién basal de rubidio en éondiciones, hiposméticas
fue aproximadamente de 1.4% / minuto. Una reduccién en la
osmolaridad del 15% (245 mosM) no afecta la salida de rubidio.
Mientras que un decremento en la osmolaridad de 290 a 200 mosM
(reduccidn del 30%) muestra un incremento no significativo en la
liberacién del Rb. Por su parte, al reducir la osmolaridad de
290 mosM (isosmético) a 145 o 87 mosM (una disminucién en 50% ¥y
70% , . respectivamente) se observd una salida rapida de Rb,
marcadamente superior a la liberacidén basal observada bajo

condiciones isosmoticas (grafica 2). La salida de, 6 rubidio se
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que;se activa por

hinchamiéhfo— en: varios: inhibido por
furosemida b'e bumétamida.”Estg es estrictamente
dependiente a la presencia de C; yaééiinactivado cuando

n el medic (Hoffmann,

y Simonsen, = 1989; Lauf,  1985¢). i .leritrocitos - este

cotransportador Kf- c1” es activadoszbf«ei reactivo sulfidrilo
N- etilmaleimida (NEM) (Lauf, 1985c).“

La salida de rubidio activada por un aumento en el volumen
celular, se inhibicién de manera dependiente de la
concentracisén, en presencia de furosemida, que fue maxima en 2
mM. La bumetamida, por su parte, no causé ninguna inhibicién a

concentraciones de 50 a 250 uM (gréafica 4).
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A)LQEfectb, e los Bloqueadoreéﬂde Canélé$~de'ki.l

inhibldores de canales de : bdtééio
‘V4 Aminoplrldlna (4 AP) y quxnidlna,f"
unlcamente la quin1dinaf3

la

concentrac16n, s

,pasar a las células de . un

medio con 290 mosM a: otro con 145 mosM En presencia de quinidina

200 pM la disminuc1on del potasio enddgeno después del choque
h1posm6t1co, es - de 23.2%.ALa presencia de este farmaco inhibe
ademas la liberacisn basal de potésio (diferencia significativa

mostrada por’ t de student: P< 0.0025, n = 27 datos).
5). Efecto-de los Inhibidores de Canales de Cloro.

Tsi7fbfb§l¥§;6aﬁcé una inhibicién muy marcada sobre la
liberaciéh ﬁde Rb, la cual fué dependiente de 1la concentracién
(gréf;ﬁa 7); Se examinaron diferentes concentraciones de este
farmaco, siendo la mayor de éstas (400 uM) la que generd una
mayor inhibicién (85%) de la salida de Rb provocada por
hiposmolaridad. A concentraciones menores, de 100 y 200 uM, se
observaron reducciones de la liberacién de Rb del 66 y 75%,

respectivamente. AUun en las concentraciones relativamente bajas
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[=] control. .muestra

t Véiégiae‘potasio de

cuando

grafica:9
significativa

dnicamente del 5.3%,

6). Efecto del Calcio Extracelula

‘Cuando las células fueron incubadas‘en‘un médio libre de

calcio que contenia acido tetraacétxco gﬁ eno'giicol' (B;amiho'

etil eter N,N,N',N' (EGTA, 0.5 mM);. bservé un importante

incremento en la liberacién de Rb_,en»“Cdndiciones isosméticas
(grafica 10); sin embargo, por su parte; la - rapida liberaciodn
provocada por la hiposmolaiidad “no ‘experimento ninguna

modificacién (grafica 10).

SRPT



idonde ambas estrategias experimentales.

‘concordancial Cuando medimos = directamente - el -

e _lél célula  después del chbg@é

ependencia aparentemente‘clafa;

spuesta‘al; ana

en donde’se-“‘observa que-un medio libre de

timula 'm fcédﬁﬁghéé lé:iibééééién dé;Rb en condicidnes
isasmdticé..éi‘tomamos esto en cuenta el ‘problema se reduce a -un
efecfo pof la temporalidad de los eventos, al examinar el potasio
remanente exclusivamente se observa qué pasa después de 15
minutos del choque osmético y no lo que sucede en este intervalo.
Lo que se observa es, por lo tanto, una disminucién en la
concentracidn - intracelular de potasio provocada por la salida
basél',dé potasio estimulada §orrla ausencia de calcio (grafica

11).

7). Efecto de la Temperatura.

Una ‘reduccién; é§ eL
grados centigradoé ﬁ6 €f§§t éi
hiposmolaridad: no obsfaﬁgévgna;ré&ﬁééiéﬁ!ﬁé la tehéefatufa»a 4
grados centigrados iﬁhxﬁréfi éotéihé@te‘ ’estér 1iberaéién7

(grafica 12).
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Gréfica 1. Disminucidn regulatoria del volumen celular con respecto al tiempo en astrocitos de cerebelo
de rata en cultivo, en medios hiposmaticos: 145 mosM (e) y 200 mosM (o). La reduccidn en la
osmolaridad se obtuvo disminuyendo la concentracion de NaCl de 135 a 60 0 90 mM. Las medidas
fueron obtenidas por un chanalaizer (ver métodos). Los cambios en el volumen celular se expresan
como porciento del incremento sobre la condicién isosmdtica (290 mosM).
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Grifica 2. Curso temporal de la liberacion de Rb% estimulada por hiposmolaridad. Las células fueron
precargadas, lavadas y perfundidas con un medio isosmético (290 mcsM). La flecha indica el tiempo en
el cual la pertusion fue substituida por medios hiposmdticos de 87 { A ). 145 (4 ). 200 (e) y 242 mosM
(0). Al final de la perfusion, la radioactividad restante en la célula fué colectada y medida. La medida de
la liberacion de Rb se expresa como el porciento de la radioactividad total acumulada en la célula en
cada tiempo. Los resultados son promedios = ES de 4 a 12 experimentos
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Grafica 3. Curva contra osmolaridad. El medio de cuitivo fué substituido por un medio isosmotico (290
mosM) sin K=. Se incubd 15 minutos con el medio experimental: isosmaotico 290 mosM o hiposmdtico
145 y 245 mosM. Al final de la incubacion las células fueron lavadas y el contenido de potasio
cuantificado con un flamometro. Los resultados son promedios = ES de 15 a 17 experimentos. Existen
diferencias significativas ( prueba estadistica t de Student) con respecto al control ( medio isosmotico).
‘P <0.025y ** P<0.001.
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Gréfica 4. Efecto de la furosemida y bumetamida sobre la liberacion de Rb% producida por condiciones
hiposméticas. Las células fueron cargadas y perfundidas como se describe en los métodos. La liberacion
se estimuld en un medio hiposmotico 50% (145 mosM). La bumetamida (e) y la furosemida (o)
estuvieron presentes durante toda la perfusion. Los resultados se expresan como promedios = ES de 4 a

10 experimentos. Muestran una diferencia significativa con respecto al control, * P « 0.001 (prueba
estadistica t de Student).
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Gréfica 5. Efecto de la quinidina sobre la liberacion de Rb86 estimulada bajo condiciones hiposméticas
(145 mosM). Las células fueron cargadas, lavadas y perfundidas en un medio isosmético o hiposmoético
que contenia las concentraciones de quinidina indicadas. Los resultados se expresan como el promedio
= ES de 2 a 10 experimentos, + n = 2. Existe una dilerencia significativa con respecto al control, * P < 0.01:
** P <0.001 (prueba estadistica t de Sudent).
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Gréfica 6, Efecto de la quinidina (200 M) sobre el contenido de potasio en astrocitos sometidos a un
chogue hiposmético (145 mosM). Los resultados se expresan como el promedio = ES de 12 a 1A5
experimentos. Existe una diferencia significativa con respecto al control ( medio isosmdtico con y sin
farmaco), * P < 0.001 y ** P < 0.0025 ( prueba estadistica t de Student).
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Gréafica 7. Efecto de inhibidores de canales de Ci~ en la liberacion de Rbéé estimulado por
hiposmolaridad (145 mosM). Las céiulas fueron cargadas, lavadas y perfundidas con medio isosmdtico
e hiposmotico (145 mosM) conteniendo DIDS (o), DPC {A) 0 9-AC () en las concentraciones indicadas.
Los astrocitos fueron expuestos durante 10 minutos a farmacos, durante to<~ 2l tiempo de perfusién. Los
resultados se expresan como el promedio = ES de 8 a 16 experimentos. Diferencia significativa con
respecto al control, * P < 0.05; ** P < 0.001 (prueba estadistica t de Student).
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Grafica 8, Efecto d=! DIDS (200 M) sobre la concentracion intracelular de potasio después del choque
hiposmético (145 r~ .M). Los resultados se expresan como promedio = ES de 24 a 28 experimentos,
Existen diferencias significativas con respecto a los controles (isosmético con o sin farmaco), * P < 0.001
y ** P <0.001 (prueba estadistica { de Student).
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Grafica 9. Efecto del Dipiridamol (100 uM) sobre el contenido de potasio en astrocitos bajo condiciones
hiposméticas (145 mosM). Los resultados se expresan como promedios = ES de 7 a 8 experimentos.
Existen diferencias significativas cor respecto a los controles (isosmético con o sin farmaco). * P < 0.001
y ** P < 0.025 (prueba estadistica t de Student).
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Gréafica 10. Efecto de la omision de calcio y la adicion de EGTA en la liberacién de Rbsé estimulada por
un medio hiposmdtico (145 mosM). Las células fueron perfundidas con un medio isosmético (o) o
hiposmético { A ) que contenia CaCl,. con un medio isosmdtico (e} o hiposmatico ( & ) sin CaCl, mas
0.5 mM de EGTA. Los resultados se expresan = ES de 6 a 8 expenmentos (prueba estadistica t de
Student).




1.0

1 It §

s

Concentracion de K+ (jt molas de K*/mg de proteina)
Hiposmélco-sin Mg**

2
+ E=
2 —_
sg Z
L | 2o Iy
T §& $ ) = £s
§ ‘§ =3 g mi
0.5~ 2 § g g 2
oF 3 @ 3 B
S8 5 £ S 3
= 00
+ SE g g 3 £8
Ew 2 E =
8z @ 8 -3
s 2 g g
=3 < =
-~ = §
<
S
4
4

0 —>

Grédfica 11. Efecto del calcio extracelular en la concentracion de potasio intracelular después de un
choque hiposmdtico (145 mosM). Los resultados se expresan como promedios = ES de 10 a 12
experimentos. Existe diferencia significativa con respecto al control (isosmotico), * P < 0.001 n = 12. No
existen diferencias significativas con respecto a su respectivo contro!l (isosmético sin calcio, isosmaético
EGTA 0.5 uM e isosmético sin magnesio), + n=10; ++ n=11y +++ n=11 (prueba estadistica t de
Student).




16. ¢
12 : E
: T
- -
O\°
o
H
2
@
% 8 -
=
h=}
Q
e
[
2
-4
4 =
-
e <8
4] 37:c 25°C 15°C 4°C

Grifica 12, Efecto de la temperatura en la liberacion de Rb® sensible a la osmolaridad {medio
hiposmético con 145 mosM). Los astrocitos fueron perfundidos como se ha descrito en los métodos a
excepcion de la variacion en la temperatura del medio. Los resullados se expresan como promedios =
ES de 6 a 12 experimentos. Unicamente se observé una diferencia significativa a 4 grados centigrados
con respecto al control; * P < 0.001 (prueba estadistica t de Student).




¥
bajo
: Y
Vresponder‘ este
‘>ipééiéﬁ del. potasio en el
‘éstrocitos. En astrocitos
o desempeﬂar un papel importante en este
; vpart1c1pac16n en mantener el potencial
: transmembrana1 :eﬁ' las celulas excitables, el cual demanda un
estricto ‘control de  su concentracion " en ambos lados de 'la
membrana. Al parecer'la utilizaéibn de iones inorganicos como
osmolitos en las células del sistema nervioso sélo ocurre bajo
condiciones extremas de anisosmolaridadi Los resultados mostrados
en este trébajo presentan un fuerte soporte a esta idea, va que
como se observa en la grafica numero 2, tnicamente obtenemos una
liberacion de Rb significativa a valores extremos de
hiposmolaridad (50 o 70%); por su parte, no se observé ninguna
liberaciéon de Rb en respuesta a reducciones en la osmolaridad del

15 0 30%. Kimelberg y colaboradores (1990) obtuvieron datos
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:experimentales

osmolito:

celulér;

Los la
liberacio puede
ser. .caracteriz : proceso es

1nh1be por

imadamente por el

9-AC,; 35%’f§¢t; b urosemida’:y 62% por el

-dipiridamol;: :ados ‘en el

laboratorio se'deméstfé; aClvy;KCI’pér sus

respectivas sales” de
recuperacién del volumen

en presencia de las sales de. nltrato n

no participa para lograr la recuperac1on‘del;."ﬁ
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éjd}éondiciones iéosmoticas no ‘fde

,nd
et al , '1993). Con 1o anterior se’
mecan sm&r.es dependiente- dg cloro ,(51% de
}onjéluconato), pero el-clofo puede ser

Eegmblazad ‘por

‘Péf., parte los farmacos, bloqueadores de canales de

potésio, fetraetilamonio (TEA) y 4-~Aminopiridina (4-~AP) no
afectan la salida de Rb bajo condiciones hiposméticas, mostrando
los siguientes valores: 13.3 + 1.25 (n = 4) y 16.6 + 2.01 (n =
43, respectivamente, los cuales no son significativamente
qiferentes a la liberacién de la cbndicién control {(14.9 + 1.01,
n = 12). E1I TEA y la 4-AP tampoco afectan el proceso de
regulacidén en condiciones hiposméticas (resultados no mostrados).
El bario (5 mM), aumenta marcadamente la liberacién espontanea de
Rb y no afecta 1la estimulada por wuna disminucién en la
osmolarilad ( Sanchez-Olea, R., et al, 1993).

El andlisis de estas propiedades es importantes para la
elaboracién de un modelo que nos permita dilucidar los posibles
mecanismos que se activan por un aumento del volumen celular en
los astrocitos. Como se revisd en la introduccidn,
esencialmente existen tres mecanismos reportados involucrados en
la liberacidén de potasio como respuesta a condiciones
hiposméticas, de los cuales dos son los que operan en células de
vertebrados: 1) Un cotransporte electroneutro K+/Cl—, como el

que ha sido observado en eritrocitos, algunos tipos de células
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_Parker, 1991

La évidéhciajenicontra

hinchamiento délular;k es’ ig
proceso parece ser dépéddiénte d
nitrato no. .se p;ésenté

“celulares® ‘examinados

" especifico “a la presencia“d i

otro ‘anién; ..con ’excepcibﬁ’del B reemplaza ‘7(Hoffman -y

~Simonsgn)~ 1989:° -Lauf, IQQSC‘ “et; 19§1).' 2) -Otfo
v‘paEémégfo _importante esflé insgnsibiyidag>é’lé bumetamida.: Lé
ébﬁ#éﬁfracién que se ﬁsé deiésté'féimagb f:SOApM), es mucho mayof
que * la reportada ‘en ‘la literétufé para inhibir este
;ot;§hsportador. La liberaciéﬁ——deier,' por parte de los

astrocitos, no fue afectada. 3) La independencia del mecanismo a
la temperatura sugiere gue no se trata de un trasportador ya que
cambios de unos cuantos grados afectaria seriamente la liberacidn
de Rb . 4) La insensibilidad al N-etilmaleimida (NEM), vya que

este farmace no estimuld la liberacién de potasio. En
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de - un’ -canal:

bajo ' .condiciones" Vhipésméticas es la si

insensibilidad del.proceso‘a la femperatﬁr&. Lés‘é;hé‘es"
aunque: protéicos ' ‘son menos senSibies a la teﬁﬁefééﬁgé'(que' ioé
transportadores. 2) La ;inhibicidén causada por la: qﬁiniainé, un
blogueador bien conocido de canales de potasio, es un paramgtro
muy importante ~en este sentido. 3) Otré é&i&éneia es la
proporcionada por el hecho de la posibilidad de reemplazar el idn
cloruro por nitrato como el anidn que acomparfie al 'Rb en su
likeracién y 4) Kimelberg y Kettenmann (1990) han encontrado,
recientemente, patrones electrofisiolégicoé (cambios en el

potencial de membrana) en astrocitos en  cultivo, cuando se
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-propiedades’d -Ce
asta ahora, tres tipos dist

sociados con los mecanismos de  regulacién

{”célciu—independientes (Sachs, 1991;

bies_:éelectivos al : potasio, calcio-

1987)7y '3) canales selectivos para el

volumen, ~estos canales son también

s-Morales, et al, 1990). Al no

lafarmacologia especifica de cada uno de .estos

:ééhéles} 'ha“s,q65p651b1é’la’identificacién, en. el presente
trabajb, del Vﬁipo particuiar de canal que se activa como
respuesta al aumento del volumen celular en los astrocitos: . sin
embargo el hecho de que el proéeso sea, aparentemente,
independiente de calcio excluye al canal dependiente de este idn.

La liberacién de potasio activada por condiciones
hiposmdéticas fue inhibida por diversos compuestos bloqueadores de

canales de cloro, lo cual sugiere una importante interdependencia

entre los dos flujos idnicos. En la mayoria de los tipos

65

Y. RVT), estos son: 1) :*Céhéiésfirwrrb



‘evidencia

e :cloro

potasio.  En
“fo de gran
células

-:conductancia

Jéétivgdosfpor‘ hiperpolarizacion: (Nowa

uncionales en

de estos  canalus - de-

condiciones ' de*’ isosmolaridad de - estas

conductahcias se aétiveﬁ éoﬁ" “'zihihqhéﬁiehto: celular.
Alternativamente, otra poéibilidad'pé%a explicaf el efecto de los
bloqueadores de canales aniénicqs sobre la  salida de po;asio
puede ser, que el potasio sea transportado por un canal de cloro
con una doble permeabilidad anion-catidénica. Este tipo de canales
han sido descritos en neuronas, células musculares, células
epiteliales y células glandulares (Franciolini y Petris ,1990).
Estas lineas célulares muestran procesos de 'kééuiacién de
volumen; ademas son inhibidas Por: 9-AC)  DPC. vy el acido
disulfénico—4-acetamida—4‘—isothiociapatp;étilbaho ; (SITS),
férmacos que también inhibieron paréfaimenté'lé liberacién de
potasio. Esta es una posibilida&réﬁi;fﬁé'bara ser 'explorada en

astrocitos.
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ef‘rﬁdtencial
ptoéiédades de

que  tail

celular es ' claro,

eva: a ‘cabo esta

'LQue, puede

microcambios osmético

les‘un:punto abierto  para  su

IQOndé  1a» taurina ocupa un lugar

que-es-el”“aminoacide libre con los
niveles iht:acéiﬁlaﬁes “mas elevados y a que se moviliza con

reducciones peqﬁeﬂas‘en la osmolaridad.

2.- Estas observaciones son congruentes con el papel
fisiélégico de los astrocitos, ya que se ha propuesto que estas

células son responsables de mantener valores reducidos en la
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_canales reporfadoé~egé;aili;erathra, ya que no-se. ¢

farmacologia especifica’para cada uno de éstos.aSin-émba}go, 'lé
independencia que--el: mecanlsmo muestra al calcio, eliminay;lé
posxbllldad de qué se: trate de un:canal. de potasio dependxente de
calcio. ' Es necesario, sin embarg~, obtener mas datos y realizar
.otros exgerimentos, para determlnar con una mayor .precisién la
dependencia o=independencia delrmecanlsmo—al,calcio extracelular.
é.- ﬁl imecanismc de liberacién del potasio es también

senszhle a los bloqueadores de 'nales de cloro, especificamente

ral’ DIDS y al dlpirxdamol. Lo- que sugiere -una interdependencia de

;loéf flu;os de K y cL” asociada con flds cambios de volumen

celular.t"" o :

6. ‘No contamos. con sﬁfiéiente évidencia para conocer la
,naturaleza de. esta interaccién; no obstante, existen dos
posibilidadES' la prime;é e#rq;é se t;ate de canales separados
fisicamente pero interdependientes funcionalmente; la segunda es
que exista un solo canal anidn-catidénico. Esta ultima posibilidad
es sumamente atractiva para futuras investigaciones.

7.- El1 DIDS, por su parte, inhibe 1la actividad del

intercambiador aniénico por lo que podria considerarse, asimismo,
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sta proteina 'y ‘la
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