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INTRODUCCIÓN 

Importancia de la Regulación del Volumen Celular 

Las células animales, a diferencia de las células vegetales y las bacterias, no 

cuentan con paredes rígidas que les permitan resistir diferencias significativas en la 
. , , . 

preslOn osmotlca. 

Por ello, han desarrollado los mecanismos de movilización de osmolitos 

intracelulares que ayudan a contrarrestar los cambios en e! volumen ocasionados ya 

sea por modificaciones en la osmolaridad de! medio externo o por la generación de 

gradientes osmóticos intracelulares (Chamberlain y Strange, 1989; Sarkadi y Parker, 

1991). Entre estas, puede mencionarse el transporte de sustancias nutritivas, la 

secreción, los movimientos de organelos intracelulares (de manera particular, el 

cito esqueleto) y las fases de crecimiento y división celular. 

En todos estos casos se crean gradientes osmóticos microscópicos que dan 

lugar a cambios locales y transitorios en el volumen celular, que deben ser corregidos 

(Sánchez-Olea et al., 1993). 

La capacidad de las células para responder de manera rápida y eficiente ante 

variaciones en la osmolaridad externa mediante mecanismos de regulación del 

volumen celular, es un proceso homeostático que se ha conservado a lo largo de la 

evolución (Chamberlin y St-range, 1989). Esta propiedad es importante para la 

sobrevivencia y funcionamiento de la célula (Macknight, 1988), debido a que una 

variación en la concentración de los solutos intracelulares, producto de una 

modificación en el contenido de agua, puede alterar la morfología celular, el estado 

metabólico y los mecanismos de señalización y comunicación celular (Foskett, 1994; 

Hallows y Knauf, 1994; Alvarez-Leefmmans y Reuss, 1996). El volumen celular 

también interviene directamente en la expresión genética, como señal de crecimiento y 

proliferación celular, y puede actuar como disparador para la iniciación de mecanismos 

de inserción de proteínas de membrana, canales, receptores y transportadores 

(pasantes-Morales, 1996; Mc Manus y Churchwell, 1994). 

3 



Cambios en el volumen celular en condiciones isosmóticas. 

La presión osmótica de una solución se define como "la presión que se debe 

ejercer sobre la solución para contrarrestar cualquier movimiento neto de solventes 

entre la solución y el solvente puro, cuando éstos están separados por una membrana 

semipermeable perfecta" (Morris, 1980). Las soluciones isosmóticas son aquellas que 

poseen una misma presión osmótica con respecto al citosol, mientras que las que 

presentan una presión osmótica diferente a la del interior celular, son anisosmóticas: 

hiposmóticas, si la presión osmótica es menor e hiperosmóticas cuando la presión 

osmótica externa es mayor. 

En condiciones fisiológicas, la mayoría de las células de los organismos 

multicelulares no se encuentran expuestas a situaciones anisosmóticas, (algunas 

excepciones son animales eurihalinos y células renales de animales terrestres). De 

manera similar, algunos tipos celulares como las células epiteliales del intestino y las 

células de la sangre de los capilares intestinales, posiblemente se encuentren en un 

medio hiposmótico después de una ingesta excesiva de agua (Hoffmann y Simonsen, 

1989). 

La osmolaridad de los fluidos corporales de mamíferos es de 

aproximadamente 285 mOsm/l, y solo presenta pequeñas variaciones que no exceden 

de un 3% (Hoffmann y Simonsen, 1989). En condiciones patológicas (hiponatremia e 

hipernatremia), la osmolaridad del plasma puede oscilar entre 220 y 350 mOsm/l, lo 

que resultaría, en ausencia de mecanismos reguladores de volumen, en un incremento 

o disminución del volumen de las células sanguíneas de aproximadamente 30% y 20% 

respectivamente (Macknight, 1983; 1985). 

En el sistema nervioso, las células pueden incrementar su volumen en 

situaciones patológicas asociadas con hiponatremia. También ocurre un incremento en 

el volumen celular como consecuencia de situaciones de isquemia, epilepsia, 

encefalopatía hepática y particularmente durante los traumatismos craneoencefálicos. 

La exposición a compuestos que actúan como mensajeros químicos 

(neurotransmisores), tales como la norepinefrina y la adenosina, también producen un 

aumento en el volumen celular. Igualmente la activación de los receptores sinápticos a 
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los aminoácidos excitadores (ácido glutámico y ácido aspártico), produce aumento en 

el volumen celular (Choi, 1985). Ciertas vías catab61icas en las células, como la 

glucogen61isis y la lip6lisis, pueden también conducir a un incremento en los niveles 

de solutos intracelulares osm6ticamente activos (Kristensen, 1986). Así mismo, el 

metabolismo acelerado de las fibras musculares durante el ejercicio, aumenta los 

solutos intracelulares libres y activa los procesos reguladores de volumen (Saltin et al., 

1987). 

De forma general, puede afirmarse que cualquier proceso que conduzca a un 

aumento en la concentraci6n intracelular de solutos osm6ticamente activos, dará 

como resultado la formaci6n de un gradiente osm6tico y por tanto, un cambio en el 

volumen celular. 

Cambios en el volumen en condiciones anisosm6ticas 

Las membranas celulares son altamente permeables al agua; por ello cuando 

existen diferencias en la concentraci6n de los solutos osm6ticamente activos entre los 

compartimentos intracelular y extracelular, se observan movimientos netos de agua 

que tienden a equilibrar el gradiente osm6tico, con subsecuentes cambios en el 

volumen celular (Lang et al, 1998a). Por esto, las células responden como osm6metros 

perfectos. 

En condiciones isosm6ticas el volumen celular permanece constante, lo que 

indica que la entrada y salida de solutos osm6ticamente activos se encuentra en 

equilibrio, con lo cual se evita la formaci6n de un gradiente osm6tico. Al ser 

expuestas a soluciones hiposm6ticas, las células presentan inicialmente un aumento 

en el volumen celular provocado por la entrada de agua, seguido de una fase lenta de 

recuperaci6n, durante la cual la célula alcanza un valor cercano al volumen original. 

Esta disminuci6n del volumen es consecuencia directa de la pérdida de solutos 

intracelulares osm6ticamente activos, que son acompañados por agua, lo que lleva a la 

disminuci6n de la presi6n osm6tica intracelular; este proceso se denomina 

Decremento Regulador de Volumen (DRV) (figura 1), y ha sido descrito en una gran 

variedad de células animales, incluyendo líneas tumorales (Hoffmann y col., 1988; 
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Strange y Mornson, 1992), células epiteliales (Welling et al., 1983; Davis y Finn, 1985; 

Kirk Y Kirk, 1992), entrocitos (Kregenow, 1981; Cala, 1983), linfocitos humanos 

(Grinstein et al., 1982; Garcia et al., 1991), fibroblastos humanos (Bibby y Mc CuIloch, 

1994), células renales (Roy y Sauve, 1987) y células nerviosas (Olson et al., 1986; 

Kirnelberg, 1985; Pasantes-Morales y Schousboe, 1988). 

De igual manera, al ser expuestas a soluciones hiperosmóncas, las células 

sufren una disminución en el volumen celular como consecuencia de la salida de agua 

en respuesta al gradiente osmónco impuesto. En algunos tipos celulares esta 

disminución inicial del volumen es segulda de una fase de recuperación en la que se 

incrementa el contenido de agua a consecuencia de la acumulación de solutos 

osmóticamente activos. Este proceso de regulación de volumen se conoce como 

Incremento Regulador del Volumen (IRV) (figura 1). 

Encogimiento 
Celular 

Condiciones 
Isosmóticas 

Hinchamiento 
Celular 

Condiciones 
Hiperosmóticas 

IRV 

) 

Osmolitos orgánicos e 
inorgánicos yagua 

Condiciones 
Hiposmóticas 

Figura 1. Respuesta reguladora del volumen ante 
cambios anisosmóncos. IRV (Incremento regulador del 
volumen. DRV (Decremento Regulador de Volumen) 
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Mecanismos de Regulación del Volumen Celular 

La regulación del volumen celular es un proceso complejo que implica varios 

eventos básicos. En primer lugar, la célula debe ser capaz de detectar los cambios en el 

volumen, mediante mecanismos sensores. Posteriormente, a través de señales de 

transducción se activan los mecanismos efectores, para modificar el contenido 

intracelular de solutos en la dirección necesaria para ajustar a la célula al nuevo 

gradiente osmótico (Strange, 1994). Esta movilización ocurre mediante la activación 

de vias de transporte transmembranal. Finalmente, la célula debe contar con un 

sistema de "memoria" del volumen original de la célula, para desactivar los 

mecanismos que se activaron durante el proceso regulador (pasantes-Morales, 1996). 

Señales que activan la regulación del Volumen Celular 

Los mecanismos propuestos como sensores y transductores del cambio del volumen 

celular, son: 

1) De acuerdo con la hipótesis mecánica del sensor de volumen, este se localiza 

en la membrana plasmática o en el cito esqueleto adyacente a la misma y su 

activación pondria en marcha los mecanismos de transporte de solutos que 

subyacen a las respuestas reguladoras. Existen evidencias a favor de que 

algunos canales mecanosensibles conocidos como "cation-nonspecific 

stretch-activated channels" (SACS), presentes en la membrana plasmática, 

constituyen la parte central del sensor de volumen, y en algunos casos de los 

mecanismos efectores. La evidencia proviene de experimentos realizados en 

células en las que se ha logrado detectar, con técnicas electrofisiológicas, un 

aumento en la probabilidad de apertura de estos canales en respuesta a la 

distensión de la membrana cuando la célula aumenta de volumen. 

También se ha propuesto que el citoesqueleto puede ser un 

componente tanto del mecanismo sensor de volumen, como del sistema de 

transducción (Goodman y Zagon, 1986); 
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2) La activaci6n de canales cati6nicos no selectivos sensibles al estiramiento, 

por efecto de la tensi6n mecánica de la membrana. La activaci6n de la 

conductancia a través de estos canales, puede ser parte de los sistemas de 

señalizaci6n que activan los mecanismos de regulaci6n de volumen 

(Christensen, 1987); 

3) Los cambios en la concentraci6n de moléculas señal, presentes en el 

citoplasma, como consecuencia del cambio en el contenido de agua. Tales 

señales pueden formar parte del sistema de transducci6n de señales de 

activaci6n de los efectores. El Ca2+ y e! Mg2+ se han propuesto como 

sensores/transductores primarios asociados con el incremento en el volumen 

producido por soluciones hiposm6ticas. 

La hip6tesis que postula que los cambios en la concentraci6n de! Mg2+ 

libre intracelular, constituye la señal detonante de los mecanismos efectores 

de la respuesta reguladora carece de evidencia experimental s61ida y 

actualmente es controvertida, ya que no se ha demostrado que los cambios 

en el volumen celular se correlacionen causalmente con modificaciones en la 

concentraci6n del Mg2+ y que las respuestas efectoras sean moduladas por el 

Mg2+. 

Por el contrario, en los trabajos de Wong y Chase (1986) se report6 

que un incremento en la concentraci6n de Ca2-t intracelular ([Ca2+ Ji) es una 

caractedstica constante del hinchamiento celular. McCarthyy ONeil (1992) 

sugirieron en sus trabajos que canales de Ca2+ sensibles a voltaje, canales tipo 

SACS y canales cationicos no específicos, son las principales vías para la 

entrada de Ca2+ durante el hinchamiento celular. La inhibici6n de la entrada 

de Ca2+ por bloqueadores de estos tres tipos de canales sugiere que todos 

estos mecanismos pueden estar implicados en la entrada de Ca2+. El Ca2+ 

también puede entrar por canales de calcio activados por metabolitos de los 

lípidos membranales, como fosfatidilinositol 1,3·bifosfato, a través de un 

mecanismo que involucra una proteína G (Tine! et al., 1997). Así mismo, se 



ha reportado que el aumento de calcio intracelular puede ocurrir como 

consecuencia de la liberación del ión de pozas endógenas, principalmente del 

retículo endoplásmico, ya que su vaciamiento con tapsigargina y ácido 

ciclopiazónico previene el incremento en la [Ca2+]i (Fisher et al., 1997; J ena 

et al., 1997; Wu et al., 1997; Tinel et al., 1994; Morán et al., 1997); 

4) El cambio en la concentración de macromoléculas intracelulares también se 

ha propuesto como un posible sensor del cambio en volumen. La hipótesis 

denominada «apiñamiento de macromoléculas" (macro molecular crowding) 

postula que un cambio en la concentración de macromoléculas podría ser la 

señal intracelular que inicie el proceso regulador de volumen, modificando la 

actividad funcional de los transportadores efectores (Minton et al., 1994). Tal 

propuesta se basa en el hecho de que pequeños cambios en la concentración 

total de macromoléculas intracelulares producen grandes cambios en la 

actividad (o en el coeficiente de actividad) de otras macromoléculas. Este 

efecto se caracteriza por un poder amplificador de 10 a 1000 veces. Los 

cambios en la actividad funcional de los transportadores de solutos serían 

consecuencia de la actividad de solutos citoplásmicos, por ejemplo, enzimas 

que modulan la fosforilación de proteínas reguladoras o de los mismos 

transportadores. La hipótesis se derivó inicialmente de estudios realizados en 

fantasmas de eritrocitos en los que se demostró que la regulación del 

volumen celular no depende del valor absoluto del volumen, sino de la 

concentración de proteínas intracelulares. El efecto es inespecífico puesto 

que puede reproducirse con albúmina O hemoglobina. Aunque la posibilidad 

de que el fenómeno de apiñamiento macromolecular tiene un papel 

determinante en la regulación del voJumen celular carece de evidencia 

definitiva (Alvarez-Leefmans y Reuss, 1996). 
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OsmoZitos involucrados en la regulación del Volumen Celular 

Los mecanismos adaptativos de regulaci6n del volumen celular se establecen a 

través de cambios en la concentraci6n intracelular de solutos osm6ticamente activos, 

los cuales son llamados osmolitos. Estos son esencialmente de dos tipos: iones 

inorgánicos, como: Na+, K +, el· y moléculas orgánicas, como aminoácidos, 

polialcoholes y metilaminas. La distribuci6n y la concentraci6n intracelular de los 

principales osmolitos orgánicos varían entre los diferentes tipos celulares, así como, 

las condiciones a las que las células se encuentran expuestas (Kirk et al., 1997). Las 

células de mamíferos, utilizan tres principales grupos de osmolitos orgánicos: 

polialcoholes, como sorbitol (Siebens y Spring, 1989) y mio-inositol; las metilaminas, 

como glicerofosforilcolina y betaína (Nakanishi et al.,1988) y aminoácidos, como 

glicina, glutamina, glutamato, aspartato, GABA y taurina (pasantes-Morales et al., 1993 

Y Kimbelberg et al., 1990). 

Entre los aminoácidos libres, la taurina tiene un papel importante en la 

funci6n osmorreguladora. La taurina es un aminoácido sulfonado (ácido 2-

aminoetasulf6nico), que fue descubierto en la bilis de buey. Se encuentra ampliamente 

distribuido en los tejidos animales y en concentraciones notoriamente elevadas, 

constituyendo hasta el 70 % de la poza total de aminoácidos libres (80 mM en retina, 

28 mM en linfocitos, 60 mM en músculo esquelético y cardiaco). La taurina es inerte 

fisiol6gicamente, ya que no forma parte de la estructura primaria de las proteínas, ni 

participa en el metabolismo primario de la célula üacobsen y Smith, 1968; Pasantes­

Morales et al., 1991); su único papel bioquímico es la conjugaci6n con el ácido c61ico 

para formar el ácido tauroc6lico, y es acumulado en las células por un transportador 

dependiente de N a + • La taurina puede ser considerada como un osmolito ideal, ya que 

al ser inerte metab6licamente, se moviliza dentro y fuera de la célula modificando el 

contenido de agua sin afectar ninguna funci6n celular. También se ha sugerido que la 

taurina podría estar actuando no s610 como osmolito a nivel celular, sino para 

mantener espacios intracelulares en estructuras como el retículo sarcoplásmico, el 

músculo, los canalículos secretores en las glándulas y los espacios discales en los 

fotorreceptores (pasantes-Morales et al., 1998). 
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Movilización de osmolitos en respuesta a cambios de volumen celular en 

condiciones anisosmóticas 

Incremento regulador de volumen 

El incremento regulador de volumen que se activa en condiciones 

hiperosmóticas se caracteriza generalmente por una acumulación inicial de Na + yel-, 

seguida de un intercambio secundario de Na+ por K +, mediante la activación de la 

ATPasa Na + /K +, resultando en ganancia neta de K + Y el-. Los sistemas de transporte 

iónicos más importantes en la acumulación de electrolitos son: el cotransportador 

Na+ /K + /2el- y el intercambiador Na+ /H +; este último, por efecto de la salida de H+ 

de la célula produce un aumento en el pH intracelular y una activación paralela del 

intercambiador el-/He03- (figura 2). En algunas células, la acumulación de 

electrolitos durante el IRV se lleva a cabo por la activación de canales de Na+ y/o 

canales catiónicos no selectivos (Orskov, 1954 y Parker, 1977). La despolarización 

inducida por la entrada de Na + favorece la entrada de el- particularmente en fases más 

tardías. Por otra parte, se ha observado la participación importante de los osmolitos 

orgánicos durante el IVR, viéndose involucrados procesos de síntesis y acumulación 

de osmolitos, como mio-inositol y sorbitol, de aminoácidos, como glutamato, 

glutamina y taurina (pasantes-Morales, 1996), así como, glicerosforilcolina y urea 

(Ballantyne yehamberlain, 1994; Yancey, 1994; Lang et al., 1998a). El proceso en el 

que intervienen los osmolitos orgánicos es más lento, ya que en general, involucra la 

síntesis de nOVO de moléculas transportadoras que son responsables del incremento en 

la concentración intracelular de los osmolitos. Los osmolitos orgánicos pueden ser 

usados preferentemente a los electrolitos (osmolitos inorgánicos) durante el IRV, 

debido que los iones en altas concentraciones, interfieren con la función enzimática. 

A diferencia de los iones, los osmolitos orgánicos aún en altas concentraciones son 

compatibles con la función normal de las macromoléculas (Lang et al., 1998b). En 

virtud de que el presente trabajo se ocupa de cambios de volumen en condiciones 

hiposmóticas, los mecanismos activados durante el IVR no se examinarán con más 

detalle. 
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Decremento regulador de volumen 

En células de vertebrados superiores son principalmente los iones K + Y Cl- los 

que se movilizan en respuesta al incremento en el volumen inicial con el que la célula 

responde a condiciones hiposmóticas. Los sistemas de transporte que intervienen en 

el DRV, son preferencialmente canales de K + Y canales aniónicos. Los 

cotransportadores electroneutros K + /Cl-son utilizados menos frecuentemente como 

mecanismos para la salida de KCl (figura 2). Estos transportadores parecen ser 

activados preferentemente por hinchamiento celular isotónico. Otro mecanismo 

para liberar KCl, es la activación paralela de los intercambiadores K + / 

H+ Y Cl·/ HC03- (Cala, 1983; 

f)RV IRV 
lIzo 

Osmolitos 
orgánicos 

Figura 2. Mecanismos de Regulación del Volumen 
Celular. DRV (Decremento Regulador de! Volumen; 
IRV (Incremento Regulador del Volumen); ME (Medio 
e>.1:race!ular) yC (Gtopl:ísma). 
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Kregenow, 1981). El H+ Y e! HC03" intercambiados por KCI forman C02, que 

difunde al espacio extracelular, por lo que no es osm6ticamente activo (Lang et al., 

1998a). También se ha reportado la participaci6n de! intercambiador Na+/Ca2+ 

funcionando de manera inversa, así como la expulsi6n de Ca2+ a través de la A TPasa 

de Ca2+ , la activaci6n de la A TPasa K + /H + y la A TPasa Na + IK + . De igual manera, la 

entrada de Ca2+ a través de canales cati6nicos no selectivos activa la salida de K + vía 

canales de K + sensibles a Ca2+ . 

El mecanismo utilizado para disminuir los niveles intrace!ulares de CI" y K + 

determina el curso temporal de la recuperaci6n de! volumen. Cuando se encuentra 

involucrado e! sistema de cotransportador K + ICI", el proceso es lento y tarda 

aproximadamente 1 hora, mientras que si se activan los sistemas de intercambio 

C¡'¡HC03" y K + /H + la regulaci6n se completa en 30 minutos y si se activan los 

canales de K+ y CI", e! volumen inicia su recuperaci6n en un tiempo de 10 a 15 

minutos (Lauf, 1985). 

Mecanismos de movilizaci6n de los osmolitos en el DRV 

Movilización de K+. 

La salida de K + asociada al DRV no está bien caracterizada, aunque se sabe 

que es una vía cati6nica selectiva para K +, insensible a 4-aminopiridina (4-AP) y 

tetraetil-amonio (TEA) (pasantes-Morales et al., 1994a), sensible a quinidina, bario 

(Ba2+) y cesio (Morales-Mulia, et al., 1998). De hecho, no está bien definida la 

existencia de un canal de K + activado exclusivamente por e! cambio en e! volumen. Es 

posible que una proporci6n importante de los movimientos de K + asociados al DRV 

ocurra a través de canales que se activen por algunos de los fen6menos concurrentes 

con el hinchamiento, tales como incremento en la concentraci6n intracelular de Ca2+, 

cambios en la organizaci6n del citoesque!eto, fosforilaci6n de varias proteínas y la 

expresi6n de algunos genes (Ninning et al., 1997; Tilly et al., 1996). El hinchamiento 

también afecta el potencial de membrana de acuerdo a la naturaleza y cinética de la 

corriente activada. En muchas células, la salida de Cl· producida por hinchamiento 
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(Sánchez-Olea et al., 1990) conduce a una despolarización, que podría activar canales 

de K + activados por voltaje (Kv) los cuales son candidatos a ser las vías por las que e! 

K + sale de las células. La evidencia que respalda esta hipótesis, proviene de estudios en 

linfocitos T, los que carecen de la habilidad de regular su volumen, y que al ser 

transfectados con e! gen de los canales Kv 1.3 adquieren esa propiedad (Deutsh y 

Chen, 1993). Por esto, es posible que el K + se movilice en respuesta a esos cambios en 

vez de o además de una respuesta exclusivamente al cambio en volumen. 

Movilización del Cl-. 

La movilización de! Cl- durante el DRV se lleva a cabo por vías e!ectrogénicas 

constituidas por canales aniónicos que han sido estudiados con detalle. Estudios 

e!ectrofisiológicos de fijación de voltaje han demostrado que e! Cl- sale de la célula 

por una vía difusional. Esta vía aniónica es permeable a un gran número de aniones 

incluyendo los de gran tamaño como benzoato, tiocianato y sulfato (pasantes-Morales 

et al., 1994a). Los canales de Cl- activados por hinchamiento presentan varias 

propiedades electro fisiológicas, presentando una corriente rectificadora saliente, 

inactivación dependiente de voltaje (con potenciales de membrana mayores a +60 

m V), activación dependiente de ATP y Mg2+ intracelular Gackson et al., 1994), 

conductancia unitaria de 35-40 pS Gackson and Strange, 1995a,b), así como la 

siguiente selectividad aniónica SCN- > r- > N03- > Br > Cl- > F- > isotionato > 

gluconato. Los inhibidores generales de canales de Cl- como el ácido niflúmico, el 

DIDS (4-4, diisothiocynato-stilbeno-2,-disulfónico ácido), el NPPB (5-nitro-2-[3-

phenylpropylamino 1 benzoico ácido), la DDF (1-9-dideoxyforkolina), el tamoxifen, e! 

dipiridamol, el ácido araquídonico, y otros ácidos grasos presentan un efecto inhibidor 

en los flujos de Cl- activados por hinchamiento. A pesar de que las propiedades 

electro fisiológicas y la sensibilidad farmacológica de estos canales se conocen con 

detalle, no se ha podido establecer su identidad molecular. 

Una serie de canales de Cl- pertenecientes a la familia crc han sido clonados 

recientemente: CLC-O, CLC-l, crC-2 crC-3, crC-4, erc-s, crC-6, CIC-7,CIC-Kl y 

el CrC-K2) (Brandt y ]entsch, 1995), y algunos de ellos se activan por 
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hiposmolaridad. Sin embargo, sus características electrofisiol6gicas y su perfil 

farmacol6gico no corresponden con los del canal activado durante e! DRV. Otras 

moléculas que se han postulado como posible vía de movilizaci6n del CI- durante e! 

DRV son la glicoproteína-P, la PIein y la VDAC (canal ani6nico dependiente de 

voltaje). 

La glicoproteína-P pertenece a la familia de los transportadores ABC (A TP­

binding-cassette, es decir presenta una secuencia consenso para unir ATP). Se ha 

sugerido que puede servir como un canal ani6nico activado por hinchamiento y/o 

como proteína reguladora de! canal. Esta interpretaci6n ha sido cuestionada por 

trabajos que muestran que no existe correlaci6n entre los niveles de expresi6n de la 

glicoproteína-P y la actividad del canal activado por hinchamiento, así como la 

existencia de tipos celulares que presentan corrientes de CI- activadas por 

hinchamiento sin tener glicoproteína-P y viceversa, las que aún, expresando esta 

proteína, no presentan el canal de CI- sensible a volumen (Mc Ewan et al.,1992). 

La PIel. tiene 235 aminoácidos y fue clonada originalmente de las células 

MDCK (Paulmichl et al., 1992). Está ampliamente distribuida en varios tipos de 

células y su secuencia de aminoácidos se encuentra altamente conservada. Cuando la 

PIel. es expresada en ovocitos de Xenopus genera una conductancia de Cl- con 

características similares a la del canal ani6nico y a la de osmolitos activados por 

hinchamiento. Sin embargo, estudios subsecuentes demuestran que la PICln está 

principalmente localizada en el citoplasma, lo cual lleva a la suposici6n de que puede 

servir como regulador citos61ico del canal activado por hinchamiento más que como 

un canal por sí mismo (Ackerman et al., 1994). Paulmich y sus colegas han descrito 

resultados preliminares que indican que aunque la PIeln esta normalmente en el 

citosol, migra a la membrana en respuesta al hinchamiento osm6tico. Con base en 

estos resultados Paulmichl (1996) ha propuesto un modelo de "anclaje-inserci6n" que 

puede acoplarse a muchos de los datos obtenidos. 

El canal ani6nico dependiente de voltaje (VDAC), es un canal parecido a una 

porma y se ha encontrado formando parte de la membrana externa de las 

mitocondrias en eucariontes_ Recientemente se ha descrito que VDAC se encuentra 
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también en la membrana plasmática de ovocitos de Xenopus y e! anticuerpo anti­

VDAe de linfocitos humanos inhibe los flujos i6nicos activados por hiposmolaridad 

en estas células (Reyman et al, 1995). 

Movilización de osmolitos orgánicos 

Los mecanismos responsables de los ajustes en la concentraci6n de los 

osmolitos orgánicos en respuesta a los cambios de volumen, no están de! todo 

aclarados. Se ha demostrado que la exposici6n de diferentes tipos celulares a medios 

hiposm6ticos produce un incremento en los flujos de taurina y de otros aminoácidos a 

través de la membrana, así como de polialcoholes y metilaminas. La salida de taurina y 

de mio-inositol, no ocurre por la vía del cotransportador dependiente de Na + , lo cual 

es sustentado por las siguientes evidencias: 1. la salida de los osmolitos es 

independiente de Na+ e insensible a bloqueadores del transportador, como la florizina 

en el caso del mio-inositol (Sánchez-Olea y col., 1991; Strange et al., 1994); 2. la 

salida de los osmolitos es un proceso difusional, por lo que e! movimiento de los 

mismos, s610 depende de su gradiente de concentraci6n; así, en una situaci6n normal 

en donde la concentraci6n intracelular excede a los niveles extracelulares, se observa la 

salida de osmolitos, pero si los niveles extracelulares rebasan a los intracelulares, los 

osmolitos se acumulan en la célula (Pasantes-Morales et al, 1994b; Sánchez-Olea et al., 

1991); 3.la salida de osmolitos activada por hiposmolaridad no es saturable (Sánchez­

Olea et al., 1991; González et al., 1995). 

Evidencias recientes sugieren que la vía difusional de los osmolitos orgánicos 

pudiera ser un canal ani6nico (pasantes-Morales, 1996). La vía de movilizaci6n de los 

aminoácidos se inhibe por bloqueadores de canales de el· como el DIDS, el 

dipiridamol, el NPPB, la DDF, los ácidos grasos poliinsaturados y el ácido niflúmico 

(Sánchez-Olea et al., 1993; Sánchez-Olea et al., 1996; Pasantes-Morales et al., 1994a). 

Estos resultado han sugerido la posibilidad de que los osmolitos orgánicos se 

movilicen a través de la misma vía que el el·, es decir, mediante alguno de los 

mecanismos antes mencionados. En el caso particular de la taurina se han sugerido 

además otras dos posibles Vlas: la banda 3, que es la principal proteína constituyente 
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de la membrana plasmática de los eritrocitos de muchas especies de vertebrados y 

tiene su parte hom610ga en otros tejidos. Este es un sistema de intercambiador 

ani6nico e!ectroneutro (el-/He03-) pero también puede funcionar como un canal 

unidireccional de el- activado por volumen. La observaci6n de que los inhibidores 

clásicos de! intercambiador ani6nico inhiben e! movimiento de osmolitos y las 

corrientes de el- activadas por volumen sugerirían que la banda 3 está involucrada 

como vía osmosensible de translocaci6n (Goldstein et al., 1990; Goldstein y Brill, 

1991; García-Romeu et al., 1991; Motais et al., 1991, 1992). Es posible que existan 

isoformas de la banda 3 con esta actividad y otras desprovistas de ella_ Se ha reportado 

que en ovocitos de Xenopus la expresi6n de la banda 3 de los eritrocitos de trucha 

induce una actividad de canal de el- activado por hinchamiento, así como un 

incremento en la permeabilidad de la taurina, a diferencia de la banda 3 de los 

eritrocitos de rat6n cuya expresi6n en los ovocitos no genera ningÚn cambio (Fiévet y 

col., 1995). 

Otro candidato para ser una vía osmosensible en particular de la taurina es e! 

fosfolema. El fosfolema es una proteína de 72 aminoácidos que cuando es 

reconstituida en bicapas lipídicas forma canales ani6nicos con una aparente 

permeabilidad a la forma aniónica de la taurina 70 veces mayor que la de! el-. U na de 

sus propiedades particulares es que el canal formado por e! fosfolema cambia de 

configuraci6n, permitiendo el paso de cationes o aniones. Esta característica explicaría 

e! paso de zwiteriones como la taurina. Está proteína es por tanto un candidato muy 

s6lido para ser la vía de transporte de taurina regulado por volumen (Moorman et al., 

1995). 

Volumen celular en el cerebro 

El edema cerebral representa un cuadro clínico severo, asociado a numerosas 

patologías. La causa directa de gravedad clínica subsecuente al edema es la restricci6n 

que impone e! cráneo a la expansi6n de! tejido cerebral (Pasantes-Morales, 1996), lo 

cual provoca un incremento casi inmediato de la presi6n intracraneal, 

comprometiendo la irrigaci6n sanguínea y provocando episodios de isquemia, 
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seguidos de muerte neuronal y daño permanente. Los cambios patolÓgicos en el 

edema cerebral pueden ser agrupados en dos categorías: citotÓxicos, que ocurren en 

patologías como isquemia, encefalopatía hepática, excitotoxicidad, hipoxial anoxia, 

epilepsias, estrés oxidativo y trauma craneoencefálico; y anisosm6ticos, ocasionados 

por alteraciones en la tonicidad del plasma como hiponatremia, síndrome de secreci6n 

inapropiada de hormona antidiurética, intoxicaci6n por agua, uso inapropiado de 

diuréticos, deshidrataci6n y diabetes insípidus. 

La hiponatremia ocurre como resultado de pérdida de Na+ en el fluido 

extracelular, así como por una inapropiada secreci6n de la arginina vasopresina 

(T rachtman, 1992) o por una falla renal que conlleva a una pérdida de sales en el 

fluído cerebral, y una disminuci6n en el fluído extracelular (Harrigan, 1996 y Zafonte, 

1997). La hiponatremia cr6nica se desarrolla de manera incidental en un periodo 

indefinido de tiempo y con frecuencia los pacientes permanecen asintomáticos. En la 

hiponatremia aguda se produce edema cerebral y severas alteraciones neurol6gicas; sin 

embargo, en la hiponatremia prolongada, el edema no es tan severo debido a los 

mecanismos de ajuste en el contenido de electrolitos y osmolitos celulares que ocurren 

muy probablemente a través de los mecanismos de regulaci6n del volumen celular que 

se investigan en el presente trabajo. 

Decremento regulador de volumen en células nerviosas 

El DRV ha sido estudiado principalmente en células en cultivo, Hneas 

celulares, neuronas y células gliales (pasantes-Morales y $chousboe, 1988; Pasantes­

Morales et al., 1994b, 1994c; Pasantes-Morales et al., 1997). En células de cerebro en 

cultivo (astrocitos y neuronas), el DRV es un proceso rápido que requiere entre 15 y 

30 minutos, después del choque hiposm6tico para completarse. Consiste de una fase 

inicial que ocurre durante los primeros 5-6 minutos después del hinchamiento, seguida 

de una fase lenta que dura alrededor de 10 minutos, en la cual la célula recobra su 

volumen original, con una eficiencia que es proporcional a la magnitud del 

decremento en la osmolaridad y del tipo celular. El DRV es la consecuencia de la 

salida de solmos intracelulares osm6ticamente activos. (pasantes-Morales et al., 1998). 
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El DRV en células nerviosas es esencialmente independiente de temperatura y 

Na+ (Pasantes-Morales et al., 1994a), no se afecta por inhibidores de los 

cotransportadores de osmolitos orgánicos e inorgánicos, como bumetanida, 

furosemida y florizina. Es sensible a bloqueadores de canales de Cl-, tales como el 

NPPB, el DDF, el dipiridamol y el ácido niflúmico. Se ha observado también que el 

DRV es dependiente de Cl- s610 en células C6, no así en neuronas y astrocitos 

(Pasantes-Morales et al., 1993, 1994a). También es insensible a inhibidores de canales 

de K +, como 4-AP y TEA. 5610 el bario y la quinidina presentan un efecto inhibidor 

(Morales-Mulia et al., 1998). Los ácidos grasos poliinsaturados, como el ácido 

araquídoruco, ellinoleko y ellinolénico se cuentan entre los más potentes inhibidores 

del DRV (Sánchez-Olea et al., 1996). Tal efecto no es mediado por la cascada 

metab61ica del ácido araquídonico (pasantes-Morales, 1996). 

En neuronas y astrocitos en cultivo, el curso temporal de liberación de los 

principales osmolitos: K +, Cl- y aminoácidos es marcadamente diferente. La salida de 

Cl- es activada inmediatamente después del aumento de volumen e inactivada en 

menos de 80 segundos. La liberaci6n de taurina tiene un comportamiento más cercano 

a los cambios en el volumen celular, alcanzando un máximo de activaci6n alrededor 

de 1 minuto después de la exposici6n al medio hiposm6tico, seguida por una 

inactivaci6n en los 2-3 minutos subsecuentes. En cambio, la salida de K + muestra un 

curso temporal lento, con una máximo de activaci6n de aproximadamente 2 minutos, 

seguido de una meseta de 2-5 minutos antes de comenzar la fase de inactivaci6n 

(figura 3). En astrocitos en cultivo, una proporci6n de 30 - 80 % de la poza celular de 

aminoácidos activos como osmolitos es liberada en respuesta a medios 50% 

hiposm6ticos (150 mOsmolas/l). La proporci6n de K + liberado es de 21%, pero 

teniendo en cuenta que la concentraci6n intracelular de i6n es muy alta, esto 

representa un aporte sustancial al proceso de ajuste osm6tico. Frecuentemente se ha 

observado que un incremento en la salida de K +, obtenido por diferentes 

procedimientos experimentales como la presencia de ion6foros, incrementa la 

velocidad y la eficiencia del DRV (Pasantes-Morales et al., 1998). 
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Las vías de movilización de los osmolitos en células nerviOsas tIenen 

características similares a las descritas en la sección general de está introducción. De 

hecho los estudios en células nerviosas han contribuido muy significativamente al 

avance del conocimiento que hoy se tiene de estas vías (pasantes-Morales, 1996). 
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Figura 3. Curso temporal de la liberación de osmolitos 
inducida por hinchamiento osmótico en astrocitos de cerebelo 
en cultivo. Las células fueron incubadas con trazadores 
radioactivos, "Rb (como trazador de K +), 1251 (como trazador 
de Cl'), 'H-taurina y 'H-mio-inositol, se lavaron y 
perfundieron a 1 ml! min con medio isosmótico por 4 mino 
Al mino 5la perfusión continuó con medio hiposmótico 50% 
(pasantes-Morales et al., 1998). 
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ANTECEDENTES DIRECTOS Y OBJETIVOS 

Los mecanismos de regulación del volumen celular han sido principalmente 

estudiados en respuesta a cambios súbitos de osmolaridad. Tales modificaciones en el 

medio no corresponden en magnitud y velocidad a los cambios en la osmolaridad del 

medio extra celular que ocurren en condiciones fisiológicas o patológicas. Por ello se 

ha diseñado un paradigma experimental consistente en exponer a las células a cambios 

graduales y continuos en la osmolaridad. Este modelo es sin duda, más cercano a 

situaciones que ocurren en vivo, como en condiciones de hipotonicidad del plasma a 

consecuencia de una hiponatremia, que impone un gradiente osmótico al cerebro. Las 

células nerviosas reaccionan a está situación activando los flujos de electrolitos y 

osmolitos orgánicos. El paso inicial consiste en una rápida liberación de Na + , K + Y Cl·, 

lo cual es detectable en 3-24 horas de! inicio de la hiponatremia, esto provee un rápido 

mecanismo para contrarrestar e! edema cerebral (Melton et al., 1987). En un segundo 

paso, se presenta una disminución en los osmolitos orgánicos (Thurston et al., 1980; 

Trachtman et al, 1991; Lien et al., 1991; Verbalis and Gullans, 1991; Sterns et al., 

1993). 

En estudios realizados en células de túbulos proximales de riñón (S2) (Lohr y 

Grantham, 1986), en una línea celular de nefrona distal (A6) (Van Driessche et al., 

1997) y en células de glioma de rata (C6), se demostró que cuando la osmolaridadde! 

medio extra celular cambia.1enta y gradualmente las células tienen la capacidad de 

mantener su volumen. Este fenómeno fue denominado regulación isovolumétrica 

(RIV). 

La RIV ocurre dentro de un rango de osmolaridad muy amplio, entre 300 a 

440 mOsm/l en células S2 (Lohr y Grantham, 1986). Los mecanismos que subyacen a 

esta regulación se han estudiado sobre todo en el rango de condiciones 

hiperosmóticas. En este caso, el mecanismo de regulación de volumen se efectúa 

mediante la acumulación de solutos orgánicos a través de la activación de 

cotransportadores dependientes de Na+ y la entrada de electrolitos por medio del 

cotransportador Na+ /K +/2Cl' y de la bomba Na+/K + (Lohr et al., 1989; Mountian y 

Van Driessche, 1997; Van Driessche, 1997). En el caso de cambios de osmolaridad 

21 



decrecientes, el mecanismo no se conoce, pero podría llevarse a cabo mediante la 

pérdida de osmolitos por mecanismos que pueden ser similares de los que se activan 

durante el DRV (Lohr, 1990; Van Driessche et al., 1997). Es interesante hacer notar 

que no todas las células responden de la misma manera a estas condiciones, ya que en 

un estudio en eritrocitos se encontró que estos no presentan RIV (Godart, 1999). Por 

ello, es importante determinar si otros tipos celulares, particularmente en el cerebro, 

tienen está capacidad. 

Con estos antecedentes, el objetivo del presente estudio fue establecer si las 

neuronas (usando como modelo las células granulares de cerebelo) presentan 

regulación isovolumétrica. En una aproximación inicial al conocimiento de los 

mecanismos responsables de está regulación, se caracterizó la liberación de osmolitos 

orgánicos (aminoácidos osm6ticamente activos) en respuesta a cambios graduales y 

continuos de osmolaridad y se evaluó el impacto de esta movilización sobre la RIV. 
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METODOLOGÍA 

Cultivos celulares 

Los cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo de 1 de un día in 

vitra se obtuvieron de acuerdo al método descrito por Morán y Pate! (1989). 

Brevemente, las células se aislaron de! cerebelo de ratas de 8 dfas de edad por 

disociación enzimática. Se sembraron a una densidad de 265 x 103 células/ cm2 en 

cajas petri de plástico de 35mm, previamente cubiertas con poli-L-lisina (5 ¡.¡g/ml, 

MW > 300,000) como sustrato y citosina arabinosa (10 ¡.¡M) aproximadamente 20 h. 

antes de sembrar. El medio de cultivo consiste de medio basal Eagle (Sigma, St Louis, 

MO) suplementado con 10% de suero fetal de ternera inactivado por calor (Gibco, 

Grand Island, NY), glutamina 2 mM, penicilina 50 U/mi y estreptocimina 50 ¡.¡g/ mI. 

Las cajas de células se mantuvieron a una temperatura constante de 37°C, en una 

atmósfera húmeda (5% de C02/ 95% aire). 

El enriquecimiento del cultivo en neuronas fue determinado mediante un 

anticuerpo policlonal contra una enolasa especifica de neuronas (Dakopatts, Dako, 

Carpinteria, CA). De acuerdo con este procedimiento se observó que la proporción de 

neuronas en cultivo es de 95-97%. La proporción de las células no neuronales fue 

estimada en 2-3% de células gliales y 1-2% de células endote!iales y fibroblastos 

(Morán y Patel, 1989). 

Para medir e! volumen celular, las neuronas granulares de cerebelo fueron 

sembradas a baja densidad (200 x 103 células/ cm2) y crecidas sobre cubreobjetos, en 

las condiciones descritas. 

Sistema generador de un gradiente osmótico 

Para generar un cambio gradual de osmolaridad a una tasa determinada 

(gradiente osmótico), se utilizó un dispositivo que consiste en dos vasos de vidrio con 

la misma capacidad de volumen (C I y C2 en la figura 4), interconectados en la base por 

un tubo con una válvula de interrupción. 
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Figura 4. Sistema de perfusión acoplado a un sistema de 
vasos comunicantes (Lohr y Grantham, 1986) 

Ambos vasos se llenaron con el mismo volumen de medio. El recipiente C2 

contiene medio isosm6tico (300 mOsm/l) a partir del cual se genera la reducci6n 

continua de la osmolaridad, al irse mezclando gradualmente con el medio hiposm6tico 

(150 mOsm/l) del contenedor Cl. La tasa de cambio o reducci6n en la osmolaridad 

te6rica fue calculada por medio de la ecuaci6n (1) (Mountian y Van Driessche, 1997). 

n2 = - (n02 - n¡) ~ t + n02 
2Vo 

(1) 

Donde 1t°2 es la osmolaridad inicial en C2 (300 mOsm/l), nI es la osmolaridad 

de! medio en el (150 mOsm/l); P es la velocidad de perfusi6n de la bomba peristáltica 

(2 ml! min) y Vo es el volumen en C l y C2 al comenzar el decremento osm6tico. Con 

esta tasa de cambio (-1.8 mOsmol/min), al término de 82 min.la osmolaridad en el 

vaso C2 se redujo en 150 mOsm. 

Para probar el funcionamiento del sistema generador del gradiente, se colectaron 

muestras cada minuto del medio de perfusi6n y se midi6 la osmolaridad en cada 

muestra por medio de un osm6metro de punto de conge!aci6n (Osmette A. Precision 

Systems ¡nc). 



Cambios en el Volumen Celular 

Los cambios en el volumen celular fueron determinados en neuronas 

granulares de cerebelo cultivadas sobre cubreobjetos, por un método 

espectrofluorométrico, basado en la descripción de los grupos de Crowe (1995) y 

AItamirano (1998) (figura 5). En este estudio se utilizo al fluoróforo calceina-AM para 

determinar los cambios en el volumen de agua intracelular, por medio del cambio en la 

concentración intracelular del fluoróforo. Las células fueron incubadas con calceina­

AM 1 ¡.1M por 15 mino a temperatura ambiente. Después de este tiempo, el exceso de 

calceina-AM se eliminó mediante lavados sucesivos con medio sin el fluoróforo. Las 

células se colocaron en una cámara de perfusión, para posteriormente ser observadas 

en un microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon Diaphot TMD,Japón), unido 

a un espectrofluorómetro (SLM Aminco DMX-1000, Urbana IL). La longitud de onda 

de excitación fue fijada a 497 nm. Las imágenes se transmitieron por medio de una 

cámara CCD (C2400, Hamamatzu, Japón) a una computadora personal, donde las 

imágenes de la fluorescencia se analizaron con el Software Biolase Imaging System 

(Newton, MA). 
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Figura 5. Método espectrofluorométrico para determinar el 
volumen celular, utilizando calceina-AM como fluoróforo, 
basado en la descripción de Crowe et al (1995) Y Altamirano 
et al. (1998). 
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Para el desarrollo experimental que permita estudiar los cambios en el 

volumen, las células fueron expuestas a una de las dos condiciones de estimulación 

hiposmótica, de acuerdo los siguientes protocolos de estimulación. En el primero, se 

perfundieron las células con medio isosmótico y se expusieron a cambios súbitos de 

osmolaridad (hiposmótico ó hiperosmótico, 30 % para ambos casos) durante 15 mino 

Las imágenes de la fluorescencia se obtuvieron cada 30 segundos hasta los 7 min., 

posteriormente cada 5 mino En el segundo protocolo, las células fueron perfundidas 

inicialmente con medio isosmótico y enseguida expuestas a un medio gradualmente 

hiposmótico a una tasa de -1.8 mOsmll/min., hasta obtener una osmolaridad 

externa de 150 mOsm/l (50 % hiposmótico). Las imágenes de la fluorescencia se 

colectaron cada 10 mino En ambos protocolos, se determino el cambio de volumen en 

controles perfundidos con medio isosmótico. 

Los experimentos se realizaron un medio isosmótico (300 mOsm/l), 

conteniendo(en mM): 135 NaC!, 1.0 CaCh, 1.17 MgCh, 1.17 KH2P04, 5 KCI, 5 

glucosa y 10 HEPES (pH 7.4). Los medioshiposmóticos se prepararon reduciendo la 

concentraci6n de NaCl a 94.5 y 67.5 mM (30% Y 50% hiposmótico respectivamente). 

La osmolaridad se verificó por medio de un osmómetro de punto de congelación. 

Los cambios en el volumen celular (V/Va) se calcularon a partir de las 

medidas en fluorescencia relativa (F,/Fo), de acuerdo a la ecuación (2) (Crowe et al., 

1995): 

(2) 

donde Fa es la fluorescencia de una célula en medio isosm6tico control, teniendo una 

presión osmótica no; F, es la fluorescencia de la misma célula en un medio de presión 

osmótica nI; Fbkg es la fluorescencia de fondo; Va es el volumen de agua de la célula 

en un medio con presión osmótica no y V, es el volumen de agua de una célula en un 

medio con presión osmótica nI. Fbkg incluye la fluorescencia intrínseca de la célula y el 

componente insensible osmóticamente de la fluorescencia en las células marcadas con 

el fluoróforo. Fbkg fue calculada de acuerdo a lo descrito por Crowe y colaboradores 
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(1995), a partir de la intercepción con e! eje-y de una gráfica Fo/F, vs. ltoht" de 

diferentes células expuestas durante 15 mino a medios con 450, 390, 300, 210 Y 150 

mOsm/l. El valor numérico obtenido fue 0.6. Para cuantificar los cambios en el 

volumen debidos a la exposición a un gradiente osmótico, Fo y F, fueron inicialmente 

determinadas, midiendo a diferentes tiempos la fluorescencia de las células 

perfundidas con medio isosmótico y con e! gradiente osmótico, respectivamente. Los 

puntos experimentales fueron ajustados a una regresión lineal para corregir e! 

decaimiento en la señal de fluorescencia debida al escape de la coloración y al 

fotoblanqueamiento. Los datos Fo y F, obtenidos de está manera fueron utilizados en 

la ecuación (2) para calcular los datos de! volumen V/Vo. 

Liberación de aminoácidos 

Las células se incubaron durante 60 min. en el medio isosmótico conteniendo 

aminoácidos marcados radiactivamente: 3H-taurina (3.0 J.lCi/mI), 3H-D-<lSpártico (0.5 

J.lCi/ml), 3H-glicina (3.0 J.lCi/ mI) y 3H-alanina (5.0 J.lCi/mI). Después de la incubación, 

las células se lavaron para eliminar e! exceso de radioactividad, con un medio 

isosmótico durante 18 mino a una velocidad de perfusión de 2 mI/ mino A continuación 

se colectaron alfcuotas de! mismo medio de perfusión a una tasa de 2 mI/ mino 

Después de 6 mino en un medio isosmótico la perfusión continuó durante 82 mino 

bajo gradiente osmótico. Las alícuotas fueron colectadas directamente en viales y las 

células se desprendieron de las cajas para cuantificar la radioactividad remanente. La 

radioactividad remanente y de las alícuotas se cuantificó por espectrometría de 

centelleo líquida. 

Los resultados de los experimentos anteriores se expresaron como tasa de 

liberación (f), de acuerdo a la siguiente ecuación: 

F = AI(t+At) 
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donde A es la radioactividad pérdida en el intervalo t y At es la diferencia entre el total 

de la radioactividad acumulada por las células durante la incubación y la radioactividad 

liberada al tiempo de perfusión dado (Sánchez-Olea et al., 1991). 

Cuantificación de aminoácidos endógenos 

Para corroborar los resultados obtenidos de los experimentos de flujos, se 

medió el contenido endógeno de aminoácidos en las células después de ser expuestas 

al gradiente osmótico o a un medio isosmótico, al terminar el experimento las células 

se desprendieron de las cajas con 150 ¡.Ü de agua bidestilada, y la suspensión fue 

homogenizada y sonicada en alcohol al 70%; posteriormente, se centrifugó a 500 rpm 

durante 5 min., recuperando el sobrenadante para después filtrarlo. El contenido de 

proteína en la muestra se cuantificó por medio del método Bradford (Bradford, 1976). 

Los aminoácidos contenidos en la muestra filtrada se cuantificaron por HPLC y el 

resultado se expresó como nmolas de aminoácidos por mg de proteína. 

Materiales 

Los aminoácidos radioactivos (3H-taurina, 3H-D- aspartato, 3H-glicina, 3H­

alanina) fueron adquiridos a New England Nuclear, Boston, MA. Las sales, glucosa, 

HEPES, EGTA-AM y EGTA fueron adquiridas a Sigma Sto Louis MO. El ácido 

niflúmico y la calceina-AM fueron adquiridos a Research Biochemical International. 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Sistema generador del gradiente osmótico 

En esta primera etapa de! trabajo se probó e! funcionamiento de! sistema 

generador de gradiente osmótico descrito en la sección de métodos, calculando la 

osmolaridad del gradiente generado y colectando cada minuto fracciones del medio 

perfundido. Posteriormente, se midió la osmolaridad de las muestras colectadas y se 

calculó la tasa de cambio en la osmolaridad del medio en e! sistema de gradiente 

osmótico. Con estos resultados se construyó la gráfica que se muestra en la figura 6. 
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Figura 6. Cambios en la osmo1aridad del medio generada 
por el gradiente osmótico. La tasa de cambio real (.) fue 
de -1.76 ± 0.0857 mOsm/min., a una velocidad de 

2mll mino La tasa de cambio teórica (e) fue de -1.8 
mOsm/min. Al final del tiempo de análisis (75 min.) la 
osmo1aridad del medio alcanzó las 163 mOsm. 
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La tasa de disminución de osmolaridad del sistema fue de -1.76 ± 

0.0857mOsm/ mino y la tasa de disminución teórica obtenida por la ecuación 

establecida por Mountian y Van Driessche (1997) fue de -1.8 mOsml mino Con estos 

resultados consideramos que queda validado el método para generar el gradiente de 

osmolaridad necesario para el propósito de la investigación. 

Cambios en el volumen celular 

En esta etapa del trabajo se expUSIeron las células a condiciones 

anisosmóticas o a una disminución gradual en la osmolaridad. En la figura 7, se 

muestra el cambio en el volumen relativo 01t/Vo), obtenido del cálculo de la 

fluorescencia relativa (FJFo) como se describe en la metodología. Las neuronas 

expuestas a soluciones 30 % hiposmóticas (210 mOsm/l) exhibieron el incremento 

característico en el volumen celular. El incremento máximo (28 %) se alcanzó entre 

los 2-5 mino posteriores al estímulo, seguido por la fase de corrección de volumen 

característica de estas células (DRV) (figura 7 A) (pasantes-Morales et aL, 1994). El 

mismo tratamiento pero con soluciones hiperosmóticas (350 mOsm/l), produjo el 

encogimiento característico en las células, con un máximo de disminución (25 %) en 

los 5-7 mino posteriores al estÍmulo, seguido por el incremento regulador de volumen 

(figura 7B). Estas respuestas tÍpicas de células expuestas a condiciones anisosmóticas, 

sirvieron para validar el método usado para estimar el cambio en el volumen celular en 

nuestras preparaciones. 

En la figura 8, se muestra la respuesta que tuvieron las neuronas granulares de 

cerebelo ante el cambio gradual de la osmolaridad externa del medio. Las células fueron 

perfundidas con soluciones isosm6ticas (figura 8A) o con un gradiente hiposm6tico 

continuo (figura 8B) durante 82 min., de tal manera que transcurrido este tiempo la 

osmolaridad extema alcanzó un decremento de 150 mOsm/l (50 % hiposmótico). En 

ambos casos se observó una disminución en la fluorescencia, debida al blanqueamiento 

por extinción del fluoróforo. En ambas condiciones se calculó la regresión lineal de los 

datos obtenidos de la florescencia, obteniéndose una r2 = 0.991 para el control y una 
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Figura 7. Curso temporal del cambio en el volumen de 
neuronas granulares de cerebelo expuestas súbitamente a 
medios anisosmóticos. Las células se incubaron con calceina­
AM (1/lM), se lavaron y se perfundieron inicialmente con 
medio isosmótico. Al tiempo indicado por la flecha el medio 
isosmótico fue reemplazado por un medio 30% hiposmótico 
(A) o 30% hiperosmótico (E) y 1.1 perfusión continuó durante 
15 mino A: n-11 y B: n=9. 
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Figura 8. Cambio en la fluorescencia de neuronas granulares 
de cerebelo expuestas a un gradiente hiposmótico. Las células 
conteniendo el fluoróforo calceina-AM (1 J.lM) se 
perfundieron durante 82 mino en medio isosmótico (A) o en el 
gradiente hiposmótico como se describe en la figura 4 (B). 
Los datos corresponden a las regresiones lineales de las 
medidas de fluorescencia cada 10 mino A: r'-0.991; B: 
r'·0.997. Los datos son el promedio± SE. A: n-4yB: n-14. 



r2 = 0.997 para el gradiente hiposm6tico; la figura 8 muestra que no hay una diferencia 

en el cambio en la fluorescencia de las neuronas expuestas a un gradiente 

hiposm6tico con respecto a aquellas que fueron perfundidas con medio isosm6tico. 

Los datos experimentales se calcularon tomando como base la extinci6n del 

fluor6foro en células perfundidas con un medio isosm6tico en las mismas condiciones 

que las expuestas a medios hiposm6ticos. 

En la figura 9, se muestra el resultado del cálculo del volumen relativo de las 

neuronas granulares de cerebelo obtenido de los datos de las figuras 8A y 8B por 

medio de la ecuación establecida por Crowe y colaboradores (1995), descritas en la 

metodología. En esta figura se muestra la ausencia de un cambio en el 

volumen 
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Figura 9. Volumen celular relativo (y/Vo) de neuronas 
granulares de cerebelo expuestas al gradiente hiposmótico 
descrito en la Fig. 4. Las medidas de fluorescencia obtenidas 
en la figura 8 se convirtieron en medidas de volumen celular 
de acuerdo a la ecuación (2). 



ce!ular de las neuronas perfundidas con un sistema generador de gradiente 

osmótico, a una tasa de -1.8 mOsrnll, durante 82 min., a pesar de que al final de! 

experimento la osmolaridad se ha reducido 50% (150 mOsm/I). 

La capacidad de las neuronas granulares de cerebelo de mantener su volumen 

constante en condiciones de cambios graduales en la osmolaridad de medio externo 

(-1.8 mOms por minuto) queda comprobada con los resultados descritos. Por ello se 

puede afirmar que las neuronas granulares de cerebelo presentan regulación 

isovolumétrica. Este mecanismo de regulación del volumen ha sido previamente 

descrito en células renales y líneas celulares por diferentes grupos (Lohr y Grantham, 

1986; Lohr etal., 1989; Lohr, et al, 1990; Y Mountian y Van Driessche, 1997), sin que 

se haya estudiado los mecanismos responsables de esta respuesta. 

Liberación de aminoácidos durante la RIV 

Como se mencionó anteriormente, los mecamsmos de la regulación 

isovolumétrica no han sido estudiados, por lo que en e! presente trabajo se exploró e! 

comportamiento de los aminoácidos, que se sabe funcionan corno osmolitos durante 

la RIV. Se utilizaron trazadores radioactivos para medir la liberación de los 

aminoácidos, utilizándose 3H-taurina, 3H-glicina, 3H-alanina y eI 3H-D-aspartato 

corno análogo no metabolizable de! ácido glutámico. En las figuras 10, 11, 12 Y 13 se 

muestra la liberación de estos trazadores en respuesta a una disminución gradual en la 

osmolaridad. La liberación de los aminoácidos marcados durante estas condiciones fue 

comparada en cada punto con la liberación de las células perfundidas con medio 
. , . 
lSOSmOtlco. 

Corno se observa en la figura 10, la liberación de la 3H-taurina en las células 

perfundidas con el medio hiposmótico fue similar a la que ocurre en el medio 

isosmótico hasta los 28 minutos. A partir de este momento, en e! que el medio tiene 

una osmolaridad de 249 mOsrn/l (16.6 % hiposmótico) la liberación de taurina de 
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Figura 10. Liberación de taurina de neuronas granulares de cerebelo expuestas a un 
gradiente hiposmótico. Las células fueron preincubadas con JH·taurina, lavadas y 
perfundidas (2 ml/min) durante 6 mino con medio isosmótico para obtener una 
liberación basal constante. En el tiempo indicado por la fecha en (.) la osmolaridad 
del medio disminuyó a una tasa de -1.8 mOsm/min., hasta los 76 min., cuando se 
alcanzó una osmolaridad de 163 mOsm/l. Los controles (e.l) fueron perfundidos 
continuamente con medio isosm6tico. Las fracciones fueron colectadas cada minuto. 
Los datos se expresan como tasa de liberación (min·') y son promedios ± SE. 
(n-lO) 
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Figura 11. Liberación de aspartato de neuronas granulares de cerebelo expuestas a 
un gradiente hiposmótico. Las células fueron preincubadas con 3H-D-aspartato, 
lavadas y perfundidas (2 rnl/min) durante 6 mino con medio isosmótico para obtener 
una liberación basal constante. En el tiempo indicado por la fecha en (.) la 
osmolaridaddel medio disminuyó a una tasa de -1.8 mOsmlmin., hasta los 76 min., 
cuando se alcanzó una osmolaridad de 163 mOsm/L Los controles (ii'l) fueron 
perfundidos continuamente con medio isosmótico. Las fracciones fueron colectadas 
cada minuto. Los datos se expresan como tasa de liberación (min·') y son promedios 
± SE. (n~ 10) 
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Figura 12. Liberación de glicina de neuronas granulares de cerebelo expuestas a un 
gradiente hiposmótico. Las células fueron prelncubadas con 3H-glicina, lavadas y 
perfundidas (2 ml/min) durante 6 mino con medio isosmótico para obtener una 
liberación basal constante. En el tiempo indicado por la fecha en (-) la osmolaridad 
del medio disminuyó a una tasa de -1.8 mOsm/min.) hasta los 76 min., cuando se 
alcanzó una osmolaridad de 163 mOsm/l. Los controles C-) fueron perfundidos 
continuamente con medio isosmótico. Las fracciones fueron colectadas cada minuto. 
Los datos se e.,xpresan como tasa de liberación (min)) y son promedios. (n= 10) 
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Figura 13. Liberación de a1anina de neuronas granulares de cerebelo expuestas a un 
gradiente hiposmótico. Las células fueron preincubadas con 3H-alanina~ lavadas y 
perfundidas (2 mll min) durante 6 mino con medio isosmótico para obtener una 
liberación basal constante. En el tiempo indicado por la fecha en (.) la osmolaridad 
del medio disminuyó a una tasa de -1.8 mOsm/ min., hasta los 76 min., cuando se 
alcanzó una osmolaridad de 163 mOsm/l. Los controles (irl) fueron perfundidos 
continuamente con medio isosmótico. Las fracciones fueron coleeradas cada minuto. 
Los datos se expresan como tasa de liberación (min.!) y son promedios ± SE. (n~4) 
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las células expuestas al gradiente osmótico se empezó a separar con respecto a la 

liberación de las células en condiciones isosmóticas, al incrementarse la liberación. 

En el caso deI 3H-D-aspartato (figura 11), la liberación en ambas condiciones 

es similar hasta el minuto 36, cuando la osmolaridad del medio es de 235 mOsmll (21 

% hiposmótico). A partir de este tiempo, la liberación en las células expuestas al 

gradiente osmótico, comienza a separarse de la liberación basal. A diferencia de los 

dos casos anteriores, la 3H-glicina no se libera sino hasta tiempo muy tardíos (65 min.) 

(figura 12), cuando se alcanzan 183 mOsm/l (39 % hiposmótico), mientras que la 

liberación de la 3H-alanina no se estimuló por el gradiente osmótico a lo largo de todo 

el experimento (figura 13). 

El análisis de estas curvas de liberación de aminoácidos en respuesta al 

gradiente hiposmótico revela algunas diferencias significativas en cuanto a la 

participación de cada una de ellos en la RN. 

La taurina mostró el umbral de liberación más bajo, así como la magnitud de 

la liberación más elevada. Así, la liberación de la taurina fue cinco veces mayor a la del 

Tabla 1. Tasas máximas de liberación de aminoácidos 

Gradiente 
Isosmótico Hiposmótico 

3H-taurina 27.94 ± 8.41 585 ± 139 

3H-D-aspártico 15.06 ±0.86 112 ± 9.96 

3H-glicina 52.06 69.15 

3H-alanina 40.01 ± 0.67 34.12 ± 3.39 

Tasas máximas de liberación de 3H-taurina, 3H-D-aspártico, 3H-glicina y 3H-alanina, en 
condiciones de perfusión con un medio isosmóticos o con el gradiente osmótico en 
células granulares de cerebelo. Los datos representan la máxima tasa de liberación min·! 
xlQ-4. 
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D-aspartato, y ocho veces mayor que la de la glicina (Tabla 1). La liberación de la 

3H-taurina en condiciones de cambio gradual en la osmolaridad aumentó 21 veces 

respecto a la liberación obtenida al perfundir con medio isosmótico, mientras que para 

ePH-D-aspartato e! aumento fue de 7.5 veces y para la 3H-glicina de sólo 0.53 (Tabla 

1). La tasa máxima de liberación de la taurina fue también mucho mayor que la de los 

otros aminoácidos (Tabla 1). 

La cinética de liberación de 3H-taurina y 3H-D-aspartato en condiciones de un 

gradiente osmótico, fue analizada ajustando los datos experimentales a una función 

lineal (regresión lineal) en distintos segmentos de la curva. Las cinéticas de liberación 

se ajustan a tres constantes (k) cuyos valores se muestran en la Tabla 2. k¡ describe la 

liberación desde el inicio de! gradiente hasta el mino 34, cuando la disminución en la 

osmolaridad del medio alcanzó 239 mOsm/l (20.4 % hiposmótico); k, describe la 

liberación desde ese punto hasta e! mino 60, una vez que e! medio alcanza 192 

mOsmll (36 % hiposmótico). Finalmente, k3 describe el último intervalo de la 

curva 

hasta el mino 76 (163 mOsm/l ~ 45.6 % hiposmótico). Los intervalos de tiempo 

descritos por cada constante fueron muy similares para la 3H-taurina y el 3H-D­

aspartato. 

Tabla 2. Constantes de liberación de 3Htaurina y 3HD-aspartato en 
condiciones de gradiente osmótico en neuronas granulares de cerebelo. 
La liberación de estos aminoácidos en condiciones de RIV fue analizada 
de manera cinética ajustando los datos experimentales de las figuras 9 Y 
10 a regresiones lineales en diferentes segmentos de las curvas. Los 
valores son las pendientes de los datos promedios ajustados 

3H-taurina 

3 H -D-asparta te 

K¡ 
(x 1 0.5) 

5.29 ± 0.33 

N.A. 

34.97 ±1.59 213.38 ± 10.12 

10.37 ± 0.53 37.17 ± 1.26 
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En estudios realizados en neuronas granulares de cerebelo y astrocitos, con el 

protocolo de cambio súbito en la osmolaridad del medio, la taurina también presenta 

el umbral de liberación más temprano, seguido del D-aspartato. Del mismo modo la 

glicina y la alanina presentan una liberación muy pequeña (pasantes-Morales et al., 

1993). 

Las diferencias en el umbral y en la tasa de liberación de los tres aminoácidos 

(taurina, glutámico y glicina) movilizados en condiciones isovolumétricas, puede 

deberse a: 1) diferencias en el coeficiente de permeabilidad a través de la vía de 

movilización implicada y 2) la disponibilidad relativa de las pozas endógenas de 

aminoácidos para ser liberada durante la hipotonicidad. Con relación al primer punto, 

en un estudio de Roy (1995) en el que midió la permeabilidad de varios aniones a 

través del canal de Cl· activado por hiposmolaridad en células gliales, se encontró que 

el coeficiente de permeabilidad de la taurina en relación con la del Cl· es de 0.36, la del 

aspánico y glutámico es de 0.077 y 0.074 respectivamente (menor que el de la taurina). 

En cuanto a la disponibilidad de las pozas citosólicas para responder al estímulo 

hiposmótico, es posible que la de la taurina sea mayor que la de! aspánico, e! 

glutámico y/o la glicina, debido a que la taurina es un compuesto soluble en el citosol 

y metabólicamente inene, por lo que no está comprometida en otros mecanismos o 

funciones celulares. 

Cambios en el contenido endógeno de aminoácidos durante RIV. 

En la Tabla 3 se presentan los niveles de aminoácidos endógenos en neuronas 

granulares de cerebelo ante cambios graduales y continuos en la osmolaridad externa. 

En respuesta a una disminución súbita de osmolaridad (50 % hiposmótico), todos los 

aminoácidos disminuyeron significativamente (excepto el aspanato que no pudo ser 

determinado). Ante un cambio gradual en la osmolaridad del medio, la taurina fue el 

aminoácido con la mayor disminución (31.11 %), seguida por el glutamato (29.33 %), 

la l3-alanina (28.2 %), la glicina (23.21 %) y el aspanato (9.31 %). La glutamina y la 

alanina no sufrieron cambios significativos en el contenido endogéno en esta 

condición. 
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Estos resultados concuerdan con lo observado en neuronas granulares de 

cerebelo expuestas a cambios súbitos en la osmolaridad, en donde glicina, 

taurina, 

Tabla 3. Cuantificación del contenido endógeno de aminoácidos en neuronas 
granulares de cerebelo en cultivo, mediante HPLC. Las neuronas se expusieron a 
medios isosmótico, hiposmótico (15 min.) ya un gradiente hiposmótico como el 
descrito en la figura 3 (82 min., 50% hiposmótico). 

Aminoácidos libres 
(nmolas/mg de proteína) 

Isosmótico Hiposmótico % Gradiente % 
50% de cambio Hiposmótico de cambio 

Aspartato 74.1 ± 5.1 N.D. N.D. 67.2 ± 1.6 8 

(8) (7) 

3lutamato 166.7 ± 7.9 58.3 ± 4.9 8 65.02 117.8 ± 4.5x 

(12) (4) (8) 

81utamina 44.1 ± 2.8 35.2 ± 2.9 a 20.18 49.1 ± 1.9 ". 
(12) (4) (11) 

Glicina 62.9 ± 5.4 34.5 ± 2.9 8 45.15 48.3 ± 2.4 ~ 
(11) (4) (8) 

Taurina 66.2 ± 3.3 23.2 ± 1.10 64.95 45.6 ± 3.48 

(10) (4) (10) 

I3-Alanina 7.8 ± 0.8 3.7±0.1 ~ 52.56 5.6 ± 0.2~ 
(8) (4) (6) 

Alanina 34.3 ± 1.7 13.7 ± 0.9 8 60.05 30.7 ± 1.7 * 
(11) (4) (10) 

Los datos representan los promedios ± SE. Los números en los paréntesis indican el 
número de experimentos, N.D. no determinado. Los símbolos indican diferencias 
significativas: *no significativo, "p <0.1, Pp <0.01, 'p <0.05, 'p <0.001 entre el valor 
experimental y su control correspondiente. El número de experimentos realizados se 
encuentra entre los paréntesis. 

9.31 

29.33 

23.21 

31.11 

28.20 

10.49 



aspartato y glutamato son liberados preferentemente sobre alanina y glutamina 

(pasantes-Morales et al., 1994b). Estos cambios in vitro corresponden también al 

decremento en la concentración de los aminoácidos inducida por hiponatremia en e! 

cerebro in vivo r:v erbalis and Gullans, 1991; Gullans and Verbalis, 1993; Sterns et al., 

1993). En ratones hiponatrémicos e! contenido total de aminoácidos en todo e! 

cerebro disminuye aproximadamente un 50 % (Thurston y Hauhart, 1987 a). En este 

modelo son los niveles de taurina los que diminuyen en mayor cantidad (70 %). Estos 

resultados tienen una importancia particular para entender de los mecanismos que 

regulan el contenido de agua cerebral. En estudios realizados por Verbalis y 

Gullans (1991) y Thurnston (1980), se demuestra que la contribución de las moléculas 

orgánicas (aminoácidos y otros osmolitos) es cuantitativamente mayor a la del K + Y es 

mantenida durante un periodo más prolongado de tiempo 

Efecto del ácido niflúmico y el EGTA-AM sobre la liberación de taurina 

durante la RlV 

Como se menciono en la introducci6n, algunas líneas de investigación 

sugieren que el movimiento de taurina en respuesta al aumento en el volumen celular, 

se produce a través de vías difusionales en las que el movimiento de este aminoácido 

está dirigido por su gradiente de concentración, sin la participación del transportador 

(Sánchez-Olea et al., 1991). En neuronas y astrocitos en cultivo, se ha observado que 

la liberación de taurina disminuye notablemente en presencia de inhibidores de canales 

de Cl· como el DIDS, el dipiridamol, el NPPB, la DDF, el ácido niflúmico o los 

ácidos poliinsaturados (Sanchéz-Olea et al., 1993; 1996; Pasantes-Morales et al., 1994b; 

1999). Estas observaciones han llevado a sugerir una posible vía común para el Cl· y 

los aminoácidos activada durante el R VD. Con esta base decidimos examinar el efecto 

de! ácido niflúmico sobre la liberación de taurina en el modelo de la RIV. 

El ácido niflúmico (600 IlM) tuvo un potente efecto inhibidor. La Figura 14 

muestra que si el fármaco está presente desde el inicio del tratamiento con el gradiente 

osmótico, la liberación de taurina no tiene lugar. Si el fármaco se agrega al medio una 
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vez que ya se activó la vía de liberación del aminoácido (en este caso en el mino 64 de 

la perfusión) el bloqueador suprime la liberación. 

Estos resultados demuestran que el ácido niflúmico es un potente inhibidor de 

la liberación de taurina en condiciones isovolumétricas y sugieren una similitud en el 

perfil farmacológico de las vías de movilización de la taurina en el DRV y la RIV. 
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Figura 14. Efecto del ácido niflúmico en la liberación de lH-taurina en células granulares de 
cerebelo expuestas a un gradiente hiposmótico. Las células se preincubaron con 3H-taurina, se 
lavaron y perfundieron (2 ml! min) con medio isosmótico durante 6 min para obtener una 
liberación basal constante. Al tiempo indicado por la flecha la osmolaridad del medio disminuyó a 
una tasa de -1.8 mOsm/min. (o), en presencia de 600 IlM de ácido niflúmico en el medio durante 
todo el experimento (GO) y añadiendo 600 IlM de ácido niflúmico al mino 64 de la perfusión ( ). 
Las fracciones fueron colectadas cada minuto. Los datos se expresan como tasa de liberación (min. 
') y son promedios ± SE. (n - 4) 
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En general, parece que la mayoría de las células en las que el DRV es 

dependiente de Ca2+ son de origen epitelial (con excepción de los hepatocitos) 

(pasantes-Morales y Morales-Mulia, 2000). En otros tipos celulares el DRV es 

esencialmente independiente de Ca2+ . En células nerviosas existe una controversia, ya 

que se ha reportado al DRV como dependiente de Ca2+, debido a que altas 

concentraciones de EGT A (más de 2 mM) en medio libre de Ca2+ inhiben 

parcialmente el DRV (Vitarella et al., 1994; Lohr y Yohe, 1994). A bajas 

concentraciones de EGT A (0.5 mM) que son suficientes para eliminar todo el Ca2+ del 

medio, el DRV es independiente de Ca2+ (Falke y Misler, 1989; Medrano y 

Gruenstein, 1993). La liberación de Cl- en astrocitos es reportada como totalmente 

dependiente de Ca2+ (O'Connor y Kimerlberg, 1993) o independiente de Ca2+ 

(Sánchez-Olea et al., 1995) En contraste hay un acuerdo en que la liberación de 

aminoácidos activada por hinchamiento es independiente de Ca2+ (Vitarella et al., 

1994; Sánchez-Olea et al., 1995). 

Para examinar la dependencia de Ca2+ de la liberación de la taurina durante la 

RIV, se examinó el efecto de reducir la concentración de Ca2+ intracelular. Para ello se 

trataron las células con EGTA-AM que es un quelante de Ca2+ que permea la 

membrana celular. 

En la figura 15, se muestra el efecto del EGT A-AM sobre la liberación de 

taurina en condiciones de un gradiente osmótico. Se observó que la primera fase de la 

liberación es independiente de Ca2+ , mientras que la última fase mostró una reducción 

de aproximadamente 30 % en la liberación de taurina, 10 que sugiere que la liberación 

de taurina en este componente es parcialmente dependiente de Ca2+ intracelular. 

Efecto del ácido niflúmico en el volumen celular 

Con el propósito de evaluar la contribución de los aminoácidos, y de 

otros osmolitos cuya liberación es sensible al ácido niflúmico, a mantener constante o 

sin cambios el voltunen celular durante la exposición al gradiente osmótico, se examinó 
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Figura, 15. Efecto de la depleción de Ca2+ en la liberación de 'H-taurina en células 
granulares de cerebelo expuestas a un gradiente hiposmótico. Las células fueron 
preincubadas con 'H-taurina, se lavaron y perfundieron (2 mllmin) durante 6 mino 
con medio isosmótico para obtener una liberación basal constante. En el tiempo 
indicado por la flecha la osmolaridad del medio disminuyó a una tasa de -1.8 
mOsm/min. (.). Las células fueron preincubadas con EGTA-AM (50~, 30 mino 
y perfundidas con medio libre de Ca2+, más EGTA (ClI). Las fracciones fueron 
colectadas cada minuto. Los datos se expresan como tasa de liberación (min-1) y son 
promedios ± SE. (n ~ 4-6) 

el efecto de este agente sobre el volumen celular durante la RIV. Para ello las células se 

crecieron en cubreobjetos, y se incubaron con calceina-AM (1 /-1M) durante 15 min, 

Posteriormente las células se perfundieron con medio isosm6tico o con el gradiente 

osm6tico en presencia de ácido niflúmico (600 /-1M), durante 82 min, (50 % 

hiposm6tico). Los cambios en la fluorescencia, se determinaron cada 10 mino según el 

procedimiento que se describe en los métodos. El volumen relativo se determin6 de 

acuerdo a la ecuaci6n de Crowe et al. (1995) con los datos de fluorescencia obtenidos 

en ambas condiciones, como se describi6 previamente. 
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En la figura 16, se muestra el cambio en el volumen celular en presencia de 

ácido niflúmico. El ácido niflúmico es un bloqueador de vías ani6nicas, por lo cuál es 

presumible que bloquee la salida de CI· y de otros osmolitos orgánicos (como los 

aminoácidos). En presencia de este fármaco la RIV fue abatida. Se observ6 un 

incremento en el volumen de las células desde los primeros 10 mino de perfusi6n 

(primer punto estimado), y el incremento fue progresivo y continuo, hasta observarse 

un incremento en el volumen del 25 % cuando la osmolaridad externa es de 210 

mOsm/1 (30 % hiposm6tico). Al final del experimento, con una osmolaridad externa 

de 150 mOsrnll (50 % hiposm6tico), el volumen celular ha incrementado un 52 %. Al 

comparar el cambio en volumen en condiciones de cambio súbito en osmolaridad 

(Figura 6) se observ6 que con un decremento en osmolaridad del 30 %, el volumen 

celular aumenta 28%. Esta magnitud de incremento es aproximadamente la misma 

que muestran las neuronaS durante la RIV en presencia del ácido niflúmico. Estos 

resultados sugieren que en la RIV participan mecanismos de liberaci6n de osmolitos 

sensibles al ácido niflúmico. 

Estos pueden ser evidentemente los propios aminoácidos, así como también 

otros osmolitos orgánicos cuya movilizaci6n es sensible al ácido niflúmico tales como 

los polialcoholes y algunas aminas. El propio CI· podría estarse movilizando en la RIV 

y evidentemente la salida es sensible al ácido niflúmico. 

En un estudio paralelo efectuado en el laboratorio se prob6 el efecto del bario 

(inhibidor de canales de K +) en el mismo sistema. En este caso el volumen celular se 

mantuvo sin cambios hasta el mino 50 de la perfusi6n (con una osmolaridad externa 

de 210 mOsm/l, 30 % hiposm6tico). En las subsecuentes determinaciones el 

volumen celular se incremento un 29 % sobre el volumen original, al final del 

experimento (82 min.). 

Estas observaciones indican una contribuci6n de salida de K + solo en la 

última etapa de la RIV, y que la primera fase de la misma, presenta una contribuci6n 

de vías ani6nicas sensibles a ácido niflúmico, así como una selectividad en la 

utilizaci6n de los osmolitos orgánicos durante el transcurso del RIV. 
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Figura 16. Efecto del ácido niflúmico en el volumen celular durante la RIV. La 
curva representa el volumen relativo 01JVo) obtenido de la fluorescencia de células 
perfundidas con un gradiente hiposmótico o con medio isosmótico, ambos 
conteniendo ácido niflúmico 600 ¡;M. Los resultados son el promedio ± SE de 8-19 
células de 2-3 experimentos separados. 

En resumen, e! conjunto de estos resultados muestra que las neuronas 

granulares de cerebelo tienen la capacidad de regulación iso volumétrica y que la 

movilización de los aminoácidos intracelulares forma parte importante de estos 

mecanismos de regulación. 

Durante años, los estudios dirigidos a conocer los mecanismos involucrados 

en la regulación de! volumen se llevaron a cabo principalmente en protocolos de 

cambio drástico y súbito de osmolaridad, que difícilmente reflejan condiciones fisio-
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patológicas, ya que cambios en osmolaridad de tal magnitud y con ese curso temporal, 

no suceden ni aún en condiciones de hiponatremia aguda (Nlelton et al., 

1987;Thurston et al., 1980; Tratchman et al., 1991: Verbalis y Gullans, 1991; Stems et 

al., 1993) En cambio, los mecanismos implicados en la regulación isovolúmetrica 

podrían reflejar con mayor fidelidad, los mecanismos que se encuentran involucrados 

tanto en condiciones fisiológicas como en patologías que generen en una híponatremia 

crónica. En estudios experimentales de hiponatremia crónica en ratas, el contenido de 

agua en el cerebro se mantiene constante durante periodos prolongados (días) 

(Verbalis y Gullans, 1991; Gullans y Verbalis, 1993). De la misma manera en ratas 

híponatrérnicas, el contenido de agua en rebanadas corticales aparece sin cambio (Law, 

1998; 1999). Esto se debe posiblemente a que la entrada de agua originada por el 

gradiente osmótico ocurre de manera gradual y es contrarrestada con la pérdida de 

solutos intracelulares (Law, 1998; 1999). Por el contrario en casos de hiponatremia 

aguda (horas), se presenta un incremento en el contenido de agua en el cerebro 

(T rachtman, 1992) y el exceso de agua genera un edema celular. 

Los casos de hiponatremia crónica se encuentran asociados con una casi 

completa normalización en el contenido de agua en el cerebro (Arieff et al., 1976; 

Stems, 1989; Verbalis et aL, 1986; Verbalis y Drutarosky, 1988). En varios estudios en 

los cuales se ha medido el contenido de electrolitos en estados crónicos de 

hiponatremia, se registra una disminución de 10 % a 30 %, mientras que el contenido 

de agua aumenta un 0.6 % (Verbalis y Drutarosky, 1988). En ratones hiponatrémicos, 

el contenido de aminoácidos en todo el cerebro disminuye aproximadamente un 50 % 

(Thurston y Hauhart, 1987a), siendo la taurina, el aminoácido que disminuye de 

manera más importante (70%). En estudios realizados por Verbalis y Gullans (1991) y 

Thumston (1980), se demuestra que la contribución de las moléculas orgánicas 

(aminoácidos y otros osmolitos) es cuantitativamente mayor a la del K + Y se mantiene 

durante un periodo más prolongado de tiempo. Además la pérdida de estos osmolitos 

orgánicos es una respuesta, correlacionada en el tiempo con la normalización en el 

contenido de agua (Berl, 1990). Estos resultados sustentan la importante contribución 

de los osmolitos orgánicos en la protección del cerebro ante las condiciones 
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liponatrémicas. Igualmente, en astrocitos en cultivo expuestos a un periodo de 24 h. 

:le hiponatremia, el volumen celular permaneció constante y en respuesta a este 

:ratamiento, la poza de taurina se depletó casi por completo sin que se obtuvieran 

cambios en el contenido de glutamato y K + (Olson, 1999). 

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan bien con lo 

expuesto anteriormente, en el sentido de que en condiciones fisio-patológicas los 

aminoácidos son liberados preferencialmente al K +, siendo la taurina el principal 

aminoácido involucrado en el mecanismo de RIV. La liberación de K + parecería ser un 

último recurso de las neuronas para contrarrestar la disminución en la osmolaridad 

(30% hiposmótico), manteniendo un volumen constante. Sin embargo, esta situación 

extrema llevaría a un desequilibrio en la excitabilidad neuronal, debido al incremento 

en el K + extracelular, que generaría una situación de hiperexcitabilidad incompatible 

con la función normal de las neuronas (I'ancredi y Avoli, 1987; Stringery Lothman, 

1988). 

Sin embargo, el análisis de la perdida neta en el contenido de taurina y otros 

aminoácidos durante la regulación isovolumétrica es claramente insuficiente para 

equilibrar el gradiente osmótico impuesto, cuando aún no ha sido activada la salida de 

K +, por lo que es necesario considerar la contribución de otros osmolitos para 

contrarrestar el incremento en el contenido de agua en las células. Otras moléculas 

orgánicas, como mio-inositol, glicerofosforilcolina, betaina, fosfoetanoilamina, 

creatina, fosfocreatina y N-acetil-aspartato pueden proveer una importante 

contribución al ajuste en el volumen celular. Así mismo, compuestos como el citrato, 

el bicarbonato y otros aniones orgánicos podrían formar parte de está poza de 

osmolitos (I'hurnston et al., 1987b; Lien et al., 1991). En las neuronas el N-acetil­

aspartato podría ser particularmente importantes como osmolito (Gotoh et al., 1997). 
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CONCLUSIONES 

• Las neuronas granulares de cerebelo tienen la capacidad de mantener 

constante su volumen celular cuando son expuestas a cambios graduales y 

continuos en la osmolaridad del medio, es decir presentan el mecanismo de 

regulaci6n isovolumétrica 

• El fenómeno de regulación isovolumétrica es un proceso actIvo de 

regulaci6n de volumen acompañado por la liberación de osmolitos 

intracelulares. 

• El principal aminoácido utilizado para la regulación isovolumétrica es la 

taurina. 

• La vía de translocación de la taurina a través de la membrana durante la 

regulaci6n isovol{¡metrica involucra la participaci6n de canales ani6nicos 

sensibles a ácido nifl{¡mico. 

• Las condiciones de cambios graduales y continuos en la osmolaridad, 

presentadas en este trabajo pueden acercarse más a las condiciones fisio­

patológicas que se presentan en patologías que conllevan a estados de 

hiponatremia cr6nica, en donde se presentan cambios graduales en la 

osmolaridad del medio extracelular 
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