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INTRODUCCION

Los individuos portonocioitol & un gran nimero de especies
animales son capaces de vivir en aguas con distinta
concentracién variable de sales. Los componentes celulares de
los liquidos circulatorios de estos animales (sangre, linfa,
hemolinfa) ajustan su volumen a los cambios en salinidad
externs y en la mayoria de las especies, también las células
que forman los tejidos tienen esta capacidad de adaptacién.
purunte mucho tiempo se pensd que la propiedad de regulacién
del volumen estaba restringida a las especies que
efectivamente requieren de este control para su supervivencia.
8in embargo, se ha demostrado que las células de animales
terrestres, que estén siempre expuestas a fluidos de
osmolaridad muy controlada, poseen también esta capacidad. Ls
regulacién de la osmolaridad de los liquidos corporales en
estos animales se lleva a cabo a través de los érganos
renales, los cuales se encargan de mansjar los flujos de agua
y solutos en la direccién necesaria para mantener las
condiciones adecuadas para la sobrevivencia del organismo. Se
pueda cuestionar entonces cual es la necesidad de mantener
esta capacidad de regulacién del volumen aiGn en condiciones
de osmolaridad controlada. Lo que se ha planteado es que

pueden existir cambios en el volumen celular durante un
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nGmero considerable de funciones bésicas que requieren ser

ajustados. Entre estas funciones se encuentran 1os procesos de
transporte de sustancias nutritivas (asdcares y aminohcidos),
las funciones de secrecién, los movimientos de organelos
1ntrpcolu1uu, de manera particular el citoesqueleto, y por
supuesto durante las fases de crecimiento y divisién celular.
En todas estas situaciones se orean gradientes osméticos
micréscopicos que dan lugar a cambios locales y tranmsitorios
en el volumen celular. Podria ser entonces ésta la
justificacién de que los procesos de regulacién dil volumen
persistan en todos los tipos cslulares, sin importar las
caracteristicas del medio externo en sl que se desenvuelve sl

organismo.

REGULACION DEL_VOLUMEN.

La membrana plasmitica tanto de origen animal como vegetal, es
muy permeable al agua, por lo que siempre gque exista una
diferencia en la concentracién de los componentes celulares
con el exterior, es decir un gradiente osmético entre el
exterior y el interior de la célula, se observarén movimientos
netos de agua. En presencia de un gradiente de presidn
osmbética, el agua se moviliza del compartimiento de mho: al

de mayor presidn osmdética, y como consecuencia, el
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volumen celular va presentar cambions. En un -1-t|ln_biéloq1co
las soluciones isosméticas son aquellas que poseen una misma
presién osmética que el compartimiento intracelular, mientras
qgue las que presentan una presidn osmética diferente son
anisosméticas: éstas & su ves pueden ser hiposméticas, si la
presidén osmética es menor que la del interior de la célula ,
o hiperosméticas cuando la presién osmética externa es mayor
que 1a de 1la célula. Las células animales y vegetales poseen
membranas semipermeables, ee decir que permiten el movimiento
de agua pero impiden el flujo de solutos. Por ello, cada ve:z
gque la célula sea expuesta & un medio anisosmético,
estableciéndose un gradiente ocsmético entre su interior y el
medio extracelular, tendré un cambio en su volumen al moverse
agua de un compartimiento a otro para contrarrestar dicho
gradiente., En el caso de un medio hiperosmStico, 1la célula
perderd agua, tornando su interior més concentrado hasta
disipar el gradiente. En el caso de un medio hiposmético, la
célula ganard agua hasta balancear su concentracién de
osmolitos con los del medio extracelular.

En condiciones isosméticas, las células diferenciadas tienen
un volumen caracteristico, determinado por el linaje celular
al que pertenecen, e¢3 decir su volumen esté en estado
estacionario., Cuando el medio extracelular se Vuelve

hiperosmético, el volumen celular disminuye como consecuencia

e L

i
h
7
i
i
j
¢



de la salida de agua intracelular obedeciendo a los principios
fisicogquimicos ya mencionados. Por el contrario, en un medio
extracelular hiposmético, la célula se hincha por la entrada
de agua obligada osméticamente. En cualguiera de las
condiciones anteriores, el aumento o disminucién del volumen
celular es una consecuencia directa de los flujos de agus que
s8lo obedecen las leyes de la &smosis. La mayoria de las
células animales, sin embargo, poseen mecanismos por medio de
los cuales tienden a recuperar su volumen estacionario ain
cuando persisten las condiciones anisosmbéticas. Estos
mecanismos son respuestas activas de las células que tienen
lugar mediante modificaciones de la permeabilidad de 1la
membrana a distintos solutos osméticaments activos, como se
explicara mads adelante, (Oslon y Col., 1986) y este proceso de
recuperacién del volumen es lo que _se conoce como regulacidn
del volumen celular.

La regulacién del volumen celular puede ser de dos tipos :
a) Un incremento regulador del volumen celular (IRV) que se
presenta después de un encogimiento provocado por un medio
hiperosmético.

b) Un decremento regulador del volumen celular (DRV), el cual
se presenta después del aumento en volumen provocado por un
medio hiposmético.

La requlacién del volumen celular es un proceso complejo que
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implica varios eventos. La célula debe lCr‘Clpll de detectar
los cambios en su vblunon. Después debe reaccionar a los
cambios ocurridos en su volumen, iniciando asi el proceso
regulador que cambie el contenido intracelular de solutos en
la direccién necesaria para corregir el cambio en el volumen.
'Pinlll.nt. 1a célula debe ‘''recuperar" su volumen inicial y
terminar los mecanismos que se activaron durante el proceso
regulador.

Los sensores del volumen celular aln no se han identificado;
entre los factores o procesos que podrian desempefiar esta
funcién se encuentran los siguientes:

1) Canales sensibles al estiramiento. 8¢ han descrito un tipo
de canales que se activan, o se desactivan, por el simple
estiramiento de la membrana plasmética ( Chistensen 1987; Ubl
y col.,1988;Morris, C.E. y col. 1989), El procedimiento
experimental para el estudio de estos é;nulou es la técnica de
registro de canales unitarios en microireas de membrana (patch
clamp). Algunos de estos canales se activan cuando se produce
el astiramiento de la membrana, ya sea provocado por la
aplicacién de unha presién externa o bien, al disminuir 1la
osmolaridad del medio y aumentar el volumen celular. Estos
canales se han encontrado efectivamente en varios tipos
celulares que tienen la capacidad de regular su volumen. El

cambio en la permeabilidad de estos canales, al pasar de un
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estado cerrado a uno abierto, puede permitir el paso de iones
u otros factores del exterior al interior de la célula, los
cuales & su ves, serian los causantes de dar inicio a los

procesos de regulacién del volumen. Una de la alternativas

posibles es que estos canales sean vias directas de paso de -

los flujos idnicos correctores, en este caso del K'.

2) Modificaciones en la ooncentracién de algin componente
intracelular, como el calcio, los iones hidrégemo, (Lauf,
198%; Wong y Chase,1986) o los elementos de diversos sistemas
de segundos mensajeros (Watson, 1990). El cambio en ia
concentracién intracelular de estos compuestos podria suceder
en forma pasiva por la modificacidn en su concontraéién, dada
por la entrada o salida de agua de la célula. |

3) Participacién del citoesgueleto. Las proteinas que forman
parto del citocasqueleto en particular las del citoesqueleto de
membrana, pueden estar conectadas directamente & las proteinas
membranales que participan en la regulacién del volumen
celular (Ziyadeh y co0l.1992). Al producirse un cambio en la
tensién de la membrana por el cambio en el volumen, los
elementos del citoesqueleto podrian transmitir esta sefial a

las proteinas raguladoras del transporte de osmolitos.

MECANISMOS DE REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR (DRV)
Aunque, como se Rmenciond, la regulacién del volumen

celular se presenta tanto en respuesta a un sugento como

PO . v, s
DM LA el L e emea Wl s

o oo Ay 1 e e




a un decremento en ol volﬁlon, en ¢l presente trabajo se
examinéd Gnicamente el proceso regulador activado por el
aumento en el volumen, es decir el DRV.

Cuando una célula es expuesta a soluciones hiposméticas,
se observa inicialmente un aumento répido en su volumen
debido a la entrada de agua, seguido de una fase de

recuperacién lenta, durante la cual las células alcanzan

un volumen cercanc al original. Este procesc se debe
principalmente a 1la salida de solutos intracelulares
osméticamente activos (osmolitos), con 1o cual disminuye

1a presidn osmética intracelular y el contenido de agua en

las células. Los solutos osméticamente activos son
i aquellos que se encuentran, en solucién en el citoplasma.
Los solutos que son empleados por las células como
osmolitos se pueden dividir en dos grupos:
a) Iones inorgénicos, principalmente potasio, sodic y
i | cioruro.

b) Compuestos orgadnicos pequefios .

PARTICIPACION DE COMPUESTOS ORGANICOS EN EL PROCESO DE
REGULACION DE VOLUMEN

Algunos compuestos orginicos utiliszados por la células con
fines de control osmético incluyen la urea, los aminocécidos

libres, compuestos cuaternarios de amonio, polialcoholes como
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el sorbitol y el mio-inositol y metilaminas como 1la
§11corotoltorilcolinl y la betaina. Los aminodcidos que
participan en 1la regulacién de volumen son la prolina, 1a
alanina, el &cido aspértico, el &cido glutémico, la serina,
el GABA, y la taurina. Bntre los aminoécidos 1libres, la
taurina es el miés importante pars una funoién osmoreguladora
ya que se encuentra en concentraciones elevadas en la mayoria
de las células animales, en las que representa una proporcién
considerable de 1la posa total de amincdcidos 1libres,
contribuyendc de manera importante a la presién osmética
total. Ademés, siendo inerte desde un punto de vista
metabdlico, ya que no participa en la estructura primaria de
proteinas, ni en ninguna reaccién del metabolismo de la
célula, permite que sus niveles celulares se puedan modificar
con el fin de ajustar la presién osmética interna, sin que las
variacioneas en su concentracién intra o extracelular, alteren
otras funciones celulares. Se¢ ha demostrado en varios tipos
celulares que el curso temporal de la liberacién de taurina
estimulada por soluciones hiposméticas, es paralelo al proceso
de regulacidn de volumen. La cantidad de taurina liberada es
proporcional a la reduccién osmolar del medio.

Los mecanismos de transporte de solutos orgénicos, activados
por el cambio en volumen, podrian ser por una parte los

transportadores dependientes de energia y por otra, mecanismos
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de difusién del tipo de los canales a través de los cuales los
solutos se mueven sdlo siguiendo su gradiente Ade
concentracién. En relacién con 1la taurina, que es el
aminodcido cuys participacidén como osmolito se ha estudiado
con mfés detalle, se favorece la posibilidad de que el
mecanismo involucrado en su movilisacién en respuesta al
cambjo en volumen sea una via difusional, més que el
transportador. Existe evidencia experimental que sustenta esta
propuesta. Por una parte esté la independencia de sodio de la
salida de taurina, al carecer de Na' es una condicién en la
que el transportador estd blogueado. Por otra parte, estén los

experimentoe que muestran que al aumentar el gradiente de

concentracion de la taurina, se modifica la direccién de su

movilizacién. En condiciones similares a las fisiolégicas, es
decir cuando la concentracién de taurins intracelular es mayor
que la extracelular, al exponer a las células a condiciones
hiposméticas, el movimiento de taurina tiene lugar en favor de
un gradiente de concentracidn, es decir, de dentro hacia
afuera y los niveles de taurina enddégena disminuyen en més de
un 70%. Al ir aumentando la concentracidén extracelular de
taurina & niveles cercanos a los enddgenos, no se observa
movimiento neto de taurina. Cuando el gradiente se invierte y
lag concentraciones extracelulares de taurina son mayores que

las endégenas, al presentarse un aumento en el volumen celular
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por las condiciones hiposméticas, tiene lugar un movimiento de
taurina en favor del gradiente de concentracién con 1o cual se
observa una mayor concentracién endégena de taurina. Estos

resultados permiten afirmar que el mecanismo de movilizacién
de taurina en respuesta al incremento en volumen celular
causado por las ocondiciones hiposméticas es un proceso
difusional, controlado sdlamente por 1la direccién del
gradiente de concentracién y no un mecanismo de transporte
activo que trabaje en contra de un gradiente. En conjunto
estas observaciones indican que puede tratarse de un poro,
(canal o permeasa) sensible al aumento en el volumen celular.
Estas caracteristicas de la movilisacién de la taurina en
respuasta al cambio en volumen son compartidas por la mayor

parte de los aminocdcidos y posiblemente también por otros

osmolitos orgdnicos como los polialcoholes.

PARTICIPACION DE LOS IONES EN EL PROCESO DE REGULACION DE
VOLUMEN  (DRV)

Los iones intracelulares K'y Cl- estén activamente
involucrados en el DRV, ya que la mayoria de las células que
pueden regular su volumen responden al hinchamiento con una
pérdida neta de K'y Cl°, produciéndose asi una salida obligada
de agua dirigida por el gradiente osmético. El mecanismo

molecular responsable de esta pérdida de iones no es el mismo

10

e o e



en los distintos tipos celulares. En células epiteliales y en
eritrocitos de aves, peces y mamiferos, el flujo 16n1;o
sensible a volumen es mediado por el contransportador K'/Cl
eléctricamente neutro; en la mayoria de los otros tipos
eolulaui que presentan DRV, el K'y el C1° salen de la célula

por medio de vias electrogénicas (canales). Los canales son
poros proteicos incrustados en la menbrana que permiten a los
iones moverss en favor de un gradiente electroquimico. Bl
mecanismo de salida de KX* y cl° intracelulares, determina el
curso temporal de la recuperacién de volumen en soluciones
hiposméticas. Cuando se encuentra involucrado el sistema de
cotransporte, el procesc es lento, en el rango de horas; si se
activan los sistemas de intercambio o canales, el proceso
regulador de volumen se completa en geheral en una escala de
minutos. La identificacién de estos dos tipos de transporte de
iones asociados a la regulacién de volumen celular se ha
llevado a cabo mediante el empleo de herramientas
farmacoldgicas. Los cotrunubortndorol se inhiben por
compuestos como la furosemida y la bumetanida, que son
bloqueadores con buena especificidad, en especial 1la

bumstanida. En el caso de los canales, inicialmente se

consideré que con el empleo de férmacos que inhiben a los

canales idnicos ya conocidos tanto de potasio como de cloruro,

y dependiendo de su eficacia para modificar el proceso de
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ragulacién de volumen, se podria evaluar la contribucién de
estoa canales a los procescs de regulacién. Los férmacos miés
comunmente utilizados como inhibidores de canales de potasio
son la quinidina, el bario, 1la 4-Amino piridina (4-AP) y el
tetrastilamonio (TEA) y para el cioo Ao los canales de cloro
el 4,4¢'-diieothiocianostilben-2,2'diasultonato (DIDS), el
dipiridamol, el $-antraceno carboxilato (9-AC), el S-nitro-
2(3-fenilpropilamino)&cido bensoico (NPPB) y 1la 1,9~
dideoxiforskolina (DDF). 8in embargo, ee ha demostrado,
primerc que astos inhibidores no son completamente especificos
y segundo que estos mismos farmacos inhiben significativamente
el flujo de osmolitos orgidnicos activados por el cambio sn
volumen ( Pasantes-Morales,y co0l.1990).
Canales de K' '
La presencia de canales de potasio activados por volumen se ha
detectado en numerosos tipos celulares incluyendo linfocitos,
celulas epiteliales, astrocitos, células musculares y diversas
lineas tumorales. Los canales de potasio activados por volumen
son selectivos para el potasio ( y el Rb) por encima del scdio
Y otros cationes . En las células epiteliales los canales de
potasio son dependientes de calcio mientras que en otros tipos
celulares esta dependencia esté controvertida. Los canales de
potasio sensibles a volumen no se inhiben por compuestos gue

bloquean a los canales sensibles a voltaje ( bario, 4-AP y

12

eyt e e b

S e



It

2

B e T eI, v . RS ®0 Y

TEA). 8in embargo si se afectan por la quinidina .({(Martin, y
col, 1990).

8e han descrito canales de potasio sensibles a estiramiento
también en células epiteliales, que se inhiben por el lantano
y ol gadolinio, que permiten el paso de calcio ademés de
potasio, y que podrian oorresponder a los canales involucrados
on la roqullciéq de volumen. Se ha propuesto que la funoién de
estos canales de estiramiento es la de incrementar 1la
concentracién de calcio intracelular, 1o que a su ves actuaria
como sefial de activacién de las vias de transporte de los
osmolitos, 8in embargo esta propuesta no seria vélida como
mecanismo para los varios tipos celulares en los que los
canales de potasio y la regulacién de volumen son

independientes de calcio extacelular.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS CANALES DE Cl- ACTIVADOS POR
HINCHAMIENTO

La caracterizacidén electrofisiolégica y farmacoldgica de los
canzles de cloro activados por cambios en el volumen celular
e ha efectuado en diversas preparaciones. Las caracteristicas
de lay corrientes de Cl° activadas por hiposmolaridad en
varios tipos celulares incluyen:

a) Rectificacidén saliente.

b) Una activacién dependiente del tiempo a voltajes més

positivos que 50-60mV

13
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¢) Una selectividad de estos canales con el siguiente orden de
permeabilidad: I > NO, > Br > Cl.

d) BSensibilidad a blogueadores de canales de cloro como el
DIDS, el DPC, el dipiridamol, el NPPB y la DDF.

Varios tipos de canales de Cl° se han identificado por su
estructura molecular obtenida mediante clonacién y expresioén

genética. Entre ellos se encuentran los siguientes:

clc=-2.

8e expresa como canal de Cl activado por osmolaridad
extracelular. Los dominios necesarios para la activacién tanto
para voltaje como para volumen, se localisan en los grupos
amino terminales. Este tipo de canal es ubficuo encontréndose
en varios tejidos como el cerebro, el misculo, el pulmén y
otros (Grinder, y col. 1992). Bajo condiciones isoténicas
estos canales son activados por hiperpolarizacién con voltajes
de -80mV a ~s0mV, por lo tanto su activacidn es muy pequeina;
rectifica hacia fuera en estas condiciones.

EFste es un cunal de cloro clonado de la linea epitelial MDCK.
Se ha localizado en varios tipos celulares como en tejido de
pulmén , en la linea celular NIH3T3, en ovocitos y en células
PC12. 8e activa por voltajes positivos (>+40mV) y su respuesta

es idéntica a las corrientes que se presentan en el transporte
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epitelial después del hinchamiento. Presentan corrientes

pequefias con caracteristicas de rectificador externo. Este
canal es sensible a férmacos inhibidores como el NPPB, la DDF
y el DIDS. Bu permeabilidad a los aniones con siguiente orden:
8CN" >> I> Br’> Cl, tipica de los canales de cloro
epiteliales y de 1los canales de cloro activados por
hinchamiento. Una caracteristica de este canal es que se
inhibe por nucleotidocs en el lado extracelular (GNPc, ITP,
AMPc, GTP, ATP, ADP, AMP); también es sensible a la reduccién

del calcio intra o extracelular (Pusch, y Jentsch, 1994).

Porina

También conocido como canal de clorc dependiente de voltaje
(VDAC), ha sido aislado primeramente de la membrana externa de
la mitocondria de un gran nimero de organismos eucariontes. Se
trata de un canal anidnico inespecifico gque esté involucrado
en el movimiento de osmolitos hacia afuera de la membrana
mitocondrial. Este canal no es exclusivo de las mitocodrias ya
que ha sido detectado en la membrana plasmética de
linfocitos humanos y en astrocitos donde se ha sugerido que
participa activamente en 10s procesos de regulacién de
volumen. El canal se activa por despolarizacién en un rango de
-30mV, pero permanece abierto sélo en un intervalo de voltaje

muy estrecho que va de =~30mV a +20mvV,
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Glicoproteina-pP

Recientemente se ha propuesto la posibilidad de que 1la
qlicoprot_oina- P (GP) podria funcionar como canal de cCl°
activado por hinchamiento, participando asi en el mecanismo de
regulacién del volumen celular. La GP es ol producto del gen
MDR1, el cual confiere resistencia a nmiltiples drogas
mticcnci;onn que varian en su tamafio, estructura y sitio de
accibn,inéluyondo las drogas usadas en gquimioterapia como la
adriamicina, la daunomicina, 1a actinomicina D, la vinblastina
Yy la colchicina. La expresién y funcionamiento de la GP
confiere a 1las células la resistencia a estos drogas. El
mecanismo mediante el cual la GP expulsa los férmacos
anticancerosos es la activacién de su funcién como bomba
hidrolizanddo ATP. La GP es una proteina de 170kda. Es

un miembro de la superfamilia de transportadores ABC (ATP-
binding cassette) y su estructura molecular muestra cuatro
dominios, dos hidrofébicos, los cuales a traviesan la membrana
doce veces Yy dos dominios en los cuales 8@ une el ATP. La GP
ge ha localizado en algunos tejidos normales como en las
gléndulas adrenales, pulmén, higado, rifién, intestino y en
tejides tumorales como céncer de colon, de rifén, de higado y
muchos otros.

Las evidencias que proponen a la GP como canal de cloro

sensible a hiposmolaridad se basan en oxporinhton realizados
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en una linea celular NIH3T3 de fibroblastos de ratén, los
cuales no expresan dicha proteina. De acuerdo a los trabajos
iniciales de Valverde y col. 1992 no se detectaban en estas
células corrientes de cloro activadas por hiposmolaridad, y
86lc al ser transfectadas cch el gen NDR1 humano estos canales
eran aparentss. Las caracteristicas de estos canales
expresados en las células transfectadas son semejantes a las
de los canales de cloro activados por el volumen en otros
tipos celulares, es decir ocon rectificacién illlonto,
desactivacién a voltajes positivos,impermesbilidad al
gluconato y dependencia de ATP no hidrolisable. Estas
corrientes son bloqueadas por agentes que inhiben la funcién
de transporte de la bomba , con lo que se proporciond
evidencia de que son efectivmante un consencuencia de la
expresién del MDR1. En trabajos subsecuentes de Valverde Yy
col., y de otros grupos, la interpretacién inicial de 1la
ausencia del canal de cloro activado por volumen en células
que no expresen la GP se modificé, sefialando que el canal de
cloro estaba presente aiin en ausencia de la GP pero en menor
proporcién que en las calulas transfectadas y aparentemente
con menor sensibilidad de respuesta al cambio del volumen
celular. De acuerdo a esta hipStesis la GP podria estar
actuando como una proteina bifuncional, es decir ouando

hidroliza ATP funciona como bomba de expulsién de moléculas
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hidrofobicas y cuando el ATP funciona como activador, sin ser
hidrolisado, la proteina funciona como canal de cloro sensible
a volumen (Gill y co0l.1992). Segun Valverde y col. estos dos
necanismos serian mutuamente excluyentes. Algunos trabaje
publicados posteriormente eefialan inconsistencias en 1la
hipétesis de Valverde y col., ya gque no se detecta un
correlacién entre la expresién de la GP y la funcién del canal
de cloro sensible a volumen. La investigacidn crucial para
resolver este problema controvertido, ee decir, si las células
que no expresan la GP como son las células NIN-3ITI nativas,
sin ser transfectadas por el gen MDR1 presentan el proceso de
regulacidn de volumen no se ha realisado. Esta investigacién

es el objetivo del presente trabajo.
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MATERIALES Y MNETODOS

1.Cultivos

Loe cultivoe se efectuaron a partir de la linea celular de
fibroblastos de ratdn NIH3T3, sembrados en cajas de Petri de 60
ma de didmetro . Estos cultivoe se trataron con tripeina 0.01%
para obtener una suepensidn de células dieociadas, la cufl se
coloca en cajas de 60 mm de didmetro a una densidad de 1.-1116u
de célulae por mililitro. Las célulae fueron crecidas en un
medio de cultivo basal Eagle, el cual contiene 10% de sueroc de
ternera Yy 1% de penicilina-eetreptomicina. Las células se
incubaron a 372C en una atméefera de CO,/aire en una proporeién
de 5%:95%, Los cultivos se utilizaron después de dos Qdias de
haberse sembrado, ya que este es el tiempo Sptimo para alcanzar

una densidad alta y confluencia de las células.

2, Regulacién de volumen

Las medidas del volumen celular ee realigaron en fibroblastoes
NIH3T3, sembrados en cajas de Petri de 60 mm de diémetro. Para
dispersar las células de la monocapa se incubaron 1 min a 37°C
en una solucién salina de buffer de fosfatos (PBS) sin Ca**con
EDTA 1mM y con tripsina 0.01%. Una ves separadae, se detuvo la
accidén enzimdtica de la tripsina al agregar a la suspensién el

mismo volumen de medio de cultivo con suero. Esta nueva

19

P Ty

T g gy T



i
i
i
i

suspensién se ocentrifugdé S minutos a i1s0orpm. Las células
sedinentadas se resuspendieron ean medio Krebs isosmético. 8Se
midié el volumen celular por medio de un coatador Coulter
(modelo sf) acoplado a un analisador de particulas Coulter
(modelo 256). Bsté téonica consiste en el paso a través de un
orificio de 100uN de diémetro de una suspensién de oélulas
junto con una corriente eléoctrica. Bl pasc de las células a
través del orificio produce un cambio de impedancia determinado
por el volumen de las células. Estos cambios son analisados por
el aparato, lo que da informacién sobre el nimero de particulas
y la distribucién estadistica del volumen de la poblncién. El
volumsn promedio se calculd como la mediana de las curvas de
distribucién de cada muestra analisada (Grinstein et al,1984).
El volumen celular se registrd en fentolitros, pero los
resultados se expresaron como volulin relativo, es docii, ol
canbio de volumen en relacién al registrado em un medio
isosmético.
3. Boluciones

La composicidén de medio Krebs isosmético fue (en mM): NaCl,
135; KCl, S; Mgs04, 0.6; Cacl2, 1; glucosa, 10; MEPES, 10, la
osmolaridad calculada fue de 300mOsm/1l de medio. Bl pH de la
solucidn (7.4) se mantuvo sin variacién en las diferentes
soluciones y condiciones experimentales. La osmolaridad del

medio se midié en un osmémetro de punto de congelacién. se
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observé que el medio de cultivo es ligeramente hiperosmético
(310mO8sm), Y consecuentemente la composicién del medio isomético
fue ajustada a la nisms osmolaridad incrementando 1la é
concentracién de MNaCl (1535aN).

Las soluciones hiposméticas se prepararon reduciendo 1la
concentracién de NaCl de 10% a 350%. Para estudios sobre
sustitucién de cationes, el NaCl se sustituyé por cloruro de
potasio, cloruro de rubidio, cloruro de litio, clorurc de

colina, cloruro de glucosamina.

Para los estudios de la permeabilidad de aniones se sustituyeron

120mosmolas de NaCl (60mM) por concentraciones equimolares de

A e A e B g

cloruro, nitrato, ioduro, tiocianato, acetato, bensoato o
gluconato, todas como sales de potasio. Para estudiar la omisién
de Cl, el KCl y el NaCl se sustituyeron por las correspondientes -

sales de gluconato.

Para examinar el efecto de la gramicidina (ionéforo de
cationes), las células se expusieron a un medio 50% hiposmético .
y un minuto despuds se les agregd gramicidina 10uM. Se continuéd %
midiendo el volumen celular a los tiempos indicados. A las j
células control se les agregé el mismo vehiculo (etanol) que a
las experimentales. Para los experimentos con gramicidina el

NaCl se remplazé con cloruro de colina.
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Férmacos utilisados:

Inhibidores: dc. canales de <cloro: el DIDS, 1la 1,9-
dideoxiforskolina(100 y 50uM), el dipiridamol(100 y 150uM), el
#cido nifliamico(300 y 600M), el DPC(imM) y el 9-AC.
Inhibidores de canales de potasio: el bario (SmM), la4=-AP (1mM)
y la quinidina (1lu).

Acidos grasos poliinstaturados: el &cido araquidénico (5, 10 y
20uM), el &cido linolenico (10 y 20uM) y el &cido ricinoleico
(20uM) .

Para estudiar la dependencia de Ca*, sl CaCl2 se omitié y el
medio fue suplementadc con 0.5mM EGTA o BAPTA. También se
examiné el efecto del verapamil (100, 250 y 500uM) y 1las
dihidropiridinas como la nitrendipina (20 y 4O0uNM), la
nimodipina(50uM). '

Las células control se trataron en paralelo con el mismo
vehiculo empleado para preparar las soluciones conteniendo las
drogas examinadas. .

Para estudiar la permeabilidad de los aminoécidos se sustituyd

el NacCl del medio por concentraciones equimolares de estos

compuestos.

Determinacidn de aminodcidos libres.

Los amino&cidos endégenos libres se determinaron en células
NIH3T3 en cultivo por andlisis de cromatografia liquida (HPLC).

Las células se homogeneizaron en 200ul de agua. Se tomaron
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alicuotas del homogeneisado para la determinacién de proteina
Yy se adiciond un concentrado de dcido perclérico (calculado para
tener una concentracién final de 6% = 1.4N). La proteina se
sedimentd por centrifugacién en una microfuga, y el sobrenadante
fue neutralisado con KOH, se centrifugé de nuevo y el boton ee
precipitéd con perclorato de potasio. Loe aminoécidos se midieron
por medio de una reaccién de derivacién con O-phthaldialdehido
y tres minutoe despubs se inyectd 204l de la mesxcla en el equipo
de cromatografia. Los aminoécidos ee separaron en una columna
OD8 (25 cm x 4 mm de diémetro interno) de fase reversa y la
deteccién fluorométrica en un fluorémetro acoplado al
cromaﬁéquto. La fase mévil fue metanol:tetrahidrofuranc (97:3)-
buffer de acetato de sodio (pK 7.2, 0.1 M) y se corrieron lae
muestras a una velocidad de flujo de 1.5ml/min en un gradiente

de 65 min, 10% a 90% metanol:tetrahidrofurano.
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Resultados y Discusién

Demostracién de la falta de expresidébn de la GP en las células
NIH=3T3.

Cuando las células, ya sean normales o tumorales, no tienen la
GP son incapaces de desarrollarse en medios que contienen
férmacos tales como la colchicina, la vinblastina y otros
utilizados en quimioterapia, mientras que sobreviven y se
multiplican cuando si expresan la GP., Las células NIH~-3IT3
utilizadas en este tradbajo no crecieron en presencia de
colchicina a una concentracién de 10ng/ml, en la cual las
células conteniendo la GP se desarrollan perfectamente. Otra
prueba de la ausencia de la GP en las células con las que
trabajamos es el resultado negativo de  1a reaccidn
inmunoshistoquimica con el anticuerpo monoclonal €219 que

reconoce a la GP. (no se muestra)

Regulacién de volumen en las células NIH-3T3.

El volumen de las células NIH-3T3 en un medio isosmético es de
1.88 fentolitros. Cuando las células NIH-3T3 son expuestas a
medios de osmolaridad reducida entre un 10 y un 50 %, se observa
inicialmente un rédpido aumento en el volumen celular,
proporcional al decremento en la osmolaridad, y que representa
l1a entrada pasiva de agua en presencia del nuevo gradiente

osmbético impuesto. En soluciones hiposméticas al 50%, el
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volumen de las células aumenta rés del 70%; al reducir la
osmolaridad un 30% el volumen aumenta 32%. Con decrementos en la
o-nolaridnd del 10 y el 20% se detecta todavia un claro aumento
en el volumen celular del 21% y el 22 % respsctivamente (rig.
1). Esta fase de incremento del volumen celular es muy répida,
lo que refleja la permeadbilidad de la membrana al agua. El
méximo incremento en el volumen se observa ya en el primer
minuto en las células expuestas a la solucién hiposmética.
Después de esta fase inicial de hichamiento, se inicia el
decremento regulador del volumen (DRV), durante el cual el
volumen de las células va a decrecer hasta niveles cu'clnoi al
volumen original. Como se observa en la Fig. 1, las células NIK-
3T3 tienen la capacidad de regular su volumen en forma
eficientes, purticula;:gpnt- en respuesta a decrenentos moderados
en la osmolaridad. En las soluciones en las qu; se redujo la
osmolaridad 10, 20 y 30%, la recuperacién del volumen celular
fue completa. La eficiencia del proceso regulador en soluciones
con el 50% de osmolaridad fue del 76%( Fig. 1). Estos resultados
indican que las células NIH-3T3 son capaces de regular su
volumen en forma activa, aungque persistan las condiciones
hiposméticas, adn en ausencia de la GP. Estas observaciones
contradicen la propuesta de Valverde y col. en ol sentido que la
GP es el canal de cloro responsable de la regulacién del

volumen. Otros resultados, con distintos enfoques experimentales
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Fig.1

Decremento regulador del volumen en células NIH3IT3 expuestas a
medios con diferentes osmolaridades. Las medidae del volumen
se reoalizaron como se describe en los métodos, utilizando un
contador de células Coulter (modelo sF) acoplado a un
analizador de particulas Coulter (modelo 256). Las células se
expusieron a medios hiposmdticos en los que se les redujo el
NaCl de manera que tuvieron 30%, 70%, 80% y 90% de la
osmolaridad normal (310mOsm). Los resultados se expresan como
volumen relativo, es decir, el incramento en volumen sobre el

valor del volumen an medio isosmbtico. Los valores son madias:
ES de 4 = 20 experimentos.
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conouerdan con el nuestro en el ssntido de que no sustentan la
propuesta del requsrimiento de la GP para el DRV. Asi, en las
células de odnoer de oolon T84 se ha encontrado que no existe
una correlacidn entre la expresién de la GP y la funcién de los
canales de oloro activados por volumen. BEn la misma direcoién
pero con un enfoque distinto Altendberg, y ool. 1994 encontraron
que las lineas de céncer de mama NCF-? y LZ-8 que expresan la
GP, son incapaces de regular su volumen por la ocarencia de un
canal de cloro activado por hinchamiento.

Puesto que las células NIH-3T3 perteneoientes a la linea nativa
que nho expresa la GP son capaces de regular su volumsn de una
forma muy eficiente, debe conoluirse gque diohas células tienen
otros mecanismos ds transporte de osmolitos que les permiten

disipar el gradiente ocsmético que se establece en soluciones de

' baja osmolaridad. Los experimentos y estudios que a oontinuacién

se describen fueron hechos con intencién de caracterizar las
vias de transporte de los osmolitos responsables del prooeso

regulador del volumen en las células NIH-3T3,

Permeabilidad al sodio y al cloro

El DRV en las células NIH-3T3 tiene lugar précticamente sin
modificaciones ain cuando las células estén expuestas durante
10 minutos a un medio sin oloro en cendiciones isosméticas. Esta

observacién sugiere que la permeabilidad al oloro de la membrana




de las células NIH-3T3 es muy bujllon condiciones isosmbéticas ya
que de lo contrario se esperaria que las células, al quedar
depletadas de cloro intracelular no estarian cupgcitndnl para
regular su volumen, ya que el cloro es un osmolito que funciona
de una innorl preponderante sn el DRV. Otra observacién que
sustenta es consideracién es qQue las células no cambian su
volumen notablemente ci presencia de gramicidina en condiciones
isosméticas. La gramicidina es un 1on6goro de cationes, que en
susencia de sodio, va a movilisar al potasio en favor de su
gradiente de concentracidén. 8i la permeabilidad de la membrana
al cloro en estas condiciones es alta, se esperaria que 1la
salida masiva de KCl de las célulae junto con el agua osmdética,
produciria un decremento siqnitié.tivo en el volumen celular. La
Fig, 2 muestra el resultado de un experimento como éste en las
células NIH-3T3 en las que no se observé una disminucién en el
volumen celular en condiciones isosméticas indicando que 1la
salida de potasio a través de la via de transporte nbiorta‘por
la gramicidina estid notablemente restringida por 1la
impermeabilidad del anién acompafiante (cloro) que dsbe

movilizarse para mantener la electroneutralidad. Los resultados

de estos dos experimentos indican que la permeabilidad al cloro

en las células NIH-3T3 es muy baja en condiciones isosméticas.
Esta gituacién cambia en forma muy marcada al incrementar el

volumen de las célulaa como consecuencia del estimulo
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Fig.2

Efecto de la gramicidina sobre el DRV, Bl procedimiento para
la medida del volumen es como se describe en la rig.i, pero
inmediatamante después del primer minuto, se adicioné
gramicidina (10uM) en lae células en suspensién y los
experimentos siguieron el mismo proceso que los controles. Los
resultados son expresados como volumen relativo y loo valores
son medias t ES de 4 a 6 experimentos.
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hiposmético. Al agregar la gramicidina al momento del méximo
incremento en Volhn-n, se observa una aceleracién muy notable en
el DRV. Esto indica que en condiciones hiposméticas, 1la
permeabilidad de la membrana ql cloro de las células NIH-3T3
aumenta de tal manera que ahora es la permeabilidad al potasio
el factor limitante para ls VQlocidld del proceso de regulacidn
del volumen, Por lo tanto, sl abrir con la grsmicidina uns via
irrestricta a la salida del potasio, ante una permeabilidad muy
alta de la membrana al cloro, se acelera la regulacién del
volumen como se muestra en la Fig. 2. Estos resultados hacen
énfasis en la importancia del canal aniénico en el procese

regulador.

Ccaracterizacidén de la permeabilidad de los canales anidénico y
catiénico activados durante el DRV,

Para examinar la permeabilidad y la selectividad de los canales
catiénico y anidnico que participan en 1la regulacién del
volumen, se tomd como base la observacidén de Grinstein y col. en
el linfocito, que muestra que al incrementar las concentraciones
del potasio extracelular por encima de su concentracién
intracelular, al abrirse 1la via de permeabilidad como
consecuencia del cambio en el volumen, el potasio se moviliza de
acuerdo a su gradiente de concentracién, y entrs a las células,

junto con cloro como anidén acompafiante y el agua osméticamente
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obligada. Con esto se contrarresta la salida de osmolitos
intracelulares f se inhibe la regulacidn del volumen. De acuerdo
a estas consideraciones, cuando ol gradiente de un compuesto que
puede o no funcionar como osmolito, si éste es pctnclblo a
través de la via de transporte que se abre durante el
hinchamiento, va a entrar & la células inhibiendo el DRV. Entre
més répida sea su entrada, 10 que en cierto modo indica uma
mayor permeabilidad, mayor serd o)l efecto sobre el DRV. Cuando
una sustancia no es permeable a través de esta via, aln cuando
se invierta su gradiente deo conccntrlgtén en ol sentido de
favorecer su entrada a la células, no se observaré ningin efecto
de esta manipulacién experimental sobre el DRV,

Siguiendo este paradigma, en las células NIH-3T3 examinamos el
efecto sobre del DRV de incrementar las concentraciones
extracelulares de diferentes aniones y cationes, para medir de
esta forma la selectividad de las vias de transporte sensibles
a hiposmolaridad. La Fig. 3 muestra que, en forma semejante a la
observada por Grinstein en los linfocitos, al reemplasar el NaCl
por RCl o RbCl se inhibié por completo el DRV, observandése que
el volumen de las células se inorementé atGn por encima del
méximo volumen observado durante la exposicién al medio
hiposmético. Cuando el sodio se reemplasd por otros cationes
como el litio y 1a N-metil-D-glucamina, se pudo observar que el

DRV ocurridé en forma muy sisilar a la normal, es decir en
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Efecto del remplazamiento de cationss sobre el DRV en células
NIH3T3. El DRV se midié en medios hiposmédticos con 60mM Qe
NacCl (control) el cual fue reemplasado por concentraciones
aquimolaraes de Li, colina, glucosamina, potasio o Rb todos
como sales de potasio. Los resultados son expresados como
volumen relativo. Los valores son medias & £8 de ¢ 2 6

‘ experimentos. Todos los resultados fueron significativamente
; diferentes del control por P 0.001.
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Fig.4

Efecto del reemplazamiento de aniones sobre el DRV en células
NIH3T3. E1 DRV se midié en medios hiposméticos con somM de
NaCl (control) el cual fue reemplasado por concentraciones
equimolares de las siguientes sales de potasio: como
tiocianato, ioduro, benszcato, nitrato y gluconato. Los
resultados son expresados como volumen relativo. Los valores
son medias & ES de 4 a 8 experimentos.
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presenoia de sodio. Cuando el cation reemplasante fue la colina,
se observé un decremento moderado en la eficiencia del DRV.
Bstos resultados indican que el ocanal catiénico es
moderadaments permeable a la colina mientras que es impermeable
al sodio, muy poco permeable al litio y a 1la N-metil-D-glucamina
y libremente permeable al potasio y al rubidio (Fig. 3).

Cuando se llevé a élbo un experimento, similar pero remplazando
al cloro por una seris de nniénol, se observd que el canal
aniénico a diferencia del catibénico, es muy poco selectivo. La
Fig. ¢ muestra que al reemplasar al cloro por una serie de
aniones, todos como sales de potasio, el decremento del DRV se
inhibié en todos los casos excepto cuando el ion reemplaszante
fue el gluconato. De acuerdo a 10s resultados de la rig. ¢ el
rango de permeabilidad de los aniones a través de la via de
transporte que se abre por hiposmolaridad es el 'iquiintox NOy>

I = Benzoato> Acetato> Tiocianato> Cl1l™>> Gluconato.

Efecto de inhibidores de canales de cloro y potasio

Con el objeto de caracterizar los canales de potasio y cloro
involucrados en la regulacién del volumen en las células NIH-

3T3, investigamos el efecto de férmacos con un efecto inhibidor

conocido sobre canales de potasio y canales de cloro. |

Los inhibidores de canales de potasio, bario, 4-AP y TEA, no

modificaron el DRV, a concentraciones a las que funcionan
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efectivamente como bloqueadores del transporte de potasio a
través de otros canales (Fig. 5). El Gnico inhibidor de canales
de potasio que tuvo un efecto claro disminuyendo la eficiencia
del DRV fue la guinidina. Bste compuesto, a una concentraoién de
imN redujo el DRV en 30.4% (Fig. 3). Bstos resultados indican
que la conductancia ai potasio que se activa por hiposmolaridad
no tiene las caracteristicas farmacolégicas de 10s canales de
potasio conocidos, que son sensibles a los inhibidores gue no
tuvieron efecto sobre el DRV. Es posible, entonces gue el canal
de potasio involucrado en la rsgulacién sea una canal distinto,
ain por caracterizar.

En relacién con los canales de cloro, examinamos el efecto de
compuestos con una accién inhibidora _gonorn. sobre la mayor
parte de los cannlo;. de cloro descritos hassta ahora. Dos de
estos férmacos, el &cido niflGmico y el dipiridamol son
también inhibidores del intercambiador aniénico mientras qus el
DPC, el NPPB y la DDF, no parecen tener efectos distintos de los
inhibidores de canales de cloro. El DDF y el NPPB a
concentraciones de 100uM tuvieron un efecto inhibidor de 1la
eficiencia del DRV de aproximadsments 62% y 75% respectivamente.
Esta inhibicién no se increments al aumentar la concentracién de
los farmacos. En este sentido el 4&cide nifldmico fue el
inhibidor més potente, ya que a concentraciones relativamente

elevadas (300 y 600uM) disminuydé la eficiencia del DRV hasta un
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‘Fig.5

Etgcto de los inhibidores de canales de X' sobre el DRV en
células NIH3T3. Las células se preincubsron durante 5 min. en
medio isosmético con las concentraciones de los férmacos
indicadas y el DRV se midié en medio hiposmético 350%
conteniendo la misma concentracién de los férmacos. Las
células control se trataron en paralelo con el mismo vehiculo
que las experimentales. Los resultados son expresados como el

porcentaje de DRV que en los controles es de 76%. Los valores
son medias ¢ ES de ¢ a 8 experimentos.
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Fig.6

Efecto de los imhibidores de canales de Cl™ sobre el DRV en
células NIN3T3. Las células se preincubaron durante 5 min. en
medio isosmbético con las concentraciones de los féraacos
indicadas y el DRV se midié en medio hiposmético Sox
conteniendo la misma concentracién de los férmacos. las
células control se trataron en paralelo usando el mismo
vehiculo que en los experimentales. Los resultados son
expresados como porcentajes del DRV. Los valores son medias 2
E8S de 4 a 8 experimentos. Todos los resultados fueron
significativamente diferentes del control por P< 0.001.




Bem AR

0. 1 dipiridamol 72v, el DPC fus el inhibidor més débil,
reduciendo la iticionein del DRV nproxin‘dulontc en 38%. (Fig. 6)
El efeoto inhibidor de estos férmacos no se revirtié en
presencia de gramiocidina 10 que indica que se esta ejerciendo
efectivamente sobre la conductancia al clero y no sobre la del

potasio.

La inhibicién observada en presencia de todos eastos férmacos

coincide con la reportada para otros canales de cloro activados

por hiposmolaridad a 10s que se hizo referencia en 1la

introduccién como sl C1C-2, el Igon, el CFTR. Batos inhibidores
también bloquean la funcién de canal activado por
hiposmolaridad en las células NIN-IT3 transfectadas con el gen

MDR1 cuando se mide con técnicas electrofisidlogicas.

Inhibicién del DRV por &cidos grasos. poliinsaturados.

8e ha considerado que el &cido araquidénico podria ser un
mensajero en la transduccién de la sefial del cambio en volumen
Yy la activacién de los canales iSnicosresponsables del proceso
regulador. ta hipStesis fue considerada en un trabaje previo
de nuestro laboratorio en el que estudiamos el efecto del &cido
araquidénico y otros &cidos grasos poliisnaturados sobre el DRV
en astrocitos en cultivo (8anches, y col. 1995). En este trabajo
encontramos, que efectivamente estos compuestos tienen un efecto
inhibidor muy potente sobre el DRV. Este efecto estd restringido
a los &cidos poliinsaturados ya que el 4&cido oleico
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Efecto de los &cidos grasos poliinsaturados sobre el DRV en
células NIH3T3. Las células se preincubaron durante 5 min. en
madio isosmético con las concentraciones de los firmacos
indicadas y el DRV se midié en medio hiposmbtico 50%
conteniendo la misma concentracién de los férmacos. Los .
resultados son sxpresados como porcentaje de DRV. Todos los

resultados fueron significativaments diferentes del control
por P< 0,001,
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(monoinsaturado), el &cido ricinoleico y el écido araquidico
(saturados) no tienen este efecto inhibidor. En ese trabajo
demostramos que el efecto del &cido Araquidénico no esté
relacionado a través de alguna de las vias metabdlicas descritas
para este compuesto ya que la inhibicién de las tres principales
vias de degradacién del &cido araquidénico no revirtié el efecto
inhibidor. Por ello se postuld que estos &cidos grasos estén
actuando directamente sobre 10s canales. De forma semejante a
como observamos en los astrocitos, los 4&cidos qraoél
poliinsaturados tuvieron también un notable efecte inhibider
sobre el DRV en las células NIH3IT3 ( Fig. 7). Al igual que en el
casc de los astrocitos sélo los &cidos grasos poliinsaturados
son los inhibidores eficaces del piocuo de regulacién de
volumen. El mecanismo a través del cual estos compuestos actuian

esta aln sin aclarar.

Dependencia del calcio del DRV )

El DRV en las células NIH3T3 es independiente ds la presencia
de calcio extracelular como se muestra en la Tabla 1. Cuando la
requlacién del volumen se mide en un medio que no contiene
calcio, en presencia de los quelantes. EGTA y BAPTA, la
eficiencia del DRV no se modificé., Para evaluar la posible
participacién del calcio intracelular se utilizé el BAPTA-AM,
darivado esterificado del BAPTA, que es permeable a través de la

membrand, y que una vez en el espacio extracelular es convsrtido
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Tabla 1. Bfecto de la omisién del calcio y los inhibidores de
canales de calcio sobre el DRV en células NINITS,

DRV %
control _ 6.3 ¢ 5.2 ' ;
8in calcio, BGTA 0.5mM 4.9 ¢ 3.4 ﬁ
8in calcio, BAPTA 0.SmM 67.8 2 5.3 ?
Nimodipina S0uM 18.4 £ 3,7 ;
Nimodipina 30uM sin caleio 17.7 £ 1.9 ?
Verapamil 100uM | 61.8 ¢ 2. ;
Verapamil 250uM ' 54.2 £ 4.0 gl
Verapamil SoouM 53.6 % 3.4 ?_'k

Tabla 2. Concentracidén de aminoécidos libres en las células
NIH3T3 en condiciones normales.

a
E
,
!
{
]
i
|
{
i
{
|

Glicina 17.2mM
B-alanina , 2.1mM
GABA 1.40M
Glutamina 2.0mM ;
Taurina ' 5.1mM | i

Valina ' ' 1.9mM . !
Alanina 4.2nM !




por las esterasas en BAPTA, con la misma accidén quelante. Los
trabajos de Valverde y de otros rdportln Que el verapamil, un
inhibidor general de canales de calcio sensibles a voltaje es un
potente inhibidor de los canales de cloro expresados en las
células MIR-3T3 trasfectadas. BEsta afirmacidn fus puesta en duda
on otros trabajos en 1los que este supuesto efecto inhibidor del
veraparmil no fue observado. ln'nucltro sistena, el verapamil en
las concentraciones reportadas por Valverde (100uM) y aGn en
concentraciones més altas, 8610 tuvo una efecto inhibidor débil
reduciendo la eficiencia del DRV en 61.8%. Las dihidropiridinas,
compuestos con un efecto bloqueador sobre los canales de calcio
dependientes de voltaje tipo L, tienen también un efecto
inhibidor sobre el DRV perc este efecto es independiente de su
accién nivel de los canales de calcio y del calcio extracelular
ya que el mismo efecto inhibidor se observa en presencia o

ausencia de calcio (Tabla 1).

Participacién de los amino&cidos libres en el DRV en células
NIH~3T73

Los aminodcidos libres actdan como osmolitos y participan en esa
forma en el proceso de regulacién de volumen en casi todas la
células animales. En este trabajo se midié la concentracién de
aminoficidos libres en las células NIH-3T3 y se examind la

permeabilidad de las vias de transporte que se abren
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como respuesta en el cambio en volumen a los aminofcidos con
mayor concentracién en los fibroblastos. La Tabla 2 muestra las
conoentraciones de los aminoéoidos libres en las

células NIH-3T3. Los aminofoidos més abundantes fueron la
alanins, la 8-alanina, la glicina, la glutamina y la taurina. En
conjunto la concentracién de estos aminodcidos es de 37mM, Yy
representan sl % de la posa total de aminoécidos libres

de las células. En investigaciones atn no publicadas de nuestro
laboratorio, hemos demostrado que estos amino&cidos se liberan
de las células NIH-3T3 en respuests a la estimulacién osmética,
Y en cantidades que estén en funcién de 1la magnitud del
decremento en la osmolaridad. Con el objetivo de conocer la
permeabilidad relativa de estos aminockcidos, utilisamos el mismo
paradigma experimental empleado para investigar la selectividad
de los canales anidnicos y catidénicos, es pocir, incrementar la
concentracién extracelular de los aminodcidos y observar el
efecto de esta maniobra sobre el DRV. De acuerdo & este
procedimiento, como ya se menciond, cuando los amino&cidos sean
libremente permables a través de 1a via de permeabilidad abierta
por el cambio en volumen, el gradiente de concentracién impuesto
va hacer que se acumulon'on las células y contrarresten 1la
salida de los omolitos celulares, inhibiendo asi la regulacién
de volumen. La Fig. 8 ilustra los sxperimentos que muestran que

los aminoficidos miés abundantes en las células NIN-3T3 son
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también los mks permeables a través de la via abierts por el
cambio en volumen. El rango 4e permeabilidad fue Gly> Ala> Tau>
‘GABA> Glutamina. Bstos resultados indican que los aminofcidos
1ibres pueden contribuir moderadamente al procesos regulador en

las células NIH-3T3, junto con el potasio y ‘©oloro.

Los resultados de este trabajo no sustentan la hipbtesis as que
1a GP tenga en si misma 1a funoién de canal de cloro sensible a
volumen. Tampoco fundamentan la sugerencia de Valverds y col. de
que este canal de oloro era més sensible en las células que
contienen la GP. En este tradbajo demostramos las caracteristicas
del canal de cloro que participa en la regulacién del volumen en
las células NIH3T3, son similares desde el punto de vista
farmacolégico y de su selectividad aniénics, a las que se han
encontrado en todns los otros tipos celulares que regulan su
volumen movilizando oi cloroe a través de una ;il conductiva. Es
posible que algunos de los canales clonados hasta la fecha sea
el que participe de manera predominante en la regulacidén de
volumen, ya que se han descrito que varios tipos de estos
canales de cloro sensibles a hiposmolaridad. No se puede excluir
tampoco la posibilidad de que haya un tipo de canal de cloro en
algunas células y otro diferente en otras o adn que en un mismo
tipo celular se expresen y sean. funcionales distintos tipos de
canales de cloro, todos vinoculados con la regulacién del

volumen.
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Efecto del incremento de la concentracidn extracelular de los

amino&cidos sobre el DRV en células MNINITI. Bl DRV se midid en
medio hiposmético $0%, en el cual se resmplazé el NaCl (43mM)

control por una concentracién de 90aN los aminokcidos neutros
y 458M para Glutamato de K o de Ma. LOs resultades son

expresados como volumen relativo. Los valores son medias : BES
de 4 a 8 experimentos.




La conclusiones de este trabajo son:

vl- En esta investigacién se demostrd por primera vex Que las
células NIH-3T3 pertenecientas s la lines nativa que no expresan
ls GP, son capaces de regular su volumesn en forms muy eficiente.
"“, indica que dichas células tlguon otros mecanismo de
transporte de osmolitos que les permiten disipar el gradiente

osmbtico qus se eatablace enh sclucionas d4¢ bajs osmolaridad

2~ Durante el proceso ds ragulacién ds volumen en las células
NIH-3T3 el K* y el C1° se movilisan a través de canales iénicos

separados pero intsrdependisntes.

3= Las caracteristicas de estos canales estudiadas en este
trabajo con un enfoque farmacclégico, indican que son semsjantes

a los de otras células animales independisntemente ds 1la

presencia o ausencia de la GP.

4- E1 DRV en las células NIN-3T3 &8s un proceso indepsndiente

del calcio extracelular como ocurrs sn otros tipos celulares.

5- Los amino&cidos libres pressntes en concentraciones dsl orden
de 40mM en las células NIH-3T3 probablemente participan en el
DRV, de nuevo an forms similar a como ocurrs en cslulas que

pueden o no sxpresar la GP.
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