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INTRODUCCION 

REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR 

La capacidad que tienen las células para mantener su volumen constante es una propiedad 

fundamental para su supervivencia. Esta capacidad de adaptación, se identificó inicialmente 

en las células de especies que se encuentran expuestas a medios acuosos de distintas 

concentraciones de sales, como las llamadas eurihalinas. Sin embargo recientemente se ha 

demostrado que un gran número de células animales, las cuales siempre están expuestas a 

fluidos de osmolaridad muy controlada, prese~tan también dicha capacidad de adaptación. 

El agua, al igual que muchos solutos, se mueve de un lado a otro de una membrana, desde 

una región de baja concentración de soluto a una de alta concentración. La ósmosis se 

puede definir como el movimiento neto de agua a través de una membrana semipenneable, 

dirigido siempre hacia la región de mayor concentración de so luto, es decir de menor 

concentración de agua. Las células poseen mecanismos de transporte transmembranal de 

solutos que les permite regular el paso de estos componentes y de esta manera mantener un 

volumen celular constante. 

La mayoría de las células de un organismo multicelular no se encuentran expuestas a 

situaciones anisosmóticas, excepto las células renales y algunas células epiteliales. La 

osmolaridad promedio de los fluidos corporales en mamíferos es de aproximadamente 285 

mOsmolL valor que se mantiene prácticamente constante, manifestando sólo pequeñas 

fluctuaciones que no exceden de un 3% (Hoffman y Simonsen, 1989). A pesar de ello, la 

capacidad de regular el volwnen se ha mantenido a lo largo de la evolución en 

prácticamente todos los tipos celulares. Las células pueden hacer uso de varias estrategias 

para manejar un desbalance osmótico: 1) los cambios osmóticos pueden ser ignorados por 

la presencia de una pared celular rígida como en las células vegetales, 2) pueden ser 

eludidos, como en el caso de ciertos moluscos al cerrar su concha o 3) pueden ser 

contrarrestados, por la modificación de la concentración intracelular de osmolitos, 

cOI~puestos orgánicos y por en~e de! contenido de agua. ~s organismos con pared celular,_ 

como las plantas y las bacterias, pueden ignorar cambios osmóticos dentro de cierto límite, 

ya que la rigidez de la pared previene de cambios en el volumen celular. Las paredes de 

celulosa de las células vegetales llegan a tolerar presiones internas tan altas como 50 

atmósferas. En cambio, las membranas de las células animales son elásticas y no pueden 



soportar una diferencia significativa en la presión hidrostática, por lo que tienen que activar 

mecanismos de transporte de solutos intracelulares osmóticamente activos, los cuales 

contrarrestan los cambios en el volumen celular ocasionados por alteraciones en la 

osmolaridad del medio externo (Chamberlin y Strange, 1989; Pasantes-Morales, 1990; 

Sarkadi y Parker, 1991). La movilización de so lutos en respuesta a los cambios en la 

osmolaridad del medio externo ocurre debido a la presencia de proteínas de membrana, 

canales y acarreadores especializados en el transporte de especies moleculares diversas. 

Cualquier desbalance osmótico que no sea corregido podría ocasionar alteraciones en el 

volumen celular como resultado de la libre permeabilidad de la membrana plasmática al 

agua Tales cambios en el contenido de agua modifican no sólo el volumen de las células 

sino también su fonna y geometría lo cual incide, en mayor o menor medida, sobre sus 

funciones metabólicas, el estado de hidratación de macromoléculas, así como en la 

concentración de moléculas que forman parte de la señalización intracelular y de la 

comunicación intercelular. (Foskett, 1994; Hallows y Knauf, 1994). 

Numerosas patologías se encuentran asociadas con cambios anormales (no corregidos) en 

el volumen celular; así las deficiencias renales, la diabetes mellitus e insípidus, la diuresis 

osmótica con deshidratación, privación de agua y ciertos envenenamientos (como por 

etanol). La hipotonicidad del plasma, usualmente debida a hiponatremia, es clínicamente 

más frecuente que la hipertonicidad La hiponatremia se presenta en circunstancias de 

malnutrición y cirrosis hepática. 

En el sistema nervioso una alteración frecuente es el edema astrogial o ganancia neta de 

agua por los astrocitos. Tal situación se observa en las epilepsias, la isquemia (que se 

genera durante accidentes vasculares), los traumatismos craneanos y la encefalopatía 

hepática y el edema cerebral. El edema cerebral como circunstancia clínica, es muy 

frecuente si se considera el número de patologías asociadas causalmente con él. El edema 

cerebral se presenta como complicación de una amplia variedad de padecimientos crónicos, 

principalmente en las insuficiencias renales, debido a las críticas funciones de absorción y 

excreción de agUa y electrolitos de ese sistema Otras causas SOn la diabetes insipid~ en 

donde la ingesta de agua puede ser muy elevada, y las insuficiencias hepática y cardíaca. 

Esta última propicia entre otros, episodios de hipoglucemia e hipoxia que tienen bien 

documentadas propiedades edematogénicas. A estas causas de edema cerebral han de 
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añadirse otras, que él mismo agrava y retroalimenta. Entre ellas está principalmente la 

anoxia, que puede presentarse como entidad aislada (p.e. en la asfixia), o lo que es más 

frecuente, como parte de la isquemia, como en las embolias o los accidentes vasculares 

cerebrales y aneurismas de causas diversas. 

Otros grupos de entidades clínicas con un componente edematogénico cerebral incluyen los 

traumatismos y diversas causas de muerte celular, como las infecciones y los tumores. 

Dada la restricción que impone la caja del cráneo a la expansión del tejido cerebral, el 

edema que resulta de esta alteración en el volumen celular es, en muchos casos, una 

complicación aún más grave que la propia patología que le dio origen. La causa directa de 

la gravedad clínica es el incremento del volumen cerebral, lo cual provoca un incremento 

casi inmediato de la presión interna. La compresión del tejido cerebral compromete a su 

vez la eficiencia de la irrigación sanguínea, dando lugar a episodios de isquemia; así mismo 

se ven presionados los centros respiratorios y cardíacos de tallo cerebral, lo cual puede 

conducir a la muerte del individuo. 

En el cerebro, el aumento del volumen celular puede promover hiperexcitabilidad, debido a 

la reducción del espacio extracelular como consecuencia del hinchamiento de los astrocitos 

e inducir la excitación neuronal a través de efectos de campo (Saly y Andrew, 1993). 

También en el cerebro, bajo condiciones isosmóticas las células pueden incrementar o 

disminuir su volumen por situaciones que modifiquen la concentración intracelular o 

extracelular de solutos. El primer caso se da, por ejemplo. como consecuencia de la 

acumulación intracelular de K+ o Na+, a través de las membranas afectadas por 

lipoperoxidación, o durante la acumulación de sorbitol en animales hiperglicémicos. El 

hinchamiento celu!ar de ambos tipos celulares, neuronas y glia, ocurre como consecuencia 

de la acción citotóxica del glutamato, lo cual conlleva a la acumulación de Na +, cr yagua 

osmóticamente obligada (Goldberg y Choi, 1993). Bajo estas circunstancias, la muerte 

celular no se debe al hinchamiento per se, sino al incremento en los niveles de calcio 

citosólico asociado al efecto citot6xico del glutamato. La reducción en el volumen celular 

se observa en cuadros de deshidratación, en modificaciones de los niveles de honnona 

antidiurética circulante, lo cual puede provocar cuadros clínicos de hipematremia. Es obvio, 

entonces, que un mejor conocimiento de los mecanismos responsables del mantenimiento 
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del volumen celular del cerebro, puede llevar a un manejo más racional de este tipo de 

secuelas e idealmente, al diseño de fánnacos y procedimientos para prevenir dichas 

alteraciones en el volumen celular (Foskett, 1994). 

Por otra parte, diversa evidencia constata que el volumen celular tiene un papel importante 

como señal para el crecimiento y proliferación celular; en la expresión genética, en 

procesos de transporte de sustancias nutritivas como azúcares y aminoácidos, en funciones 

de secreción, en el movimiento de organelos intracelulares, y como una señal en 

mecanismos de inserción de proteínas membranales, canales, receptores y transportadores 

(McManus y Churchwell, 1994). En todas estas situaciones se generan microgradientes 

osmóticos que dan lugar a cambios locales y transitorios en el volumen celular. 

REGULACION DE VOLUMEN CELULAR BAJO CONDICIONES 

ANISOSMOTICAS. 

Como respuesta homeostática, las células animales han desarrollado eficientes mecanismos 

de recuperación de su volumen, cuando son expuestas a soluciones anisosmóticas. Estos 

mecanismos les penniten retomar a su volumen inicial, aún cuando persistan las 

condiciones anisomóticas. Las células con estas propiedades, al exponerse a medios de 

osmolaridad diferente de su normal, inicialmente se comportan como osmómetros 

perfectos, es decir, el volumen celular cambia en el sentido que tiende a disipar la 

diferencia de presión osmótica; posterionnente se observa una tendencia a la recuperación 

del volumen original, no obstante la persistencia de la condición anisosmótica (Fig. 1). La 

regulación de volumen celular es un proceso complejo que implica varios eventos básicos: 

primero, la célula debe ser capaz de sensar los cambios en su volumen, posterionnente. 

debe reaccionar a los cambios de volumen que ha detectado, iniciando un proceso 

regulador que modifique el contenido intracelular de solutos en la dirección necesaria para 

corregir el contenido celular de agua. Finalmente, la célula durante el proceso regulatorio, 

debe ''recordar'' su volumen original e inactivar los mecanismos que se dispararori en el 

proceso regulatorio. En ténninos generales, cuando las células ganan agua, responden 

expulsando moléculas que se hallan en solución (osmolitos) hacia el exterior celular, 

provocando una diferencia de presión osmótica que por ósmosis, impulsa al agua hacia el 
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exterior, este proceso se denomina deCremento regulador de volumen (DRV). Cuando por 

el contrario, las células pierden agua, el mecanismo activado es opuesto, es decir, acumulan 

osmolitos en su interior provocando ahora la entrada de agua; este proceso de conoce como 

incremento regulador de volwnen (lRV). Los osmolitos involucrados en la regulación de 

volwnen son de dos tipos: compuestos inorgánicos, como K+, er y el Na+ (Grinstein. 1992, 

Roy y Sauve, 1987) y un grupo de moléculas orgánicas, como aminoácidos (Smith, 1987), 

aminas (Nakanishi, 1988), azucares y polialcoholes (Balaban, 1987, González, 1995). El 

K+ está involucrado en el DRV, ya que es el i6n más ablDldante en el interior de la célula. 

Los flujos de K+ están acoplados a flujos de aniones (er, HeO',) y compuestos orgánicos 

cargados negativamente para mantener la electronegatividad. El Na + y el er que SOn los 

más abundantes en el medio extracelular, participando de manem importante en eIIRV. 

Hiposm6tko I DRV 

er -iIia¡;--

• • 
••• 

Hlperosm6tico IIRV 

CI 

Isosm6tlco 
Figuro 1.- El proceSo de ajuste del volumen celular se lleva acabo a través de l. 

modificación en la concentración de solutos intracelulares osmóticamente activos, que se 

reduce o aumenta, en soluciones hiposm6ticas e hiperosmóticas. respectivamente. 



Los aminoácidos que participan en la regulación de volumen son el glutamato, el aspartato, 

la glutamina, el GABA y la taurina (Pasantes-Morales, 1993b, Kimelberg, 1 990c). Entre 

ellos la taurina ocupa un lugar importante, debido a que se encuentra en concentraciones 

muy elevadas en la mayoría de las células animales y a su baja actividad metabólica 

(Jacobsen y Smith, 1 %8). 

Se puede decir que ambos procesos están mediados por la expulsión o acumulación de 

solutos osmóticamente activos, con lo cual modifican la presión osmótica y por lo tanto el 

contenido de agua en las células. La regulación de volumen celular bajo condiciones 

anisosmóticas representa un modelo experimental sencillo para examinar los mecanismos 

básicos de este proceso. Sin embargo, no se conoce bien si estos mecanismos funcionan de 

la misma forma durante los "cambios de volumen que ocurren en condiciones fisiológicas. 

DECREMENTO REGULADOR DE VOLUMEN (DRV) 

La recuperación del volumen celular después de un incremento producido por soluciones 

hiposmóticas, se ha descrito en una gran variedad de células animales, incluyendo células 

epiteliales (Davis y Fino, 1985; Kirk y Kirk, 1992; Welling, 1985), eritrocitos (Kregenow, 

1981; Cala, 1983), células ascíticas de Ehrlich (Hoffmann, 1978), astrocitos en cultivo 

(Olson y Holtzman, 1986; Kimelberg, 1985; Pasantes-Morales, 1994 a,b) células granulares 

en cultivó (pasantes-Morales, 1993a), linfocitos humanos (Grinsteil1, 1982), células MDCK 

(Roy y Sauve, 1987), células COS-7 (lshii, 1996), glioma C6 (Strange y Morrison, 1992), 

neuroblastoma NIE115 (Falke y Misler, 1989), fibroblastos humanos (Bibby y McCulloch, 

1994) y células IMCD (Tine!. 1994) entre otras. 

Las diversas investigaciones indican que el DRV esta mediado por la activación de 

mecanismos de salida de iones como el K+ y el cr (Grinstein, 1982; Eveloff y Warnock, 

1987), que en condkiones isosmóticas se encuentran inactivos, y/o a la liberación de 

compuestos orgánicos osmóticamente activos, como polialcoholes, azúcares, aminas y 

aminoácidos libres (Pierce y Greenberg, 1972; Fugelli y Tboroed, 1986; Fincharn, 1987). 

El movimiento de estos solutos es la consecuencia de un cambio en la permeabilidad de la 

membrana plasmática, ya sea por la activación de canales jónicos o de vías conductivas 

para compuestos orgánicos. La salida de dichos osmolitos siempre esta regido por su 
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gradiente electroquímico, en el caso de compuestos cargados, o solo por el gradiente 

químico en el caso de moléculas electroneutras. Al modificarse así la concentración 

intracelular de osmolitos orgánicos y iones, se provocan movimientos de agua 

osmóticamente obligada, lo cual se traduce en un cambio del volumen previamente 

alterado. Los mecanismos de liberación de osmolitos varían de una célula a otra. Entre los 

sistemas de transporte involucrados durante el DRV en la liberación de K+ y er, el sistema 

de transporte más frecuentemente utilizado es el ca-transporte electroneutro K+/Cr ( Perry 

y O'Neil, 1993). Este sistema de transporte se ha visto que se encuentra más involucrado 

durante el hinchamiento celular en condiciones isosmóticas (García-Romeu, 1996). En 

otras preparaciones celulares parece ser que la liberación de KCI OCurre mediante los 

sistemas intercambiadores K+/J·¡+ y Cr/HCOJ (Cala, 1985). Así mismo el contransporte 

Na+/HCO', podría participar en el DRV. 

Se sabe que el mecanismo más generalizado para los movimientos de K+ y el" es la 

apertura de canales iónicos separados específicos y que éstos, junto con el flujo de 

osmolitos orgánicos, ocurren mediante un proceso difusional dirigido sólo por el gradiente 

de concentración. 

El mecanismo de liberación de los iones Kl- y er bajo condiciones hiposmóti~as yaría 

dependiendo del tipo celular que se trate. Así mismo existen otros iones involucrados en 

este proGeso como el W y el HC03. En otros estudios, los canales aniónicos activados por 

hinchamiento celular se ha encontrado que son no selectivos, permitiendo el paso no s6lo 

de cloro sino también de HCO', (Lang y PaulmicW, 1995), aniones orgánicos y osmolitos 

orgánicos neutros (Kirk, 1992; Jackson y Strange, 1993). 

En muchas células, el hinchamiento provoca la activación de canales catiónicos no­

selectivos (Sachs, 1991; Lang, 1998). La salida de potasio observada durante el DRV ha 

sido descrita en numerosas preparaciones (Hazama, 1988; Macleod, 1991; Hoffinann, 

1989; Sánchez-Olea, 1993). 

DRV EN EL TEJIDO NERVIOSO 

En el tejido nervioso, el DRV ha sido estudiado principalmente en células en cultivo, líneas 

celulares, neuronas y células gliales (Kimelberg y Ranson, 1986; Pasantes-Morales y 

Schousboe, 1988; Pasantes-Morales et al., 1993b, 1994a; Mountain et al., 1996; Pasantes-
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Morales et al., 1997). Las células expuestas a condiciones hiposmóticas se hinchan 

rápidamente para posteriormente recuperar su volumen aún persistiendo estas condiciones. 

En neuronas y astrocitos, el DRV es un proceso rápido que se completa en un período de 

15-30 mino EL DRV en los astrocitos es esencialmente independiente de temperatura y de_ 

la presencia de sodio en el medio; es insensible al bloqueo del sistema de cotransporte 

Na +/K+ l2el-, por compuestos como la furosemida o la bumetanida, mientras que es inhibido 

por bloqueadores de los canales de er, como el ácido 5-nitro-2(-3fenilpropilamino) 

benzoico (NPPB), la 1,9-dideoxiforskolina (DDF), el ácido niflúmico o el dipiridamol 

(Pasantes-Morales, 1994a). El DRV además, es insensible a los bloquedores generales de 

canales de K+ como el tetraetilamonio (fEA), la 4-aminopiridina (4AP) o el bario, mientras 

que muestra sensibilidad a la quinidina y, notablemente, a los ácidos grasos poliinsaturados 

como el araquidónico, el linoléico y ellinolénico (Pasantes-Morales, 1994a; Sánchez-Olea, 

1995; McManus, 1994). En cuanto a sus dependencias iónicas, si bien la presencia de 

bloqueadores de canales de er inhibe poderosamente el DRV, la omisión del er del medio 

no previene su expresión, lo cual sugiere una baja permeabilidad de los astrocitos a este ión 

en condiciones isosmóticas, lo que mantendría una disponibilidad suficiente de er 
intracelular para sustentar el proceso regulador (Pasantes-Morales, 1993b; 1 994a). En 

respuesta al hinchamiento celular, en contraste, la permeabilidad de la membrana al cloro 

aumenta notablemente, haciendo al movimiento de potasio el paso limitante del proceso. Lo 

anterior halla sustento en la observación de que en presencia de gramicidina (un ionóforo 

de cationes) y en ausencia de sodio, el DRV se ve notablemente acelerado, debido a la 

apertura de una vía alterna para la salida de potasio intracelular (Pasantes-Morales, 1993b; 

1994a). Estas observaciones, luego entonces, señalan al movimiento saliente de potasio 

como crítico en la expresión y desarrollo temporal de la respuesta regulatoria en las células 

astrogliales. 

La identidad molecular de las proteínas responsables del movimiento de osmolitos asociado 

a-la regulación del-volumen celular en condiciones hiposmóticas, no es del todo conocida.­

Hasta el momento no se ha identificado un canal de potasio regulado por volumen y sólo 

tres proteínas, la glicoproteína-P (Valverde, 1992); el eLe-2 (Orüder, 1992) y el 

fosfoleman (Moorman, 1995) han sido propuestas para ser las vías conductivas de cloro 
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activados por un aumento en el volumen celular. Una cuarta proteína que podría estar 

involucrada en la regulación del volumen es la pleln (Paulrnichl, 1992), ya que cuando es 

expresada en ovocitos de Xenopus, produce una prominente corriente de er con 

características semejantes a las corrientes aniónicos de cloro inducidas por hiposmolaridad 

observadas en células epiteliales. 

Las soluciones hiposmóticas también conllevan a la activación de corrientes de el' en 

muchos tipos celulares. Aunque el estudio sobre la naturaleza molecular de estos canales ha 

progresado notablemente, el conocimiento sobre el o los factores que pueden estar 

activando y/o modulando esta corriente, aún permanece poco claro. Pocos son los estudios 

en los que se ha determinado que el Ca2
+ tiene un papel clave en la activación de corrientes 

de el" asociadas a la hiposmolaridad (Ohtsuyama, 1993; Szücs, 1996; Nilius, 1997b), ya 

que en general se sabe que los canales de el" sensibles a volumen son modulados por 

nucleótidos. 

Los mecanismos de liberación de los osmolitos orgánicos están aún menos caracterizados. 

Se ha establecido en cambio, que el movimiento de taurina en respuesta al aumento en el 

volumen celular, se da a través de vías difusionales donde la dirección del flujo está 

dirigido estrictamente por su gradiente de concentración (Sánchez-Olea, 1991). 

La fonnulación de preguntas acerca de cómo una célula percibe su volumen y cómo la 

señal del volumen es amplificada y traducida al efector (mecanismos para la movilización 

de osmolitos), son necesarias e importantes para entender el fenómeno de regulación. El 

hecho de que las células regulen su volumen en soluciones anisosmóticas, o de que lo 

mantengan constante en condiciones isosmóticas, supone que deben estar dotadas de 

"sensores" que les penniten detectar cambios en su propio volumen. Los mecanismos 

mediante los cuales una célula detecta cambios en su propio volumen y traduce la señal 

activando los sistemas de transporte de osmolitos, constituyen uno de los temas más 

estudiados en la actualidad. El mediador o los mediadores de estos mecanismos no han sido 

identificados. 

EL CALCIO COMO AeTIV ADOR DEL DRV_ 

Uno de los efectos primarios del incremento en el volumen celular observado en 

condiciones hiposmóticas, es un incremento en los niveles de calcio libre [Ca2J¡ 

9 



(Rothstein, 1990); El incremento en Ca2
+ inducido por hiposmolaridad es una-respuesta 

bifásica, muy similar entre los diferentes tipos celulares; esta respuesta consiste en un 

incremento inmediato en la [Ca2+]i debido a la liberación de Ca2+ a partir de almacenes 

intracelulares, seguido de una fase sostenida que representa la entrada de calcio 

extracelular. 

Lo anterior ha llevado a postular que el ea2
+ puede estar participando en el DRV. 

concretamente como señal activadora de los sistemas de transporte para la salida de los 

osmolitos. Sin embargo, la evidencia al respecto es controvertida. En los astrocitos en 

cultivo. el hinchamiento celular provoca un incremento en los niveles de [Ca+2]¡, tanto por 

contribuciones de influjos de calcio. como de la liberación de calcio de almacenes 

endógenos (Bender, 1994; Fischer, 1997, Morales-Mulia, 1998, O'Connor and Kimelberg, 

1993), La via de salida de K+ osmosensible es dependendiente de Ca+2 en algunas células, 

particularmente en células epiteliales (Sarkadi y Parker, 1991), mientras que en otras. 

células es independiente de Ca+2 (O'Connor y Kimelberg, 1993) reportaron que la salida de 

potasio activado por hiposmolaridad, se bloquea cuando se elimina el calcio del medio 

extracelular. Estos resultados fueron corregidos por los trabajos de Vitarella (1994) y de 

Bender y Noremberg (1994), quienes encontraron que la salida de potasio sensible a 

volumen se ve incrementada en un medio libre de calcio extracelular. 

A pesar de estos resultados, se llegó a la conclusión de que la salida de "Rb (utilizado 

como marcador de Kl estimulada por hiposmolaridad, depende de Ca +2 extracelular, con 

base en un efecto inhibitorio parcial (20-40%). que se observa en presencia de nimodipina. 

un conocido inhibidor de canales de calcio (Bender y Noremberg, 1994, Vitarella, 1994), 

En astrocitos corticales, pretratados con un eficiente quelante de Ca +2 intracelular 

esterificado, el ácido acetoxi-metil 1,2 (O-arninofenoxiletano-N,N,N',N'tetracetico) o 

(BAPTA-AM) o en usencia de calcio extracelular (Bender y Noremberg (1994, Vitarella, 

1994) se observó sólo una inhibición parcial del DRV (40%). 

En otros tipos ceiulares, existe muy frecuentemente un incremento en la [Ca
2
li cuando son 

expuestos a solucioDt:s hiposm6ticas. En--algunos-casos. la activación de los mecanismos 

correctores del volumen parece depender de este incremento en Ca2
+ pero en muchos otros, 

esto no es así (Lang, 1998). Hay así mismo, diferencias en cuanto a la fuente de aporte de 

Ca2+ que parece no ser siempre la misma, ya que en algunas células el Ca2
+ proviene del 
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medio extracelular y de pozas endógenas, que en algunos casos probablemente se da por la 

activación de receptores a IP3. 

En las células nerviosas la salida de solutos intracelulares en condiciones hiposmóticas se 

ha asociado a una posible tensión mecánica de la membrana que puede activar los sistemas 

de transporte sensibles a estiramiento (canales activados por estiramiento, SACs), lo cual 

se ha descrito en varias preparaciones (Sachs, 1991). Estos canales se activan después de 

una aplicación de presión directa o distensión de la membrana, como ocurre durante el 

hinchamiento celular. Los SACs se encuentran agrupados en familias; así se encuentran los 

selectivos a cationes, a aniones y los no selectivos. Se han propuesto cambios en el 

citoesqueleto, así como la implicación de segundos mensajeros como posibles señales de 

activación durante el DRV (Milis, 1994; Ziyadeh, 1992; Bender, 1993), sin embargo, en las 

células nerviosas no existe evidencia o información suficiente para involucrar a estas 

entidades moleculares del citoesqueleto en los mecanismos de liberación de osmolitos 

durante el DRV 

CANALES DE POTASIO: P ARTICIPACION EN DRV. 

Dentro de las familias de canales iónicos, la más extensa es la de los canales de K+. Existen 

muchas variedades de canales de K+, algunos de los cuales se ha reportado que participan 

dentro del DRV (Sackin, 1989, Welling, 1985, Grinstein, 1982, Vanoye y Reus, 1999) 

presentando cinéticas y sensibilidad farmacológica muy variada, así como diversos grados 

de dependencia al calcio, datos por demás controvertidos (Bender y Norenberg, 1994, 

Vitarella, 1994). Alguno de los posibles candidatos para movilizar al potasio bajo 

condiciones hiposmóticas, podrían involucrar a los canales pertenecientes a la superfamilia 

S4, la cual incluye: a) Canales de K+ de rectificación tardía (KD), b) Corrientes transitorias 

o tipo "A" (KA), e) y canales de K+ dependientes de calcio (Kc.), además no se descartan la 

participación de canales de potasio activados por ligandos (como los activados por ATP). 

Todos estos canales muestran fuertes similitudes en sus mecanismos de permeabilidad,-lo 

cual sugiere mucha similitud física en sus poros (Hille, 1992). Dentro de la muchas 

funciones que realizan los canales de K+, están las de mantenimiento del potencial de 

membrana, su participación en las fases de repolarización e hiperpolarización celular, la 
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regulación en la tasa de disparo de los potenciales de acción, el mantenimiento de la fase de 

meseta del potencial de acción. Por otro lado los canales de K+ muestran también actividad 

de marcapaso en células cardíacas. Los diferentes tipos de canales de K+ se distinguen 

principalmente por sus características de dependencias de voltaje, su selectividad iónica o 

sensibilidad farmacológica, asi como sus fonnas de regulación fisiológica (Hille, 1992; 

Rudy, 1988). 

La movilización de los iones involucrados en el DRV tiene lugar a través de 

transportadores electro neutros aunque de manera más general ocurre a través de canales 

iónicos (Hoffmann, 1989 y Sarkadi y Parker, 1991). Se ha visto que durante el 

hinchamiento celular hay un aumento muy importante de la penneabilidad de la membrana 

a los aniones y a los aminoácidos, el cual es seguido de la activación de canales de K+, la 

cual es posiblemente consecuencia de la movilización de er. Tanto la salida de K+ como la 

de er se lleva a cabo a través de canales activados por hiposmolaridad, específicos para 

cada uno de los iones, pero interdependientes. Evidencias en este sentido son (i) la 

insensibilidad del proceso regulador DRV a la bumetanida, un potente y selectivo inhibidor 

del cotransporte K+¡er (Grinstein, 1982), (ii) el requerimiento no específico de er como 

anión acompafiante para el K+, como se requeriría en el caso del cotransporte (Kimelberg, 

I 990c), (iii) el efecto de la gramicidina, un ionóforo catiónico especifico, acelerando el 

DRV (pasantes-Morales, 1994a), (iv) el hecho de que conocidos bloqueadores de canales 

de potasio puedan inhibir la salida de K+ activada por hiposmolaridad (Grinstein, 1982; 

Sánchez-Olea, 1993) y; (~) los inhibidores clásicos de canales de cloro inhiben los flujos de 

er activados por hiposmolaridad. En estudios con técnicas electrofisiológicas se han 

detectado corrientes tanto de K+ como de er, que se activan por hiposmolaridad. No se ha 

identificado moleculannente a la proteína responsable de la movilización del K+ sensible a 

hiposmolaridad, sin embargo, se ha visto que la corriente de K+ activada por 

hiposmolaridad es una corriente saliente que se activa también por despolarización y que es 

sensible a quinina (Nilius, 1995). Estos canales son muy específicos para el K+, ya que no 

son-penneables a otros·cationes·como el·Na+, En varios tipos celulares se han reportado 

canales de K+ dependientes de calcio del tipo BK activados por hinchamiento; 

consecuentemente la liberación de K+ y el DRV son, en esos casos, dependientes del calcio 

externo (Sarkadi and Parker, 1991). Deutsch y ehen (1993) han propuesto a los canales Kv 
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1.3 corno posibles candidatos en el transporte de los flujos de K+ osrnosensibles. Para 

apoyar esta propuesta llevaron a cabo un estudio en linfocitos -T, los cuales no tienen la 

habilidad de regular su volumen. Después de la transfección y subsecuente expresión de los 

canales Kv 1.3, los linfocitos adquieren la capacidad de regular su volumen. 

Los canales de K+ que se activan durante el DRV han sido estudiados en diversas 

preparaciones, células de Ehrlich (Hoffman, 1989; Hougaard, 2000), linfocitos (Girnstein, 

1984) en varios tipos de células epiteliales (Klaerke, 1988; Roy y Sauve, 1987; Wienner, 

1990), plaquetas (livne, 1987; Szirmai, 1988) y en osteosarcoma (Yarnaguchi, 1989). En 

astrocitos en cultivo, la conductancia a K+ se ha visto incrementada por soluciones 

hiposmóticas (Olson y Li, 1998). De hecho, sólo con pocas excepciones, la movilización de 

K+ se observa siempre durante el DRV. En mucho de los tejidos estudiados, la activación 

de la conductancia al K+ ocurre independiente y simultáneamente con una corriente de el". 

El movimiento saliente de KCI, dirigido por el gradiente de K+ resulta en una salida de 

agua osmóticarnente obligada durante el DRV. 
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OBJETIVO GENERAL 

El Estudio y la caracterización bioquímica y electro fisiológica de la vía de permeabilidad al 

potasio en respuesta a un cambio en el volumen celular inducido por soluciones 

hiposmóticas en astrocitos de cerebelo de rata en cultivo. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

- Caracterización farmacológica de la salida de potasio activada por hiposmolaridad 

- El establecimiento de la dependencia al Ca +2 de dicho movimiento, sea ¡otra o 

extracelular, en tanto que se ha propuesto a dicho catión divalente como señal necesaria 

para la activación del proceso de DRV en su conjunto (Bender y Noremberg, 1994). 

- Caracterización electrofisiológica de la vía de movilización del K+, lo cual incluye curso 

temporal y la dependencia al voltaje de su activación e inactivación; el valor de su potencial 

de inversión; su apego o desviación de una conducta óhmica; el valor de su conductacia, así 

como su interdependencia con los movimientos de er activados también por el cambio en 

volumen. 
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METODOLOGIA 

Tanto los cultivos de astrocitos como las soluciones utilizadas y métodos de liberación de 

los movimientos de K+, se refieren en la publicación anexa que se obtuvo durante la fase 

experimental 

ELECTROFISIOLOGIA 

Para el estudio y determinación de las corrientes de K+ activadas por cambios en el 

volumen celular, se utilizó la técnica de pinzamiento de membrana (Patch clamp) en su 

modalidad de fijación de voltaje en célula entera (whole cell). Dicha técnica consiste. 

brevemente, en aplicar un protocolo de pulsos cuadrados de corriente eléctrica de 300 mseg 

de duración, iniciando en -100 mV a +120 mV en pasos de 20 mV cada uno, (Fig, B) 

manteniendo el potencial de membrana fijo (-70 mV), Este protocolo evidenciara las 

corrientes endógenas presentes en el lipo celular estudiado, pennite el registro de aquellas 

inducidas por un cambio en el volwnen, además de pennitir por comparación si son las 

mismas, aunque amplificadas, que las observadas en condiciones previas al estímulo. 

Los registros en célula entera (whole cell) fueron realizados usando un amplificador 

Axopatch 200A (Axon Instruments, Foster City,Calif, USA), Las pipetas de patch-clamp 

fueron hechas con tubos de vidrio de borosilicato con un diámetro externo de 1.5 mm y un 

diámetro interno de 1mm (World Precision Instruments, loc.), utilizando un generador 

manual de electrodos de dos fases ( PP-83 Narishige, Kyoto, Japón), La resistencia de las 

pipetas fue de 3-5 MQ, Los registros de las corrientes fueron digitalizados usando una 

computadora PC acoplada a una interface AD/DA (Digidata series 1200, Axon 

Instruments). El análisis de los datos y resolución de gráficas se realizaron con los 

programas de Pclamp y Clampfit v,6.02 (Axon Instrument), Todos los experimentos se 

hicieron a temperatura ambiente. 
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SOLUCIONES 

La composición de las soluciones de registro electrofisiológicos fue la siguiente (en mM): 

medio extracelular: NaCI 135, KCI 4.7, CaCI, 1, MgSO, 1.17, glucosa 5, HEPES 10 

ajustado a pH 7.4; composición de la solución intracelular (en mM): Aspartato de K+140, 

MgCI, 1, glucosa 5, HEPES 10, ácido etilen glicol-bis (B-aminoetil eter)-N;N;N;N 

tetraacético (EGTA) 5. 

La solución hiposmótica se preparó únicamente diluyendo al medio isosmótico con el 

mismo volumen de agua bidestilada, para una hipotonicidad final de 150 mOsm lit (50% 

hiposmótico) 

Figura B.- Protocolo de estimulacióo electriflsiológica (whole cell) 

+100 

O 

-70 

-120 

300 ms 
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RESULTADOS. 

Tanto los resultados como la metodología de los estudios bioquímicos de esta investigación 

se encuentran en el artÍCulo anexo publicado en la revista Joumal ofNeuroscience Research 

57: 350-358 (1999). 
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Joumal of Neuroscience Research 57:350-358 (1999) 

Inftuence of Ca2+ on K+ Effiux During 
Regulatory Volume Decrease in 
Cultured Astrocytes 

Octavio Quesada. Benito Orda~ Sandra Morales~Mulia. and Herminia Pasantes-Morales· 
In'titul~ of Cdl Phy ... iology, Nalional Univel">ity of Mc::xico. Mexico City. Mexico 

The calcium (Cah ) dependence oC polassium (K+) 
emux activaled by hyposmolarity in cullured cerebel­
lar astrocytes was innstigaled. measuring in parallel 
experiments ""Rb reItase and changes in cytosolic 
Cal+ (lCa1+J.). Hyposmotic (50%) medium increased 
(CaH )¡ Crom 117 lo 386 nM. with conlributlons oC 
extraccllular CaH and Cal+ Crom the endoplasmic 
retirulum. Hyposmotk medium increased "Rb emux 
rale from 0.015 min- I to a maximal oC 0.049 mln- I 

and a nel relcase oC JO%-. This osmosensitive emux 
"'as inhibited by BaH (0.028 min- I l. quinidine (0.024 
min-I). and charybdotoxin (0.0.&0 min-I). bul was 
unafTecled by TEA. 4-AP. or apamln. Removal oC 
exlcrnal Cal. from tht hyposmotic medium increased 
""Rb eroux to a maximal rale constant oC 0.056 min- I 

and a net relcase 01 38% and caused a delay o, 
inaclintion. These changes were due to the overlap­
ing of aD eroux activated by Cal. removaJ in isosmotic 
medium. This isosmotic ""Rb eroux was unaffected by 
TEA Of 4-AP, reduced by verapamil, and abolished by 
Bal •• nilrendipine. and Mgl+. With the swelling­
induced ICaH)1 rise suppn:ssed. byethyleneglycoltet­
raacetlc acid'Ketoxy-methyl ester (EGTA-AMI. hypos­
motic I16Rb was 30% rtduced. The Cal. entry blockers 
Cd2+. NP+. LaJ·. and GdJ• did nol aft'ect "Rb emuX. 
A 40% deerease obsened "ith verapamil and nitren­
dipine was Cound unrelated to Cal •• because these 
agenls did not afTeet the [CaH h rise and tbe inhlbltlon 
persisted in the absenceorextemal Cal +. The phospho­
lipase C blocker U-73122 did not aITeeIICal·l. nor 
""Rb emux. Blockers o, Ca2+/calmodulin W7 and 
KN~93 deereased "Rb emux to ahe same extent as 
EGTA-AM. lonomyrin markedly potentJated S6Rb 
release in hyposmotic conditions only when I Cal·11 
was raised to about 111M. suggesting the implication 
óf mad-K· channels at tbis [Cal·)1 threshold, whidi 
nonethetess. was nol attained during hyposmotic swell­
ing. 11 is concluded that 16Rb eroux in cerebellar 
astrocytes is largely (70%) Ca1+ -¡ndependent and tbe 
Cal • ..dependent rraction is sustained essentially by 
CaH released from the endoplasmic reliculum and 

~ 1m Wiley~l.iss. Ine.-

mediated by a mechanism involving Ca1+/calmodulln. 
J. Neurosci. Res. 57:350-358. 1999. 
el 1999 Wik-y·I.iss.lnc. 

Key words: "olume regulatioR; Ca-blockable K chan­
neis; volume-sensitive potassium channels 

INTRODUCfION 

Cultured cerebellar astnxytes respond to swelling 
evoked by hyposmolar solutions by an aClive process of 
cell volume reeovery. aceomplished by lhe extrusion of 
intr.lcellular osmolyles. K +. CI-. and organic molecules. 
including ¡:K)lyalcohols and amino acids (Kimelberg and 
Fr.lngakis. 1996: Kimelberg el al.. 1990a: 0150n el al .• 
1986: Pasantes-Morales and Schousboc. 1988). The ef­
flux pathways for these osmolytes consisl essentially of 
separate K- and CI- ehannels and a leak palhway fOf the 
organic moleeules. which sharcs with the anion chanRel a 
number of physialogic and phannacologic fealures (Jack­
son and Strange. 1993; Kirk. 1997; Pasantes-Morales, 
1996: Roy. 1995). Swelling in ao;trucytes elicits an immed­
iate and maximal ¡ncrease in the pcrmeability 10 Cl- and 
amina acids. which represenl (he inilial event in the 
regulalory volume decrease (RVD). K + exit is delayed 
and is the rate-limiting slep in this process (Pasantes­
Morales el al.. 1994). Increasing Ihe rale of K+ efflux 
resuhs in an increase in (he rolle and effieiency of RVD 
(Pasantes·MorJ.les et al.. 1994: Quesada el al .. 1998). 

The signal transducing the change in cell volume 
into Ihe activation of the osmolyte effiux pathways has 
nOI been conclusively idcmified. Ca~+ is a likely eandi· 
date for Ihis role. bccause in most eells. including 
cultured astrocytes. swelling elicils a rise in cytosolic 
Ca~ + dCa~ ·1;) with contributions of bolh Ca1 + inHux and 

Contr.ll."t ,r.lnl <,pOflsor. DGAPA-UlliAM: Cuntraet grant- ñumber: 
IN·201:!97: Contr.k:\ ~r.ant ~ponM)J: CONACYT: Contraet gran! num­
ber. 2262p·N. 

·CorTespondcncc lO: Henninia Pasanles·MorJles. Instituto de Fisiolo­
,ia Celular. UNAM. Ap. Postal 70-2SJ. Mcxico. <U51O. O.F. Mexico. 
E-mail: hp:l-Qnlcflifisiol.unam.mx 
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Ca> rc!eao;e fmm intemal source~ IBender et al.. 199-': 
Fi~~'heret al .. 1 t.¡97: ~1oraks-Muli;.l et al .. 1998: O'Connor 
.;¡nd Kimdbcrg. 1993). The o ... mosensitin~ K' eft1ux 
path ..... ay is Ca~' dependent in !.Offie "dls. particularly in 
cpi[helial ce lis (Sarkadi and Par~er. 1991 l. whereas it 
Sl'l'nlS to be Ca:- indcJ)I!'ndent in other ccll types. In 
f.:ultun:d astrocytc.>;:. this maller i~ at prc¡ent undear. due 
10 sorne conRicting resuJts. In cortical aSlrocytes. 
O'Connor and Kimelberg (19931 reported a blockade of 
¡he hyposmotic ~Rb effiux upon removal of external 
Ca:'. This finding was correl,ed in a further report 
showing an increase in IIbRb efflu, in Ca:' -free medium 
(Vilarella el al .. 1994). Bender and Norenberg (1994) also 
showed enhanced hyposmotically stimulated lIbRb eftlux 
in the absence of extemal ea:-. Despite these' clear 
results. Ihe conclusion is th:lI 'ItIRb effiux depends on 
e,~tracellular ea!+ (Bender and Norenberg. 1994). A 
partly inhibitory effeel of nimodipine of about 20-40% 
was also considcred in support of Ihis conclusion (Bender 
and Norenberg. 1994; Viurella el al.. 199-'). The hypos­
molic II<lRb efllu;w;. in canical aslrocytes after trealment 
wilh 1.2·bis(0-aminopheoo;w;.ylelhane-N.N.N' .N' tetraace· 
tic acid at:etoxy-mcthyl ester (BAPTA·AM) is reponed as 
partly decreascd (Vitarel1a el al.. 1994) or unatTecled in 
Ca:-·frce medium (Bender and Norenberg. 1994) or 
inhibiled HOtH) if extemal ea> is removed <Bl!ndl!r and 
Norcnberg. 1994). In view of th~se results. we ree;w;.am­
ined the inHucnce 01' ea~+ from e;w;.temal and intemal 
:-.ources on the swelling-xtivated IIfIRb effiu;w;. in t:ultured 
I.."(.'rcbellar aSlrocyte.>;: measuring ICa~' íi and IIfIRb Ru;w;.e. .. 
in paralleJ e;w;.periments. We found results Ihat may 
provide an e;w;.plan:lIion for mosl of the apparent inconsis­
tencies menlioned aboye. 

\IATERIALS AND METHODS 

Cell Culture 

Primary cultures of t:erebellar astrocyles were pre­
pared as previously described (Sánchez-Olea et al.. 
199.1). BrieHy. Ihe dis50Cialed cell suspensions from 
l'erebellum of 8-day-old rJls were plaled al a densily of 
2.1 x 10"' cells/cm: in pla."iilic di~hes. The culture medium 
consisled of basal Eagle-s ffiedium supplemenled with 
lock heat-inaclivated fetal calf \Crum. 2 mM glutamine. 
50 Wml penicillin. and 50 JJglml streptomycin. The 
culture dishes were incuooted al 37cC in atmosphere (5% 
CO~/95% air). The enrichmem of cultures in astrocytes 
and the proportion of olher cells were assessed by 
immunocytochemical techniques as previously described 
lSánchez-Olea et al.. 1993). 

!l6Rb Release Measurements 

Cultured cells were incubaled in culture medium 
containing ~Rb (2.5 IJCilm\) for 60 min. Afler incuba-

.. ;& 
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tion. the medium was repla~'ed wilh N-2-hydro;w;.yethy1pi­
pc:razine-N-2-ethanesulionic acid t HEPES )-buffered sa­
linc containing 1.15 mM NaC!. 1.0 mM CaCl~. 1.17 mM 
MgCl:. 5 mM KCI. 10 mM HEPES. and 5 mM glucose. 
pH 7.-'. The medium osmolarity. delermined with a 
freezing-point osmomeler tmoocI5002. Prccision Instru­
menlS. Natick. MAl. wa.'i 295 = 6 mOsm/1. After 15 min 
of successive washes with this medium. ce lis were 
~upcrfused al arate of I mUmin for 5 min. after which 
~table I!6Rb efllux ba..'ic!line was attained. Then. Ihe 
superfusion mcdium was replaced by one of rcduced 
osmolarity (150 mOsm: 50% hyposmolit:). and samples 
.were collected for 10 more mino Hyposmolic media were 
prepared by reducing the NaCl concentration to 60 mM. 
Control dishes were added wilh 'Ihc vehicle used to 
prepare solutions conlaining lhe drugs tesled. At the end 
of the experimenls. radioactivily in media and Ihal 
remaining in the eells was measured in a liquid scintilla­
[ion counler. Resuhs are expressed as the radioactivity 
released in each collectcd sample as percentage of the 
tOlal radioactivily presenl in the cells at that time_ 

Intracellular Free Ca!+ Measurement 

For Ca:+ measurements, cells were detached from 
dishes by treatment with phosphate-buffered Ca2+ -free 
saline containing 1 mi of ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA) and 0.01% trypsin for 2 min and loaded with 5 
IJM Fura·21AM at 37c C during 1 hr in basal Eagle's 
medium. After loading. cells Were centrifuged. resus­
pended in an equal volume of medium. and incubated for 
an additional 30 min. The cells were then washed. and 
Huorescence was measured in an Aminco·Bowman lumi­
nescence spectrometer (SLM-AMINCO~. Rochester. NY) 
series 2, Excitation wavelength was alternated between 
340 and 380 nm. and Huorescence inlensity was moni­
tored at 510 nm. Each e;w;.pcrimenl was individuaJly 
calibrated 10 ohcain the ma;w;.imum Huorescence after 
disrupting the cells wilh 0.1% Triton X-lOO and Ihe 
minimum Huorcscence obtained after buffering Ihe cal­
dum in the sotution with 20 mM ethylcneglycoltelraace­
tic acid IEGTA). The values obtained through this 
procedure were used lO t:akulate Ihe inLraccllular calcium 
concentration according to previously published equa­
lions (Grynkiewicz el al .. 1995), 

RESULTS 

(CSH JI Increase by Hyposmolarity 

Ex.posure of cerebcllar a.."iitrocyLes to 50% hypos­
motie medium markedly inereased [Ca!+ Ji. This was first 
examined in individual astrocytes attaehed to coverslides 
measured as pre\'iously describcd (Morán et al.. 1997). 
The Ca~+ signal largely varied in shape and amplitude 
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Fig. 1. Inlroll,:ellular calcium changes in culturetl aslrocy!es 
indu~'ed by hypo~molarity and Ihe errecl of ionomyc:in and 
Ihap"igargin eX).'lO'ure before Ihe hyposmolic slimulus. A: After 
100 se, reeonJing ofba.'uIICa~+ l. (~e Malerials and Melhod'il. 
eelh were cxpoM!d 10 5(Kf hyposmotic medium. cithcr with 1.2 
mM exlracellular Ca!· luppcr trace) or wilhout Ca> plu), 0.5 
mM cthylcncglycolletr.aaeclic acid (EGTAl (Iowcr trolecl. B: 
Intract:llular caldum changcs intlucetl by 1 ,..M ionomycin 
dis),o!\'cd in a Ca:' -rredEGTA isosmotic medium (up¡xr ban 
and Ihe abscn,c of response to a hypo),molic slimulus (lowef 
barl. C: Same a'i B. bUI using 0.2 ,..M lhapsigargiri a'i 
cndopl .. ,mic reliculum Ca!--deplcting agenl (uppcr ban. Rep­
resentative traces of Ihm: separale assays are shown. 

from esscnlially no increase. to large. rapid increases up 
10 800 nM. Due 10 Ihis variability. we considcred a sludy 
in a large population of cells in suspension as more 
rcpresentative of the re;lI phcnomenon. Thc average 
¡Ca! +1, in cells in suspcnsion in isosmotic medium was 
117 nM ::!: 12..t (n = 16) and raised to 386::!: 36 nM 
(n = 7) in 5W hyposmotic solulions (Fig. lA). In 
Ca!··frec media containing 0.5 mM EGTA. [Ca> L was 
87 ::!: 15 nM in isosmotic medium and 190 ::: 26 nM 
(n = 8) in 50'Ñ hyposmotic medium (Fig. 1 A). indicating 
a substantial conlribution of Ca~+ influx. lo Ihe (Ca!», 
elevalion. To e\'aluale Ihe contribution of Ca~+ relea.sed 
from endogenous sources. aSlrocytes were Ireated wilh I 
JlM ionomycin or 0.2 JlM Tg in isosmolic Ca!· -free 
medium, This Irealmenl elicited a Iransient increase in 
(Ca! +Ii. and a subsequenl hyposmotic stimulus did nOI 
~.voke_any further in~rease in [Ca!+ Ji (Fig. 1 B.C). These 
results in cerebellar a.<;lrocyles in suspension were remark­
ably similar lo mase reported by Fischer el al. (1997) in 
Iheir characlerization of Ihe hyposmolarily-induced Ca! + 
response in cultured cortical a.o;trocytes al the single-cell 
level. showing Ihal the response in aSlrocytes attached or 
in suspension is not significanlly different. 

4.23 Lb iUJ.Ag¿ ___ iL3 ... 

(nftuence or Ca!· on I16Rh Emux 

Exposure 01' cerehdlar aslroc)'lcs lo 50q. hypos­
molie solutions increa),ed KhRb relea . ..c from an efflux. rate 
01' O,O~2 (min~') to a maximal rate constant of 0.049 
(min- I

). allainctl after 3 min (Fig. ~AI. The amount of 
!IIlRh relea.,ed by Ihe hyposmolic stimulus during the time 
of Ihe expcriment (10 min) was 30 ::: )11 (n = 12) of the 
accumulaled radioactivily. Sorne \'arialions in the re­
sponse were obsen'ed among. the differcn! ex.periments. 
Thcrcfore. the effccls of all drugs or experimental condi­
lions lestcd were always compared with lheir correspond­
ing. day controls. The osmosensitive relea.o;e of IIbRb was 
unaffected by TEA. up 10 10 mM. or 1 mM 4AP (results 
nOI shown) and was markedly decrea.<;ed by I mM 
quinidine or barium (Fig. 2A). Charihdotmin bul nOI 
apamin inhibiled Ihe release. decreasing lhe max.imal rate 
100.040 ::!: 0.002 (n = 4. P < 0.05), Removal of Ca!· 
from Ihe hyposmotic medium rcsuhed in a significant 
change in Ihe osmosensitive I\tIRb effiux.. The lime course 
was modified. showing a delay in the inaclivation phase 
and an increase in Ihe max.imal mtc constan! (Fig. 2B) and 
in lhe nel amoun! released (381l- in Ca!· ·free medium vs. 
301k in controls). The possibility was then explored lhal 
all these changes were due to the aeti\'alion of a separate 
I\tIRb effiux. elicited by Ca!· removal. This possibilily was 
ex.amined in astrocytes ex.posed firsl to isosmolic Ca:"­
containing medium and subsequenlly 10 isosmotic Ca!"­
frec (0.5 mM EGTA) medium. Figure 3Ashows lhat Ca1'" 

remo\'al elicited an increase in 116Rb effiux. slowly 
aClivating to rcach a max.imal mtc ofO.056 min·\ after 10 
mino wilh no detectable inactivation during Ihe time oflhe 
experiment. The amount of KbRb releasro in 10 min was 
36 ::!: 3Ck n = 6. This effecI of Ca1- removal was 
essentially lhe same in solutions in which Ca~'" was 
omiued. containing only Ihe residual Ca> in water or in 
those madc virtually free 01' Ca by addition of lhe 
chelators ~APTA or EGTA (results not shown). The M>Rb 
effiux activaled by Ca:+ remo\'al eould be blocked 
immcdiately after readdilion of Ca~ - 10lhe medium. The 
isosmolic MRb relca.o;e activaled by Ca=· removal was 
unaffeclt.>d by TEA and 4-AP and markedly inhibiled by 
831

< and Mg:· (Fig. 3A). Due 10 a po ...... ible similarity of 
this pathway with the Ca" ·blockable channels described 
in epithelial cells (Van Oriessche et al.. 1994; Van 
Driessche and Erlij. 1994) Ihat are sensiti\'e 10 dihydropyri· 
dines and verapamil. these agenls were also tested in the 
~Rb release aclivaled by Ca=·- rem~val. Figure 3A shows,-·, 
a marked inhibition of IItIRb emuX. by 100 JlM verapamil 
and 25 JlM nilrendipine. Also. similar 10 Ihe Ca!"· 
blockable channels. isosmolic MRb effiux in astrocyles 
was sensitive to H·. being reduced al exlernal acidic pH 
(Fig. 38). This isosmotic IItIRb emux elicited by Ca!" 
removal. superimposed to lhe hyposmotic effiux. may 

__ . ¡ aiJ.2J.QC : 
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3ccounl for Ihe de!ayed ioul.'tivalion anJ the nct iocrease 
in ~tlRb effiux obser\"ed in these canditions. 

Supprcssion of al1 Ihe hyposmolically induced 
iocreases in (Ca> l. by Ircalment with 50 JlM EGTA-AM 
Juring JO min (Fig .... A) reduced xtlRb erflux with no 
change in Ihe acli\"alion or inaclivation pattern (Fig. 4B). 
The maximal rale decrcascd from 0.055 min- l lo 0.41 
min- t (P < 0.05 n = I.=!l. and Ihe amounl re1ea. .. ed from 
~O'7c lo 24% (P < 0.05. n = 12) EGTA-AM was used 
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instcad of (he more caromon BAPTA-A~1 due to ~ollle 
effl.'¡':l.~ (lf this latero somchow reducing the extent of cdl 
s~;t!lling I ~1orales·Mul¡a el al .. 1998; Jorgcnsen el al.. 
1997). Allempls were made to idcntify lhe Ca~· source. 
which sustains this Ca~' -dependen! fraction of ...... Rb 
ctllux. Bc:('uuse the eommon appro:u:h of externa! Ca> 
removal cannot be used due to Ihe isosmotic acti\'ation of 
Kt>Rb emuX. in Ihis caoditioo. we ¡nslcad examincd lhe 
effee! of Cd~·. NP", and la·\.... which are general 
blockers of Ca1 • channels. and ofGd·\+. a known blocker 
al' strelCh-activutcd channels. Nane of these agems af­
fected I\o!'>Rb emux (maximal rate min- I in controls 
O.().IS :: O.OQ.I (n = 8). Cd" O.().IS:: 0.001. Ki" 
0,044 =. 0.002. La.'+ 0.040:!: 0.002. and Gd-'+ 
0.042 ::!: 0,003 {n = 4)1. The L-Iype Ca~- -channe! block­
ers verapamil and nilrendipine. bUI nol diltiazem. signiti­
eantly inhibiled IIlIRb efflux (Fig. 5A). This appears lo be 
an effee' unrelaled 10 Ca~+. because Ihese agents did 001 

affecl Ih~ (Ca~")¡ elevation induced by hyposmolarity 
(Fig. 5B.Cl. Besides. when e:Jttemal Ca> was remo\"ed. 
still nitr~ndipine inhibiled Kt.Rb efflux (Fig. 50). 

AII these resull'\ indicate a marginal conlributioo of 
external Ca~+ lo the activalion oflhe osmosensili\'e ¡;t,Rb 
effiux and ralher suggest the involvement of Ca: - release 
from an eodogenous source. This ir. masl likely. lhe pi.X)1 
slored in Ihe endoplasmic reticulum. as suggested by data 
showing Ihal upon depletion of this reser\'oir. there is no 
Ca: - a\"ailable 10 be released by Ihe hyposmolic .. timulus. 
To invesligale whcther the mechanism of Ca:- releasc 
from endoplasmic reticulum involves activation of IP.\ 
receptors. astrocytes were treated wilh the phospholipase 
e (PLC, blocker U-73122. This agenl was ess.entially 
ioeffe<:li\'e (maximal rates: control. 0.048 = 0.006 mio -1: 
U-73122. 0.046:=: 0.004 min- t ; 0=6). The Ca~-' 
calmodu!in blockers W7 aod KN-93 decrea't!d MRb 

Fig. 2. Time course of Ihe swelling·induced ~Rh reka~ from 
euhured cerebdlar a. .. trocyte!>. Afler a I-hr loading ~riod with 
2.5 lJCi '<6Rb. eeUs were perfu-.ed 15 min with iso,motic 
medium and fr.tction~ wcre collccted each :-.ubsequc:m minute. 
Afler a .. table efflux was altained. a S<n- hypü\moli..: medium 
was introduced (sixlh min in figure) and fraetions were 
collected for 10 more minutes. A: Swelling·indueed !lt\Rb 
relea.-.e wilhout additions (control: ciTeles' and in the prc!óCnce 
of I m.\t quinidine (squaresl. 20 nM charibdoloxin uriangles). 
or 1 mM barium (inverted trianglesl B: S .... elling·induccd IItIRb 
release in the presenee (eirclc!» or abstnce Isquares, of external 
Ca plus 0.5 mM ethyleneglyeoltetraacelic aeid. Data ~ 
expres\ed as efflux late conslant 3." described in Material .. and 
Melhods. Results are means =- SE of 29 (circleSI or 6 
experiments (all other eonditions) . • p < 0.05: .. ignilicant 
differences in A (P < 0.001 1 for quinidine and barium eondi­
lions were found from Ihe sixth 10 fifteenth fraetion: symbols 
wcre omitted. however. fOf c1an!y purposes. 
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cfllu:\ lo about Ihe sa~ e),lenl a..¡, by Ihe trcalmenl wilh 
EGTA·AM IFig. 6). 

Potenliation or "'Rb Emux by lncreasing I Ca2+ 11 
The o..¡,mo .. ensili\-c efllu:\ 01' Hf'lRb froln ccrcbdlar 

astrocyles was dramalical1y incrcascd by a trc!almcnl wilb 
I.,.M ionomycin in Ihe prescnce 01' Ca> IFig. 7A). The 
magnitude of Ihis increa.o;e wa.-; c\early dependcnt on lhe 
elcvation uf ICa!~ J; du.: 10 Ihe ionophare. which in tum 
in~reased with increasing the e:\temal Ca~' concentralion 
IFig. 7B). The effecl af ionornycin potcnliating I16Rb 
emu;lt could be obscn:cd only when (Ca2> 1; ¡evels 
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inl..'fea:.ed ovcr I pM. In ¡"u:-.mutk' cundilions ionomycin 
did nol affec! !lt>Rh cfl1ux (reSUlls nol shown). Al variance 
wilh n: .. ults in curtical a:-.lrocylcS (Bender and Norenberg, 
199-1). in which ouabain markedly incrcascd Ihe asmosen_ 
sitivc !If'IRb dnux. in nur prcparation Ihis agent did not 
increa!oC (Ca!~). and díd not potcntiate ~f'lRb effiux (results 
nOI shown). 

DISCUSSION 
h has been consistenlly obscrved Ihal omissian of 

enracellular Ca~· does nOI decrease but rather ¡ncreases 
the osmosensilive IIORb etnu;lt in astrocytes. a resull in 
conl1icl with its proposed Ca!" dependence (Bender and 
Norenberg. 1 m: Sánchez-Olea el al.. 1993: Vitarella el 
al .• 199-11. The finding in Ihe present work ofa Il6Rb effiux 
activated by Ca~· removal in isosomotic medium. contrib­
utes 10 c1arify this point. It also explains why. in conical 
astrocyles. ¡nhibilion of the osmosensitive MRb effiux by 
BAPTA-AM is reversed in Ca~~ -free mcdium (Bender 
and Norenberg. 1994). Besides. Ihis K+ movement acti­
valed in the absence of external Ca~· . by increasing the 
nel amounl of K· released. explains the apparently 
paradoxical acceleralion of RVD observed in this condí­
lion IMorales-Mulia et al.. 1998). The mechanism by 
which Ca~· omission activates IItIRb effiux is unclear. 
Nonspccific cation channels gated by removal of divalent 
calions have been dcscrihcd in epilhelial cdls (Van 
Drie:o.sche et al.. 199-': Van Driesschc and Erlij. 1994), 
wilh features resembling those of Ihe IItoRb effiux acti­
valed by Ca~ o removal in astrocytcs. such as inhibition at 
low pH and blockade by 8a:+. verapamil. and dihydropyri­
dines. These channels could be those carrying K" in Ihe 
abscnce of external Ca~·. The occurrence of increased 
K" effiu:\ by Ca:· removal has nOI been c10sely exant-

Fig. J. TIme COUThC of the iwsmotic IIf'IRb relea.~ otI:tiV3ted by 
C;:a!· n:moval from culturcd cen:bcllar aslfOC\les. Dishes 
prcloadcd wilh IIf'IRb werc pcrfu!>ed wilh isosm;)tit.: mcdium 
unaiJ a -.table IIfIRb efllu\ was attained. Then. thc pcrfusing 
rru=dium was swilched 10 an isosmolk Ca!~ -free lTk.-diurn addcd 
with 0.5 mM cthyleneglycohetraacetic acid (EGTA). A: M>Rb 
n:lea!<.C induced by Ca:' -free media plus EGTA ¡circlc!'ól and 
supplemented wilh 0.5 mM hariurn (squares) 11..5 ~M nitren­
dipinc: ¡STD: lrian!-tc..l 1011 ~M vernpamil {VRP: in\"ened 
trianglcsI or S mM Mg> (diamonds). Significanl diff~n=n~es 
(P < 0.05 for NTD an4 P<O.ºI for .. VRP and Mg1».were_ 
found. B: Scnsitivity of me isosmotk 1ItJRb n=lea..c;c 10 ex.tracellu­
lar pH. Control (drdesl al pH 7.4 and al pH 6.5 (squares) or 5.5 
(triangl~). Results are mcans ::!: SE of 6-26 ~)l.pcrimcnls. 
Significantdiffen:nceslP < 0.01 ror pH 6.5 Curve;md P < 0.001 
for pH 5.5 curve) wen: found for every point stat1ing from the 
eighth fraction. compared with the Calo-free condition (con­
trol): significance symbols we~ omitted for !iimplicity. 
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inl'J in OIher ct:ll Iypes. Thi.;; possihilil)' ~hould he 
nm.;;iJered. Ihnugh. in all sludies in which Ihe Ca> 
JL'penJcm:e 01' osmosensitive K- movemenl.;; is invesli­
!!atl'd. 
- In aSlrocyles. as in man)' olher cell Iypcs. hypos. 
molic swelling Il'ads 10 a tran..;;ienl increase in ICa~·); 
with contribulions from holh elttracellular and intracellu· 
lar sources (Bender et al.. 1m: Fischer et al.. 1997: 
MlIrales-Mulia et al.. 1998: O'Connor and Kimelberg. 
1993). In ccrebcllar aSlrocyles. suppres. .. ion of Ihe swell· 
ing-associaled (Ca~~J¡ rise by EGTA-AM reduced the 
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Fig. "t Ellecl uf clhyleneglycoltetr.lacetic acid-aceIOll.y-mclhyl 
c~h:r (EGTA·AMI un ICa!'!, OlIld III'1Rb emux induced by 
hypo. .. m,\lariIY. A: Suppressitln of ICa> 1, rise in cultured 
m.troc}'le~ prdlladcd wilh 50 ¡lM EGTA-AM and expll..ed 10 a 
5()".l hypu ... motil' medium (am)wl. Represenlalive trace of Ihrcc 
...:parah: d.;h:nninations. B: lime coursc uf th.: III'1Rb dflull. 
triggt.'ftd by a 50'1- hypo ... molic medium (al the Silllh min) from 
":Imlml dishes (drdcs) and from «lis preloadcd wilh EGTA-AM 
t~uan:s). Rcsulls are mean." = SE of 6-I::! expcrim.:nts. 
Significanl differences (P < 0.(5) bclween traces from Ihe 
_,,:venth 10 the Iwelfth minute werc found . 
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osmosensitive ~"Rb efOu:\ by JO'X. Attempls were mOlde 
in Ihis work 10 idcntify the sourt."!! of Ca:· involvcd in this 
componenl of~"Rh efOux. Secause neithcr general hk~k­
ers of Ca:" channels such as Cd!'. Ni:'. and La·'~. nor 
the blockcr of .,trc:lch·aClivatcd channels Gd,l •. affeCled 
AARb efOux. exlernal Ca: - innu, appears nol influential as 
a mechanism sustaining Ihe Ca:- -dependenl fraction of 
~"Rh I!'fflult. Verapamil and nilrendipine. bul nOl diltia· 
zem. e:\hibited an inhibitof\' action. whieh" however. 
cannOl he attributable lo ; blockade of Ca!· enuy. 
because tlrsl. these agents did nOI decrease Calo entry 
during swelling. and secando substantial inhibition per­
sisls in the absence of e.\ternal Ca:·. when there is no 
Ca!> in flux. h is noteworthy that Ihese agents also 
potently blocked lhe ""'Rb effiux aetivated by Ca!+ 
rernoval. a condition which obviously exc1udes an effec! 
related lO Ca~· in flux. There is increasing evidence of 
direct effects of verapamil and dihydropyridines on K + 
channels. inc1uding maxi-K' channels and voltage-gated 
channels (Annslrong and Miller. 1990: Fagni el al.. 1994: 
Schlichter et al.. 1997). In Ihese later. a Ca!+·binding site 
al Ihe ouler dornain of Ihe pore region seems required 10 

stabilize Ihe native conformalion of the protein preserv­
ing the normal opcration of Ihe channel (Arm. .. lrong and 
Miller. 1990). This may be th!! site where verapamil and 
dihydropyridines are inlera..:ting. In any evento evidence 
of ¡he direel effeet of these agents on al least two types of 
K ~ channels. suggests caution in interpreting their effecIs 
as strlctly relaled 10 Ca~ + dependence in the osmosensi· 
tive K + palhways" 

As for the involvemenl of Ca> from intemal stores, 
there is evidence in cortical (Fischer el al.. 1997) and 

B 

Fig. s. Thl! cff .. 'l'ts of \'crapamil (I(xl ¡lMI and 
nitrt:ndipinc (1 ~.5 J..IM) on Ihc= ICa! '1, inl'rcase 
and Ihe ""Rb c=mu~ inducc=d by swclling_ A: 

~ 'It! • 001" 1 -,-. .....-,----y-_._. , !-.---"--~-~ III'1Rb emux rmm cells ellposed al lhe ~ixlh 
minute 10 a 504 hyposmolic mcdium wilhoUI 
addition~ (conlrol. circles)" plus verJ.pamil 
(!iQu:uesl. or nitn:ndipine (triangles). B: ICa! - J¡ 
¡ncrcase induced by s ..... clling in the presen..:c or 
absence of n:rap.amil. C: SaRle as in 8. bUI 
lesling the effe..:! of nilrendipine on lhe swelling. 
induced ICa~'I, increa.-.ed. D: Effcct of nitren­
dipine on Ihe swdling-induced III'1Rb emux in 
Ihe absence or ulemal Ca!". Conlrol tcircles) 
and nilrendipine (~uares). Resuhsare means =: 
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Fíg.6. EtTe!ctlo of (he Ca~' ·c:almodulín complex ínhibilors W_ 7 
and KN·9.'\ on the! swdling·induced IItIRb rele:ase from astro· 
cylc~. Thl! hyposmotic slÍmulus slane!d al the sixth minutc. 
Control condílion (drclesl wíth no :addítions. Thc erfC¡;-l of 
KN·9J re:a!!enl :added wilh the hypolomolk stimulus i~ shown 
(in\lened tnangles). W-7 (!iD IJM) was preincub:atl!d 10 min :and 
walo pre!\Cnt during Ihe whole eXPI!riment; ils effecl w:as tested 
on untre:atoo cells Isquares) and in cclls pre\liously looded wilh 
50 IJM elhylenegly¡;-oltetraacetic acid-acetoxy-mclhyl e~ter 
(EGTA-AM: lriangll!s); no significant dilTerences were found 
bc:twccn mese (WO condilion~. Re ... ulls are means :: SE of four 
10 six loCparale experiments. 

cerebellar astrocyles (presenl results) thal points OUI 10 
Ihe endoplasmic reliculum pool as lhe source of Ca~" 
released by the hyposmolic stimulus: therefore. Ihis 
reservoir should be considered as Ihe main contributor lo 
Ihe Ca!' -dependent fraction of l\fIRb effiux.. The mech¡¡· 
nisms releasing Ca!+ from these ~itores by hyposmotic 
swelling are slill undear in ¡¡strocytes. Ahhough the 
implication of Ihe endoplasmic reliculum Ca> pool 
seems de¡¡r IBender el al.. 1993: Fischer el al .• 1997; 
Morales-Mulia el al.. 1998). this does nOl necessarily 
mean thut lhe release occurs through aclivalion of IPJ 
receptors (Bender el al .• 1993). In conical aslrocytes, .. !he 
PLC blocker U· 73122 markedly decreas-ed I16Rb effiux.. a 
result supponing the involvement of IPJ receptors (Bender 
el al.. 1994). In our preparation. this agent had only a 
marginal inhibitory effecl on I16Rb effiux.. which besides. 
was reproduced by its inactive analogue. An additional 
conflicling e\lidence is the lack of effect of U· 73122 on 
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Fíg.7. Polcntiation by ionomycin of the ICa!'I, changes and 
""Rb etllu\ índuced by hyposmolarily. Hyposmocic media 
o;llOtainíng different ICa! '1 .. were supplemented with I 11M 
ionomycin. A: ""'Rb emux induced by 50C¡ hyposmotic media 
I3t the! ~ixlh minute in figure l. eontaining the indicated fCa!+lo­
Resuhs are means :: SE of six ~parate expenmenlS. Notice the 
ordinate scale change compared wilh pre\lious figures. 8: lime 
course of me [Ca!' J¡ in astrocytes e\posed lo 5D'l hyposmotic 
medium containing I IJ-M ionomycin (arrowl and the indicaled 
ICa~"I,,; representative set of trace~ of two 10 three separate 
assay!o is shown. 

[he (CU>-)i rise evoked by swelling in cortical astrocytes 
(Schliess el ,al.. 1996). CalTeine decreases SbRb effl:ux in 
conical ¡¡strocyles somehow involving also lhe ryanodine 
receptor (Bender et al.. 1994). Other proposed mecha. 
nisms for Ca'!" release from the endoplasmic reuculum 
implicute (1) a direet effeel releasing Ca~' byarachidoníc 
acid increa.'iCd by swelling (Tinel et al.. 1991): (2) the 
osmosensilive mechunieal opening of Ca!" channels al 
the endoplasmic reticulum: and (3) the activation of 
.... oltage·gated channels. sensing a voltage change after 
swelling. between endoplasmic reticulum and cytosol 
(Jena et al.. 1991; McCarthy and O·Neil. 1992: Missiaen 
el al.. 1996). 

Reaclions medialed by Ca!+/calmodulin have beco 
implicated in Ihe hyposmolically stimulated S6Rb efflux 
in conical aSlrocytes based on Ihe eITect of blockers of 
Ca~+lcalmodulin and PKC. It was shown lbal KN-93 
decreased IbRb release and W7 suppressed il complelely 
«Bender et al.. 1994). This I¡¡ter eITect is difficult 10 
interprel only in terms of Ca~· dependence. because as 
shown in Ihe same sludy (Bender et al.. 1994). in 
astrocytes with all C¡¡2+ chelated by BAPTA·AM. 86Rb 
I!ffiux decreased only 45%. Thus. ils complete blockade 
by W7 suggests aclions addilionallo Ihose of interruplion 
of (he Ca~ ·/calmodulin·medialed reactions. We also 
fQund inhibitioll9f lItIRb effiux. by W1 and KN·93 similar-
10 lhat observed when al! (Ca!" Ji is quenched by EGTA· 
AM. implicating Ca2+/calmodulin in the mechanisms of 
activalÍon of lhe Ca2+·dependenl fraction of S6Rb effiux 
in cerebellar astrocyles. 

An observation considered as further evidence in 
support of the osmosensilive Ca!+ ·dependence of 86Rb 



lu.'( wa~ the largl! inlTI!:lsc induceJ by ionomycin 
l!nJer et al.. 19'-J·H. lo the pre-.enl wnrk. the paralkl 
IJy uf changl!_' in le .. :' 1, al1o'A<-d us 10 Jl!llloostrate 
11 Ihis incfl!asl! "tart~ only whl!n ICa:' 1; reachl!J 1cvd:-. 

~1I in nl·I!~" uf thlJ'e auained Juring swdling. Thus. it 
1101 stri .. :tly Ca:' Jl!pcnJl!nce llut a pOlentiation hy a 
·ge ICa> 1. r¡se <-li¡;ileJ hy Ihe ionophorc. This may be 
!.' 10 the l·ontribution oC aJditional p:uhways activated 
thes<- Ca:· Ihre~holds. Likely candiJales are the 

l~'-acti\"ated ma.\i-K - channels.. which have the dual 
quiremenl for depolarization and a large conccotralion 
ICa:- \, 11-2 1J\1I for at:tivaling. Potcntiution of K(>Rb 

lease by ionom~ón in ustrocytes was obscrvcd when 
'a:- Ji increased lo le\"els close lo Of above I J.lM and 
lly in a~sociation ..... ilh swelling. which in astrocytes 
lmpon a markñi depolarization (Kimelberg el al .. 
NOb: Olson and Li. 1997). In a numher of cell I¡nes. 
lrticularly in epithelial cells. the K + channels activatcd 
~ hypo~molarily are the Ca> -al"tivated ma:<.i-K ~ chan· 
ds (Sarkadi :md Parker. 1991). 

In t:ondusion. lhe swelling·activalcd KbRb ctllu:~ 
·om astrocytes c_\hibit a Ca!' -dependen! fraction of 30'K 
:crebellar aSlroc)"lesl and 4S(} (cortical astrocytes: 
,cnder e! al.. 1 99-l) anJ a large Ca:· -imkpcnden! 
.... ction re~{X)nsihle for lhe rcmaining 55-707c. The 
'01:' -de¡xndcnl frJclion is suslaincd by Ca!' relca~ed 
rom Ihe l·nJopla,.mic reticulum. and lhe mechanism of 
cl¡valion in,·ol\c!'l Ca>/calnmdulin. ti is still undctlncd 
I'hether the: Ca.:" -dcp.:ndcnt and Ca:·.inJcpcndcnt ,,:um­
KlOcnts coITt:sponJ 10 separale pathways or represen! a 
ingle path ..... ay with partial Ca> dependencc. It is also 
IOclear al presenl whether a K- channcl Jirectly acli­
lated by swelling: is prescnt in aSlrocytes or whclher K + 
:t11U.'lt occurs through other Iypes of K" channels acti­
,"ated by ('\·ents concurring with swelling. The ¡ncrease in 
Ca~+ 1, and lhe depolarization known lO occur in ¡¡sIro­
:ylcs upon swelling (Olson ¡¡nd li. 1997). may activale 
ua.'lti-K· channels or/and voltage-gated K ~ channels. 
:'10th comribuling lO the osmosensitive IItIRb emu.'lt. An 
:Icctrophysiologic characterizalion in Jetail of the K' 
~hannelhl acti\-aled Juring s""elling is ncccssary (O 

darify Ihesl! poims. 
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RESULTADOS 

2) Electrofisiología 

En condiciones basales (medio isosmótico) se registraron un total de 10 células mediante la 

técnica de patch-clamp, en la modalidad de fijación de voltaje en la configuración de célula 

entera (whole cell). Todas las células registradas, bajo condiciones isosmóticas (300 

mOsro) muestran en general escasa corriente entrante con una máximo de 100 pA a pulsos 

hiperpolarizantes, mientras que a pulsos de voltaje más despolarizantes se observa una 

corriente rectificadora saliente con un máximo de corriente de 500 pA; el potencial reverso 

fue de -72 mV (Fig. S.). Cuando las células son expuestas a medio hiposmótico 50 % (150 

mOsm) se observa una despolarización evidenciada por un cambio en el potencial reverso, 

estableciéndose en -48 mV~ así mismo, se produce un gran incremento de las corrientes 

salientes alcanzando un máximo de corriente de 2500 pA, mientras que se observa un 

pequeño incremento en las corrientes entrantes, alcanzando un valor máximo de 400 pA. La 

figura 9 muestra un registro de astrocito de cerebelo en condiciones isosmóticas (panel A) 

y luego bajo condiciones hiposmóticas (panel B). 

Para establecer la participación de las corrientes de potasio activadas por cambios en el 

volumen celular, se utilizaron los bloqueadores generales de canales de K+ quinidina (1 

mM) y bario (2 mM). La figura 10, panel A, B Y C muestra un experimento representativo 

bajo la presencia de quinidina. Este registro de un astrocito en condiciones isosmóticas 

denota la presencia de una corriente con una cinética rectificadora saliente que se activa a 

pulsos de voltaje más despolarizante. En la relación corriente-voltaje de este registro (Fig. 

11) se muestra un potencial reverso de -76 mV, con un máximo de corriente de 390 pA; no 

se observaron apertura de corrientes entrantes a pulsos hiperpolarizantes. Cuando se da el 

estímulo hiposmótico (Fig. 10 panel B) se observa un incremento en las corrientes, así 

como una despolarización denotada por el c~bio en el potencial reverso, siendo este ahora 

de -54 m V; las corrientes alcanzaron un máximo de 1800 pA, observandose, además, un 

ligero incremento -en- la comente entrallie. La presencia de quinidina 1 mM (Fig. 10 panel 

C), inhibe en un 90 % las corrientes activadas por hiposmolaridad, se observaron cambios 

en el potencial reverso cuando el fármaco fue adicionado, quedando finalmente -70 rnV 

(Fig. 11). 
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En la figura 12 paneles A, B Y e, se observa el registro electro fisiológico de otro astrocito 

bajo las mismas condiciones de estimulación osmótica y en presencia de bario (2 mM), 

conocido bloqueador general de canales de potasio. En condiciones isosmótica se observa 

una cinética rectificadora saliente con una máximo de corriente de 400 pA Y un potencial 

reverso de -80 m V. No se observa apertura alguna de corrientes entrantes con comandos de 

voltaje hiperpolarizante. El cambio súbito a un medio hiposmótico induce una 

despolarización, quedando el potencial reverso en -46 m V (Fig. 13). Así mismo, se observa 

un incremento tanto en la corriente saliente como entrantes; las corrientes alcanzan un 

máximo de 1500 y 400 pA respectivamente. La adición de bario (2 mM) inhibe las 

corrientes sensibles a volumen en un 80 %, se observa un cambio en el potencial reverso en 

presencia del bloqueador, quedando ahora en -71 mV. 
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RELACION CORRlENTE- VOLTAJE EN 
ASTROCITOS DE CEREBELO DE RATA EN CULTIVO 

EXPUESTAS A UN MEDIO HlPOSMOTICO 50 % 

3000 1 (pA) 

_____ ISOS 

----- HlPOSMOTICO 50 % 2500 

2000 

1500 

1000 

500 

rnV 

-50 O 50 100 

-500 

-1000 

Fig. 8.- Gráfica corriente-voltaje (1-V) de las corrientes iónicas en condiciones basales (círculos) 
y las activadas por hiposmolaridad (cuadros) en astrocitos en cultivo. Los resultados SOn el 
promedio de 10 experimentos ± ES. 
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Fig. 9.- Registro electrofisiológico de las corrientes iónicas presentes bajo condiciones isosmóticas (A) y el cambio a un medio 
Hiposmótico 50% (B) en un astrocito de cerebelo de rata en cultivo. Se utilizó la modalidad de fijación de voltaje en su 
configuración de célula entera (whole cell). Se fijo el voltaje en -70 mY y se dio pulsos de voltaje desde -120 hasta +100 mY 
En incrementos de 20 m Y, ver materail y métodos. 
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Fig 10.- Registro electrofisiológico de las Corrientes iónicas activadas 
por un cambio en el volumen celular en un astrocito de cerebelo de rata. 

Efecto de la quinidina. A) isosmótico, B) hiposmótico y C) hiposmótico + 
Quinidina 1 mM. 



RELACION CORRIENTENOL TAJE ASTROCITO DE 
CEREBELO DE RATA, MEDIO ISOSMOTICO E 

HIPOSMOTICO 50 % EN PRESENCIA DE QUlNIDINA 

2000 
1 (pA) 

___ CONTROL 
___ HIPOSMOTlCO 50 % 
~ HIPOS + QUINIDINA 1 mM 1500 

1000 
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-
Fig. 11.- Gráfica 1-V de las corrientes iónicas activadas por hiposmolarida den presencia 
de quinidina. lsosmótico (circulos), hiposmótico (cuadros) e hiposmótico + quinidina 

1 mM (triángulos). 
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DISCUSION 

En diferentes tipos celulares, hay diversa evidencia que indica que uno de los fenómenos 

primarios asociados con el. aumento en el v?l~men celular producido por soluciones 

hiposmóticas, es un incremento en la concentración intracelular de calcio [Ca2+]¡. En tanto 

que se ha descrito en múltiples y variados sistemas, efectos activadores del Ca2
+ sobre 

proteínas cinasas y fosfatasas, que a su vez pueden activar o desactivar canales jónicos y 

elementos del citoesqueleto, resulta lógica su postulación como señal traductora del cambio 

de volumen en la activación de las vías de pernleabilidad de los osmolitos. En general, 

puede decirse que en las células epiteliales, el proceso regulador del volumen inducido por 

soluciones hiposmóticas requiere de la presencia de Ca2
+ en el medio extracelular; que 

durante el aumento en el volumen celular hay una entrada de Ca2
+, lo cual conlleva a un 

incremento en la [Ca2+]¡ y a la activación del DRV (ver revisión en McCarty y O'Neil, 

1992). Por ejemplo, en células MDCK, el incremento en la [Ca'], inducido por 

hiposmolaridad es proporcional a la [Ca'+] extracelular (Rothstein y Mack, 1992). En 

células epiteliales de intestino de la línea 407, la omisión de Ca2
+ y la adición de EGTA 

ocasiona la inhibición completa del DRV (Hazama y Okada; 1988). En fibroblastos el 

incremento en la [Ca2+]¡ es bloqueado por completo cuando las células se mantienen en un 

medio sin ci+ yen presencia de EGTA o bien, en un medio con Ca2
+ y la adición de Gd3

+, 

Co2+, Cd2+. nifedipina o verapamil, todos ellos conocidos bloqueadores de la entrada de 

Ca'+ a la célula (Bibby y McCulloch 1994). Estos estudios proponen que la hiposmolaridad 

induce la entrada de Ca2+ a la célula, probablemente, a través de canales catiónicos 

activados por la distensión de la membrana plasmática (SACS) y/o por canales de Ca'+ 

dependientes de voltaje, incrementando así, los niveles de Ca2
+ citosólico. ( Flake y Misler, 

1989, Kimelberg, 1988; Lambert, 1989) 

Pocas son las investigaciones en las que se ha realizado un estudio paralelo del incremento 

en la [Ca2li y el DRV en la misma preparación y bajo las mismas condiciones 

experil!1entales, por lo que existe aún controversia con_ respecto a la participación 4~ este 

catión como una señal de transducción en el proceso regulador. 

Por otra parte, en estudios realizados en otros tipos celulares se establece que el incremento 

de la [Ca2J¡ asociado al aumento en volumen, no sólo se debe a la entrada de Ca2
+, sino que 
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está relacionado con la liberación de Ca2
+ de almacenes intracelulares. Estas 

investigaciones han demostrado que la omisión de Ca2
+ del medio extracelular en algunas 

preparaciones no tiene ningún efecto sobre el DRV (Hoffmann, 1984). 

En otros estudios en los que el incremento en la [Ca21¡ se cuantifico mediante colorantes 

fluorescentes, se ha detenninado la persistencia de un componente transitorio de Ca2
+ libre, 

aún en un medio ausente de este catión, lo cual sugiere la intervención de pozas endógenas 

de Ca2
+. Sin embargo, existen discrepancias entre los mecanismos propuestos mediante los 

cuales el Ca2
+ es liberado a partir de dichos almacenes. En algunos tipos celulares, el 

vaciamiento del retículo endoplásmico con tapsigargina, impide el incremento en la [Ca2+)i 

inducido por hiposmolaridad (Ishii, 1996), o bien cuando las células se tratan con TMB-8, 

un bloqueador de la liberación de Ca" del reticulo endoplásmico (Tinel, 1994). 

Otro tipo de evidencia propone que la reducción en la osmolaridad interna induce la 

movilización de Ca2
+ de compartimentos intracelulares no mitocondriales, a través de vías 

de fuga pasiva, una propiedad inherente de estos organelos. Es decir, que posiblemente el 

retículo endoplásmico esté ftmcionando como un osmosensor capaz de detectar la dilución 

del citosol cuando las células se encuentran en un medio hiposmótico. Así, el Ca2+ sena 

liberado de estos compartimentos mediante canales que normalmente dejan fugar Caz-+, 

pero que además son sensibles a la distensión de su membrana.(Misiaen, 1996; lena, 1997.) 

La dependencia al Caz
+ de la activación de conductancias de K+ y el" involucradas en el 

DRV. también ha sido un tema de controversia. Se ha reportado que la activación de la 

corriente de K+ asociada al aumento en el volumen celular en soluciones hiposmóticas es 

dependiente de Ca" (Hoffrnan, 1984; Ling, 1992; Perry, 1992, Bender y Noremberg, 

1994). No obstante, también se ha descrito que el Ca2
+ no es necesario para que esta 

corriente se active (Beck, 1991; Awuz, 1997). 

En el caso particular de las neuronas, las investigaciones acerca del papel del Ca2
+ en el 

DRV son escasas. Falke y Misler (1989) trabajando en la linea celular de neuroblastoma 

NlEl15 y utilizando-la técnica de patch-cJamp, mostraron la-actividad de canales SACS . 

asociada al aumento en el volumen celular inducido por la reducción de la osmolaridad 

externa; esta actividad fue bloqueada en ausencia de Ca2
+ extracelular. lo cual indica una 

vez más la probable intervención de estos canales en la regulación del volumen celular. 
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En un trabajo COn neuroblastoma de humano CHP-IOO, Basavappa y colaboradores (1995) 

estudiaron una corriente de er activada por hiposmolaridad asociada al incremento en la 

[Ca2
+]¡; la omisión de Ca2

+ y la presencia de 2.5 mM de EGTA inhibieron ambos eventos. 

De los diferentes antagonistas de canales de Ca2
+ sensibles a voltaje utilizados en este 

trabajo, sólo la co-conotoxina MVIIC, un bloqueador de canales de calcio tipo Q y R, 

bloqueó tanto la corriente de cr como el incremento en la [Ca21i inducidos por 

hiposmolaridad. Es importante mencionar que la concentración del fármaco utilizado en 

este trabajo fue diez veces mayor a la requerida para inhibir este tipo de canales y que, 

asimismo la concentración del quelante utilizado es excesiva. 

Con respecto a las células nerviosas, la mayoría de los estudios sobre la dependencia de 

Ca2
+ en el DRV se han realizado en astrocitos. Sin embargo, la intervención del Ca2

+ en 

este proceso es poco clara debido a la falta de congruencia entre los resultados mostrados 

por diferentes grupos de investigación. Se ha reportado que el DRV es parcialmente 

dependiente de la presencia de Ca2
+ extracelular (Vitarella, 1994), o bien que es un proceso 

totalmente independiente (Sánchez-Olea, 1995) o totalmente dependiente (O'Connor y 

Kimelberg, 1993) de este catión. En el glioma C6, la regulación del volumen se ha 

reportado como independiente de Ca2
+ extraceluar, pero sólo en condiciones en las que se 

emplean concentraciones muy altas de EGTA (2.5 mM) (Lohr y Yohe, 1994). Existen 

inconsistencias aún mayores entre los resultados sobre la liberación de osmolitos activada 

por hiposmolaridad. Se ha reportado que la salida de cl' es dependiente (O'Connor y 

Kimelberg, 1993) o independiente de Ca'+ (Sánchez-Olea, 1995). La salida de K+ por su 

parte, se describe como incrementada (Bender y Norenberg, 1994; Sánchez-Olea el al., 

1993; Vitarella, 1994) o inhibida (O'Connor y Kimelberg, 1993) en ausencia de Ca'+ 

extracelular. 

Con respecto a la participación del Ca2
+ proveniente de pozas endógenas existe evidencia 

que sustenta la intervención de receptores activados por inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) en la 

movilización de Ca2+ durante el estímulo de hiposmolaridad. Bender y colaboradores 

~(1993) reportaron~un incremento en~ la hidrólisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) 

asociado al aumento en el volumen celular bajo condiciones hiposmóticas. Estos autores 

describieron además que el DRV es bloqueado cuando la hidrólisis de PIP, es prevenida 

con U-73122, un inhibidor de la fosfolipasa C (PLC). En otros estudios sin embargo, se ha 
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demostrado que este mismo inhibidor no tiene ningún efecto sobre el incremento en la 

[Ca']; inducido por hiposmolaridad (Fisher, 1997; Sinning, 1997). 

Por su parte, la salida de 86Rb (utilizado como trazador de los movimientos de K+) en 

condiciones hiposmóticas se ve incrementada en medios libres de Ca2
+ (Fig. 2B). Más aún, 

dicha estimulación se observa en medios isosmóticos, es decir, en ausencia de 

hinchamiento celular (Fig.3A). 

Nuestros resultados muestran un incremento tanto en el calcio intracelular como en la 

salida de "Rb inducida por hiposmolaridad (50%) en astrocitos cerebelares (Fig. 1, 2). 

Cuando el medio externo se sustituye por un medio libre de calcio, aún se observa un 

incremento en la [Ca2J¡ que no alcanza los valores obtenidos con calcio presente en el 

medio. Esto indicaría una contribución tanto de pozas endógenas como de calcio externo, 

en el incremento del [Ca2+]¡ inducido por hinchamiento celular. Por el contrario, la salida de 

86Rb en condiciones isosmóticas e hiposmóticas se ve incrementada en medios libres de 

Ca2
+ (Fig. 2b, 3a,b). 

El mecanismo por el cual se activan estos flujos de 86Rb no ha sido establecido. En células 

epiteliales se han descrito canales catiónicos no especfficos que se activan por la omisión de 

cationes divalentes del medio (Van Driessche, 1994; Van Driessche and Erlij, 1994) con 

características muy semejantes a las del flujo de 86Rb activado en ausencia de Ca2
+ en 

astrocitos: sensibilidad a pH bajos, bloqueado por Ba2+, veraparnil y diihidropiridinas. Estos 

canales podrían estar presentes en astrocitos, en donde movilizarían K+ en ausencia de Ca2+ 

externo. 

Lo anterior viene a explicar lo observado en astrocitos corticales (Bender y Noremberg, 

1994), en donde se vio que la salida de 86Rb sensible a volumen se inhibe en presencia de 

BAPTA-AM y se revierte cuando se sustituye el medio por uno libre de Ca2
+. Así mismo 

este movimiento de K+ activado en ausencia de Ca2+, incrementando la salida de K+, 

vendría a explicar la aparente aceleración del DRV observada bajo estas condiciones 

. (Morales,Mulia, 1998) . 

. En astrocitos de cerebelo en cultivo, la salida de 86Rb sensible a volumen se ve reducida en 

un 30% cuando se depleta a la célula de calcio intracelular (Fig. 4). Para identificar la 

fuente de aporte de Ca2
+ involucrada en este componente de 86Rb osmosensible 
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dependiente de Ca2+, se utilizaron bloqueadores generales de canales de Ca2+ corno Cd2+ y 

Ni+, así como inhibidores de canales activados por estiramiento, como el La3
t- y el Gd3+, los 

cuales no tuvieron efecto alguno en esta salida de 86Rb activada por hiposmolaridad, de 

donde se infiere que la entrada de Ca2+ externo no influye en el mecanismo de liberación qe 

la fracción de 86Rb dependiente de calcio. En presencia de verapamil y nitrendipina, pero 

no de diltiazem, se observa una inhibición de dicho movimiento (fig. 5), pero éste no puede 

atribuirse a un bloqueo de la entrada de Ca2+, ya que estos bloqueadores no disminuyen los 

niveles de [Ca2+]¡, además de observase el mismo grado de inhibición sobre la salida 

osmosensible de 86Rb en presencia o ausencia de Ca2+ extracelular, por lo que 

probablemente estos bloqueos se deban a un efecto per se de estos fármacos. Estos efectos 

al parecer directos del verapamil y de dihidropiridinas se han visto sobre canales de K+ 

dependientes de voltaje y maxi-canales de K+ dependientes de Ca'+ (Fagni, 1994; 

Arnstrong y MilIer, 1990). Estos últimos autores señalan que en estos canales de K+, el sitio 

de unión al Ca2+ queda por fuera de la región del poro; una vez que el calcio se une a este 

sitio estabiliza la proteína, preservando la función nonnal en el canal (Arnstrong y Miller, 

1990). Este sitio de unión al calcio es en donde probablemente, estén interactuando el 

verapamil y las dihidropiridinas. 

La poza endógena que libera ci+ bajo condiciones hiposmóticas parece ser el retículo 

endoplasmico. Aunque es claro la participación del retículo endoplasmico durante DRV 

(Bender, 1993, Fischer, 1997, Morales-Mulia, 1998), no necesariamente ocurre a través de 

la activación de receptores a IP3 (Bender, 1993). En un estudio de astrocitos corticales 

(Bender, 1994) utilizando un bloqueador de la fosfolipasa C (PLC) él U-73122, se observó 

un decremento de la liberación de 86Rb activada por volumen; en nuestro estudio este 

mismo bloqueador s6!0 tuvo un efecto marginal sobre la salida de 86Rb. 

Se ha postulado una serie de mecanismos por los cuales se podría dar la liberación de Ca2+ 

del reticulo endoplásmico. Bender (1994) involucra la participación de los receptores a 

rianodina por un decremento en la liberación de_ 86Rb osmosensible en presencia de cafeína, 

Tinel, (1997) propone un efecto directo del ácido araquidonónico sobre la liberación de 

Ca2+. Asimismo se ha sugerido la participación de canales de Ca2+ osmosensibles en el 

retículo endoplásmico, la activación de canales sensibles a voltaje, los cuales sensanan un 
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cambio en el voltaje después del hinchamiento celular, entre el retículo endoplásmico y el 

citosol (Jena, 1997; McCarthy and O' neil, 1992, Missiaen, 1996). 

La participación de proteínas activadas por un aumento en el calcio intracelular bajo 

condiciones hiposmóticas se ha establecido en astrocitos corticales (Bender, 1994). Entre 

estas proteínas se ha sugerido la participación del sistema calcio/calmodulina (CalCaM) 

con base en los efectos que se observan en presencia de bloqueadores de dicho sistema, 

como el KN-93 y el W-7. Su presencia bloquea completamente la salida de "Rb (Bender, 

1994). Este efecto es dificil explicarlo en términos de dependencia de calcio, ya que en este 

mismo estudio, con todo el calcio intracelular quelado con BAPT A-AM. la salida de 86Rb 

se disminuye solo 45%. Ei bloqueo total con el W-7 sugiere un efecto adicional en las 

reacciones mediadas por el complejo Ca2
+ ICaM. 

En nuestros resultados, la salida de 86Rb activada por hiposmolaridad fue parcialmente 

sensible (50%) a ambos bloqueadores, mientras que se observó un efecto similar cuando se 

quela todo el calcio intracelular con EGT A-AM lo cual indica la participación de la 

Ca'+/CaM en el mecanismo de la activación de la fracción dependiente de Ca'+ (pig. 6). 

Una observación considerada por el grupo de Bender como evidencia de la dependencia al 

Ca'+ de la salida de "Rb sensible a volumen, fue la de un gran incremento de ésta inducidc 

por ionomicina (1994). Nuestros resultados midiendo la [Ca'], con diferentes 

concentraciones de Ca2
+ extracelular en presencia de ionomicina (Fig. 7), muestran que 

sólo cuando los niveles de [Ca2+]¡ han sobrepasado los niveles alcanzados por el 

hinchamiento celular, se observa un incremento en la salida de 86Rb activada por volumen 

(Fig. 7b). En estos resultados no se habla de una dependencia de Ca'+ como tal, sino de una 

potenciación por un gran incremento en la [Ca2+]¡ provocada por el ionóforo. Esto quizá se 

debe a la contribución de vías adicionales cuyos umbrales se activan a esos niveles de Ca2
+. 

Como probables candidatos se encuentran los maxi-canales de K+ activados por Ca2+, 
quienes tienen un requerimiento dual para su activación; despolarización y grandes 

concentraciones de~[Ca2+]r(1-2 ¡..¡.M). La potenciación de la salida de 8~Rb por ionomicina 

en astrocitos en cultivo se observa únicamente cuando los niveles en el [Ca2+]¡ se 

incrementan cerca o por arriba de 1 JlM y sólo bajo condiciones de hinchamiento celular, lo 
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que en astrocitos confiere una marcada despolarización (Kimelberg, 1990b; Olson y Li, 

1998). 

Electrofisiología. 

Estudios previos con técnicas electrofisiológicas han descrito las respuestas de astrocitos en 

cultivo inducidas por cambios en el volumen celular. en todos los casos durante su 

exposición a medios hiposmóticos (Kimelberg, 1988,1990a; O'Connor y Kime1berg, 1993, 

Olson y Li, 1998). Kime1berg y O'Connar en 1988 trabajando con astrocitos en cultivo, 

realizaron registros intracelulares para medir los cambios en el potencial de membrana que 

subyace a la exposici6n a un medio hiposmótico. Se observaron despolarizaciones que eran 

proporcionales al grado de hinchamiento celular, alcanzando un desplazamiento máximo 

del potencial reverso de aproximadamente 60 m V. Los efectos fueron reversibles cuando 

las células regresaban a un medio isosmótico; dos minutos después de la exposición se 

observó una repolarización, retomando el potencial de membrana su valor original. 01son y 

Li (1998) trabajando con astrocitos en cultivo, observaron que partiendo de un potencial de 

membrana de --66 m V en condiciones isosm6ticas, el cambio a una solución lúposmótica 

(25 %) causa una despolarización de '" 23 m V, 6 minutos después de la exposición al 

medio hiposmótico. Dicha despolarización fue progresivamente mayor cuando se utilizaron 

medios con un grado mayor de hiposmolaridad (40 y 50%). En nuestra preparación, cuando 

los astrocitos son mantenidos en un medio isosm6tico y se da un cambio súbito a un medio 

hiposm6tico, se observa una despolarización, similar a la reportada para los astrocitos de 

corteza de rata (Kimelberg, 1988, Olson y Li 1998). Esta despolarización de la membrana 

es consistente con la activación de una conductancia al cloro (Olson y Li, 1998). Además se 

ha observado que las permeabilidades para el sodio y calcio, también aumenta el influjo de 

estos cationes durante condiciones de hinchamiento celular en estas células (Bender y 

Noremberg, 1994, Olson y Evers, 1992). Esto sugiere que, bajo condiciones hiposmóticas 

parte de esta despolarización, quizá se deba a la activación-de estas vías. ---
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En registros de patch-c1amp (whole cell) (Kimelberg, 1988, Olson y Li 1998) en astrocitos 

en cultivo, el incremento en el volumen celular inducido por soluciones hiposrnóticas 

induce características similares. El hinchamiento celular produce una despolarización y un 

gran incremento en las corrientes iónicas que van desde los 100 pA hasta 1 nA (Kimelberg, 

1990) y terminan con un potencial reverso final de -42 roV. En experimentos de sustitución 

iónica - para determinar la especie iónica participante en el proceso regulatorio- se muestra 

que el potencial reverso se desplaza hacia valores más positivos cuando se aumenta el 

potasio extracelular, pero que no se afecta cuando el Na + y el cr fueron sustituidos por N­

metil D-glucamina (NMDG) y gluconato respectivamente. Cuando se pone cloruro de 

cesio (100 mM) en la pipeta de registro (para bloquear todos los canales de K+) se observa 

una disminución en la corriente saliente y el potencial reverso se sitúa cercano a O m V. 

Estos experimentos sugieren la participación de canales de potasio tanto en condiciones iso 

e hiposmóticas. No obstante en este estudio (Kimelberg, 1990), los periodos de registro se 

limitaban solo a un minuto posterior a la exposición al medio hiposmótico. 

Olson y Li (1998) trabajando con astrocitos en cultivo, observaron incrementos en los 

niveles de conductancia para el potasio, cloro y taurina durante la exposición a diferentes 

medios hiposmóticos (20, 40 Y 50 % respectivamente). El incremento en la conductancia 

después del estímulo osmótico fue dependiente de tiempo. Las células expuestas a medios 

hiposmóticos 40 y 50 %, incrementan su conductancia a los 3 minutos posteriores al 

estímulo, mientras que en Un medio hiposmótico 30%, la oonductancia empieza a 

incrementarse hasta los 6 minutos. La máxima conductancia guarda cierta proporcionalidad 

con el grado de hiposmolaridad. No se observaron cambios en la capacitancia celular con 

ninguno de los tratamientos osmóticos. Usando cloruro de cesio (CsCI) en la solución de 

registro intracelular, se observaron incrementos similares en la conductancia de membrana 

con 30 % de hiposmolaridad, mientras que en un medio 50% hiposmótico, se observa un 

enorme incremento en las corrientes. Cuando estos mismos autores usan gluconato en lugar 

de cloro en la,pipeta no se observa incremento alguno.en la conductancia en un medio 30% 

hiposmótico, mientras que en un medio hiposmótico 50% se observa una conductancia más 

pequefia que la vista en presencia de KCI en la pipeta de registro. El incremento en las 

conductancias sensibles a hiposmolaridad (30%) mostró sensibilidad al ácido niflúrnico 
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(200 ¡.tM) el cual inhibió completamente la conductancia, mientras que el bario (5 mM) no 

tuvo efecto alguno. En un medio hiposmótico (50%) las conductancias activadas por 

hiposmolaridad fueron sensibles al ácido niflúmico en un 60% mientras que el bario inhibe 

un 80% respectivamente. 

Finalmente, cuando el electrodo de registro es llena con una solución de taurina aniónica, 

los cambios en la conductancia a taurina se incrementan enormemente al cambiar a un 

medio hiposmótico y este efecto fue sensible a ácido niflúmico (200 ~M). 

De a cuerdo con Olson y Li la conductancia al cloro activada por volumen es más sensible 

a disminuciones menores en la osmolaridad externa, mientras que la conductancia al 

potasio se activa a grados de hiposmolaridad mayores. Además, estos autores han descrito 

también una gran despolarización en condiciones hiposmóticas (30%) comenzando con un 

potencial reverso de -80 mV (isosmótico) y terminando con un potencial de -30 mV 

(hiposmótico). Los autores finalmente concluyen que la sensibilidad diferencial osmótica 

mostrada por ambas vías iónicas es un hecho importante para establecer los umbrales de 

activación del proceso regulatorio. 

Por otro lado, diversas evidencias mencionan que no se observan cambios netos en la 

concentración de potasio intracelular cuando los astrocitos son expuestos a un medio 

hiposmótico 35 % (Olson y Kimelberg, 1995), mientras que cuando son expuestos a un 

medio hiposmótico 50 % se observa una disminución importante en el contenido de potasio 

intracelular en un periodo de 30 minutos (Bender y Noremberg, 1994). 

En nuestros resultados, las corrientes basales que se observan en condiciones isosmóticas, 

denotan una posible participación de canales de potasio de rectificación saliente (!<o). Lo 

anterior se sustenta, primero, con las características de su cinética y segundo, por el 

potencial reverso mostrado (-74 m V). Cuando los astrocitos se les expone a un medio 

hiposmótico 50%, observamos un gran incremento en las corrientes iónicas, tanto salientes 

como .entrantes, así como una _gran despolarización evidenciada por_ un cambio .en el 

potencial reverso (-40 ID V Fig. 8). La activación de las corrientes salientes y entrantes es 

muy similar a las reportadas por Kimelberg y colaboradores (! 990), a pesar de que estos 

autores utilizaron un estímulo osmótico menor. 
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Las corrientes activadas por el estímulo hiposmótico parecen estar mediadas principalmente 

por el ion potasio, puesto que la inhibición mostrada con la quinida y bario (45 y 80 %). La 

inhibición mostrada por el bario es similar a la reportada por Olson y Li, (1998), quienes 

observaron que la conductancia al potasio se incrementa cuando las células son expuestas a 

un medio hiposmótico agudo (50%) y muestran ser sensible a bario. 

En cuanto a los canales iónicos que podrían estar mediando las corrientes activadas por 

hiposmolaridad en astrocitos en cultivo, Se ha avanzando notablemente para el ion cloro, 

por cuyo canal se cree que pudiesen pennear la taurina y otros aminoácidos. (Jackson y 

Strange, 1995; Roy Y Banderelli, 1994). La naturaleza de la conductancia al el' ha 

avanzado notablemente y na sido estudiada en muchas preparaciones celulares (Jackson y 

Strange, 1995; Val verde, 1992; Nillius, 1995); se han establecido sus propiedades cinéticas 

y fannacológicas y se han postulado la identidad de varias especies moleculares. 

Para el caso de la (s) vía (s) de conductancia al potasio se desconoce la naturaleza de la 

entidad molecular responsable de dicha movilización, pocos reportes establecen el tipo de 

canal de K+ participante el DRV. Para el caso del canal de K+ en el sistema nervioso se 

desconoce mucho acerca, sin embargo las primeras aproximaciones electrofisiológicas 

(OIson y Li, 1998, Grinstein, 1992, Deustch y ehen, 1993) vislumbran una participación de 

canales de K+ dependiente de voltaje. mientras que otros autores reportan la activación de 

canales de K+ activados por estinuniento (Vanoye y Reuss, 1999). Otros grupos reportan la 

participación de canales de K dependientes de ci+, presentes en células eipteliales con 

diversa conductancia (Stoner, 1995; Nillius, 1995; Rothstein, 1992; Hazama, 1988). 

ehristensen y Hoffmann (1992) reportan canales de K+ y el' así como canales catiónicos no 

selectivos. 

Para el caso de la corriente de potasio activada por cambios en el volumen celular, otros 

estudios han involucrado una posible participación de mecanismos dependientes de 

calcio/calmodulina que quizá. activarían- a los- canales deopotasio,,(Bender -y Noremberg, 

1994). Esta salida podría estar mediada por canales de potasio activados por calcio, que Se 

sabe están presentes en estas células (Quandt y McVicar, 1986). En nuestra preparación la 

caribdotoxina tuvo un efecto inhibidor significativo en la salida de K+ activada por 
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volumen, la cual sugiere la participación parcial de este tipo de canales en el proceso 

regulatorio de volumen; por otra parte la inhibición observada con quinidina y bario en los 

registros electro fisiológicos sugiere la particiapción de canales de potasio, sin embargo, 

dado que estos agentes son bloqueadores generales de canales de K+, limita la posibilidad 

de identificar él (los) canal(es) de K+ involucrados en la respuesta regulatoria. 

En el caso del sistema nervioso, con énfasis especial en los astrocitos, salvo los pocos 

estudios realizados y el presente estudio, se desconoce el tipo de canal responsable de la 

movilización de potasio bajo condiciones hiposmóticas. Sin embargo se coincide en que el 

ion K+ se moviliza a través de un canal, dada la sensibilidad farmacológica con los 

inhibidores de canales de potasio. No obstante, queda en duda si es un solo tipo de canal o 

es la respuesta de los diversos tipos de canales de potasio que presentan estas células. 

La elección de la entidad molecular responsable para movilizar al ion potasio ante cambios 

en el volumen celular inducido por soluciones hiposmóticas se dificulta debido a la poca 

especificidad de los inhibidores utilizados. No obstante, los resultados aquí presentados 

muestran una participación importante de los canales de potasio en el proceso regulatorio. 

A pesar de está aproximación, se necesitan más estudios electro fisiológicos para poder 

identificar las propiedades biofisicas de el (los) canal (es) de K+ como sustituciones iónicas, 

uso de bloqueadores más específicos así como el determinar la (s) vía (s) de señalización 

intracelular que están regulando la actividad de estos canales tanto en condiciones 

isosmóticas como hiposmóticas 
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CONCLUSIONES 

ESTUDIOS BIOQUíMICOS 

1) LA SALIDA DE 86Rb ACTIVADA POR HIPOSMOLARlDADEN ASTROCITOS EN 

CULTIVO ES INDEPENDIENTE DE Ca'+ EN UN 70% 

2) LA FRACCIÓN DEPENDIENTE DE Ca+'(30%) ES SUSTENTADA POR Ca+' 

PROVENIENTE DEL RETICULO ENDOPLÁSMICO y PROBABLEMENTE 

MEDIADO POR UN MECANISMO QUE INVOLUCRA AL COMPLEJO Ca +'¡CAM. 

3) FARMACOLÓGICAMENTE, LA SALIDA DE "Rb ES SENSIBLE A BARIO, 

QUINIDINA y CARIBDOTOXINA, E INSENSIBLE A TEA Y 4AP 

4) EN MEDIOS LIBRES DE Ca+', LA L1BERACION DE "Rb SE INCREMENTA. 

ESTO SE DEBE A UNA SALIDA SIMULTÁNEA DE 86Rb ACTIVADA POR LA 

OMISIÓN DE Ca+' EXTRACELULAR. ESTA L1BERACION SE OBSERVA EN 

MEDIOS ISOSMÓTlCOS 

5) FARMACOLÓGICAMENTE ES SENSIBLE A NITRENDlPINA, BARIO, 

VERAPAMIL, MAGNESIO y A PROTONES. 

- ES INSENSIBLE A 4-AP, TEA Y CESIO EXTRACELULAR. 

- ES DESCRITA POR PRIMERA VEZ EN TEJIDO NERVIOSO 

6) TODAS LAS CARACTERÍSTICAS CORRESPONDEN A LAS DE CANALES DE K 

BLOQUEABLES POR Ca+', PREVIAMENTE DESCRITOS EN CELULAS 

EPITELIALES. 
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ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS 

1) ELECTROFISIOLOGlCAMENTE, LOS ASTROCITOS MUESTRAN UNA 

CORRIENTE BASAL CON RECTIFICACIÓN SALIENTE. DE APROXIMADAMENTE 

500 pA. CON UN POTENCIAL DE INVERSION DE -12m V. 

2) EL ESTIMULO HIPOS MOTICO ACTIVA A UNA CORRIENTE RECTIFICADORA 

SALIENTE CON UN POTENCIAL REVERSO DE -48 mV. 

3) LA CORRIENTE ACTIVADA POR EL ESTIMULO HIPOSMOTlCO ES SENSIBLE 

A Ba2+ Y A QUINIDINA, LO CUAL SUGUIERE QUE ES MEDIADA POR K+. 

32 



BIBLlOGRAFIA 

Armstrong CM. and MiUer C. 1990. Do voltage-dependent K+ channels requiere Ca+'? A 
critical test employing a heterologous expression system Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. Oct. 26,102 (20) 7579-82. 

Azous, R., Alroy G., Yaari Y. 1997. Modulation of endogenous tiring pattems by 
osmolarity in rat hippocampal neurones. J. Physiol. Jul;l: 502(ptl) 175-87. 

Balaban, R.S. and Burg, M.S. 1987. OsmoticaUy active solutes in the renal inner meduUa 
Kidney Int. 31: 562-564 

Basavappa, S., Chattouni, V., Kirk, K., Prpic, V., EUory, J.C. and Mangel, A.W. 1995. 
Swelling-induced chloride currents in neuroblastoma cells are caIcium dependent. J. 
Neurosci. 15: 3662-3666. 

Beck, J.S., Breton, S., Mairbaurl, H., Laprade, R., and Giebisch, G. 1991. Relationship 
between sodium transport and intraceUular ATP in isolated perfused rabbit proximal 
convoluted tubule. Am. J. Physiol. 261 :F634-F639. 

Bender, A.S., Neary, J.T., and Norenberg, M.O. 1993. Ruk of Phosphoinositide hydrolysis 
in astrocyte volume regulation. J. Neurochem 61: 1506-1514 

Bender, A.S. and Norenberg, M.O. 1994. Calcium dependence ofhypoosmoticaUy induced 
potassium release in cultured astrocytes. J. Neurosci. 14: 4237-4243. 

Bibby, K.J. and McCulloch, C.A.G. 1994. Regulation of ceUvolurne and [Ca'ii in 
attached human tibroblasts responding to anisosmotic buffers. Am. J. Physiol. 266: 
CI639-CI649. 

Cala, P. M. 1983. CeU volurne regulation by Amphiuma red blood ceUs. The role ofCa'+ as 
modulator of aIkali metaI/H+ exchange. J. Gen. Physiol. 82: 761-784. 

Cala, P.M. 1985a. Volume regulation by Ampiuma red blood ceUs: Characteristics of 
volurne-sensitive K+ lIt and Na+ /H+ exchange. Mol. Physiol. 8:199-214. 

Chamberlin, M.E., and Strange, K. 1989. Anisosmotic ceU volurne regulation: a 
~~ ~ comparative view. Am; JcPhysioL 257: CI59-173. -

Davis, C.W. and Finn, A.L. 1985. CeU volume regulation in frog urinary bladder. Fed. 
Proc. 44: 2520-2525. 

)) 



Deutsch, C. And Chen, L.Q. 1993. Heterologous expression of specific K+ channel in T 
Iymphocytes: functional consecuences for volume regulation. Proc. Nat!. Acad. Sci. 
USA 90: 10036-10040. 

Eveloff, S.L. and Wamoek, D.O. 1987. Aetivation of ion transport systems during eell 
volume regulation. Am. J. Physiol. 252: FI-FIO. 

Falke, L. c., y Misler, S. 1989. Aetivity of ion ehannels dudring volume regulation by 
clonal NIEI15 neuroblastoma eells. Proe. Nat. Aead. Sei. USA. 86: 3919-3923. 

Fagni, L., Bossu, J.L., and Boekaret, J. 1994. Inhibitory effeets of dihydropyridines on 
macroscopie K+ currents and on the large·conductance Ca2+-activated K+ channel in 
eultured eerebellar granule eells. P1ügers Areh. 429: 176-182. 

Fisher, R., Sehliess, F. and Hfiussinger, D. 1997. Charaeterization ofthe Hypo-Osmolarity­
Indueed Ca2+ Response in Cultured Rat Astroeytes. Olio, 20: 51-58. 

Fincham, D.A., Wolowyk, M.W., Young, J.D. 1987. J. Volume-sensitive taurine transport 
in fish erytrhroeytes. J. Membr. Biol. 96: 45-56. 

Foskett, J.K. 1994. The role of ealeium in the control of volume-regulatory transport 
pathways. In : Cellular and Molecular Physiology of Cell Volume ReguIation, Cap. 
15. K. Strange, eds. CRC Press, Ine. Boea Raton, Florida., pp. 259-277. 

Fugelli, K., Y Thoroed, S. M. 1986. Taurine transport associated with eell volume 
regulation in flounder erythroeytes under anisosmotie eonditions. J. Physiolo. 
374:245-261. 

Oarcía-Romeu, F., Borgese, F., Ouizoam, H., Fievet, B. and Motais, R. 1996. A role for the 
anion exehanger AEI (band 3 protein) in eell volume reguIation. Cell Mol. Biol. 
42: 985-994. 

Ooldberg MP, Choi DW. 1993. Combined oxygen and glueose deprivation in eortieal cell 
culture: calcium-dependent and calcium-independent mechanisms of neuronal 
injury. J. Neurosci. 13(8):3510-24. 

Oonzález, E., Sánehez-Olea, R. and Pasantes-Morales, H. 1995. Inhibition by cr ehannels 
blockers of the volume-activated, diffusional mechanism of inositol transport in 
primairy astroeytes in eulture. Neuroehem. Res. 20: 986-900. 

Orinstein, S., Dupré, A., Rothstein, A. 1982. Volume regulation by human Iyphoeytes: 
- RoTe 6f ealCium.J. ·Oen. Physiol. 79:849-868. - - . . .~ 

Orinstein, S., Rotshein, A., Sarkadi, B., Oelfand, E.W. 1984. Responses of Iymphoeytes to 
anisotonic media: Volum-regulating behavior. Am. J. Physiol. 246: C204-C215. 

34 

- - - ~---------------~ 



Grinstein, S., Woodside, S.M., Sardet, c., Pouysségur, J., and Rotin, D. 1992. Activation of 
the Na+/H+ antiporter during cell volume regulation. Evidence for a 
phosphorylation-independent mechanism. J. Biol. Chem. 267:23823-23828. 

Grüder, S., Thiemann, S., Pusch, M. and Jentsch, T.J. 1992. Regions involved in the 
opening ofCIC-2 chloride channel by voltage and cell volurne. Nature 360:759-762 

Hallows, K.R. and Knauf, P.A. 1994, Principies of cell volurne regulation. Cap. 1: Cellular 
and Molecular Physiology of Cell Volurne Regulation, K, Strange eds. CRC press. 
Boca Raton, Florida. pp 3-29. 

Hazama, A. and Okada, Y. 1988, Ca2+ senSlllvlty of volurne-regulatory K+ and cr 
channels in cultured human epithelial cells. J. Physiol. Lond. 402: 687-702. 

Hille, B. 1992. lonic Chánnels of Excitable Membranes. SunderIand associates, lnc., 
Sunderland MA. pp 312. 

Hoffman, E.K. 1978. Regulation of cell volurne by selective changes in fue leak 
permeabilities of Ehrlich ascites tumor cells. En: Osmotic and Volurne Regulation. 
Jorgensen, C.B., and Skadhauge, E. (eds), pp 397-417. 

Hoffman, EX., Simonsen, L.O. 1989, Membrane mechanisms in volurne and pH regulation 
in vertebrate colls. Physiol. Rev. 69:315-382 

Hoffman, E.K., Simonsen, L.O., Lambert, I.H. 1984. Volurne-induced increase of K + and 
CI- permeabilities in Erlich ascites turnor cells. Role of interna! Ca'+. J. Membr. 
Biol. 78: 211-222. 

Hougaard C, Niemeyer MI, Hoffmann EK, Sepulveda FV. 2000. K+ currents activated by 
leukotriene D4 or osmotic swelling in Ehrlich ascites turnour cells. Pflugers Arch, 
440(2):283-94, 

lshii, T., Hashimoto, T. and Ohmori, H. 1996. Hypotonic stimulation induced Ca'+ release 
from IP,-sensitive intemal stores in a Green monkey kidney cell line. J. Physiol. 
Lond. 493: 371-384. 

Jacobsen, J.G., and Smith, L.H. 1968. Biochemistry and physiology oftaurine and taurine 
derivatives. Physiol. Rev. 48: 424-511. 

Jackson, P.B, and Strange, K.1993. Volurne-sensitive anion channel mediate swelling­
-- -activated inositol arid taurine efflux. Aiit. J. Physiol. 265 (Cell Pliysiol. 34). 1498-

1500. 
Jackson PS, Strange K.1995. Characterization of fue voltage-dependent properties of a 

volurne-sensitive anion conductance. J Gen Physiol. 105(5):661-76. 

35 



Jena, M., Minore, lF., and O'Neil, W.C. (1997) A volwne-sensitive, 1P3-insensitive Ca2
+ store 

in vascular endothelial cells. Am. J. Physiol., 42:C316-C322. 

Kimelberg, H.K., and Frangakis, M.V. 1985. Furosemide- and bumetanide- sensitive ion 
transport and volume control in primary astrocyte cultures from rat brain. Brain Res. 
361:125-134. 

Kimelberg H. K., Ranson B. R. 1986. Physiological aspects of astrocytic swelling. En: 
Fedoroff S., Vemadakis A., editores. Astrocytes, Vol 3. San Diego: Academic 

. Press. p 129-166 

Kimelberg HK, O'Connor E.1988. Swelling of astrocytes causes membrane potential 
depolarization. Glia. 1(3):219-24. 

Kimelberg HK, Anderson E, Kettenmann H. 1990a. Swelling-induced changes in 
electrophysiological properties of cultured astrocytes and oligodendrocytes. 11. 
Whole-cell currents. Brain Res. 8;529(1-2):262-8. 

Kimelberg HK, Kettenmann H.1990b SweUing-induced changes in electrophysiological 
properties of cultured astrocytes and oligodendrocytes. 1. Effects on membrane 
potentials, input impedance and ceU-ceU coupling. Brain Res. 8;529(1 -2):255-61. 

Kimelberg, H.K.,. Goderie, S.K, Higman, S., Pang, S. and Waniewskie. 1990. Swellig­
induced, release of glutamate, aspartate, and taurine from astrocyte cultures. J. 
Neurosci. 10: 1583-1591. 

Kregenow, F:M. 1981. Osmoregulatory salt transporting mechanisms: control of ceU 
volume in anisotonic media. Annu. Rev. Physio!. 43 :493-505. 

Kirk, K.,L., Buku, A., and Eggena, P. 1987. CeU specificity ofvasopressin binding in renal 
collecting duct: computer-enhanced imaging of a fluorescent honnone analog. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 84:6000-6004 

Kirk, K.L., EUory, J.C. and Young, J.D. 1992. Transport of organic substrates via a 
volurne-activated channe!. J. Bio!. Chem. 267: 23475-23478. 

Kirk, K.L., and Kirk, K. 1992. Inhibition of volurne-activated r and taurine efflux from 
HeLa ceUs by P-glycoprotein blockers correlates ",ith calmodulin inhibition. J.Biol. 
Chem.267:23475-23478. 

KlaerkeDA, Jorgensen PL. 1988. Role of Ca2+-activatec[ K + channel.in regulation ofNaCI, .. 
reabsorption in thick ascending Iimb of Henle's loop. Comp Biochem Physiol A. 
90(4):757-65. Review. 

Lang, F., Busch, L.G., Viilkl, H., 1998. The diversity of volume regulatory mechanisms. 
CeU Physiol. Biochem. 8, 1-45. 

36 



Lang, F. and Paulmich, M. 1995. Properties and regulation of ion channels in MDCK cells. 
Kidney Int. 48: 1200-1205. 

Ling, B.N., Websler,C.I., and Healon, D.C. 1992. Eicosanoids modulale apical Ca'"­
dependent K+ channels in cultured rabbil principal cells. Am. J. Physiol. 263:FI16-
F126. 

Livne A, Grinstein S. Rothstein A. 1987. Volume-regulating behavior ofhuman platelets. 
J Cell Physiol. 131(3):354-63. 

Lhor, J.W., and Yohe, L.A. 1994. Mechanisms ofhyposmolic volume regulation in glioma 
cells. Brain Res. 677:263-268. 

McCarty, N. A, and O'Neil, R.G. 1992. Calcium signaling in cell volume regulalion. 
Physiol. Rev. 72(4): 1037-1061 

McLeod, RJ. and Hamilton, J.R. 1991. Separate K+ and C¡- transport pathways are 
activated for regulatory volume decrease in jejunal villus cells. Am. J. Physiol 
(Gastrointest. Liver Physiol. 23) 260: G405-415. 

McManus, M,L., and Churchwell, K.S. 1994. Clinical singnificance of cellular 
osmoregulalion. En: Cellular and Molecular Physiology of Cell Volume Regulation, 
by Strange, K. (ed), Boca R.aton FI:CRC, pp 63-77. 

MilIs, J.W., Schiewebert, E.M. and Staton, B.A. 1994 .The cytoskeleton and cell volurne 
regulation. In (K. Strange, ed.) Cellular and Molecular physiology of cell volume 
regulalion. CRC Boca R.aton, F.L., U.S.A pp 241-258. 

Missiaen L, De Smedt H, Parys JB, Sienaert 1, Vanlingen S, Droogmans G, Nilius B, 
Casteels R. 1996. Hypotonically induced calcium release from intracellular calcium 
stores. J. Biol Chem. 271(9):4601-4. 

Morales-Mu1ia S, Ordaz B, Quesada O, Pasantes-Momles H. 1998 Ca2+ changes and 
86Rb effiux activated by hyposmolarity in cerebellar granule neurons. J Neurosci 
Res. 1;53(5):626-35. 

Moorman, J.R., Ackerman, S.J., Kowdley, O.C., Friffin, M.P., Chen, Z., et al. 1995. 
Unitary anion currents through phospholemman channel molecules. Nature. 
377:737-740 .. 

Mountain l., Declercq P. E., Van Driessche W. 1996. Volume regulalion in mt brain glial 
cells: lack ofa substancial contribution offree amino acids. Am. J. Physiol. 270: 
C 1319-C 1325. 

37 



Nakanishi, T., Balaban, R.S:, Burg, M.B. 1988. Survey of osmolytes in renal ceH lines. 
Am. J. Physiol. 255:CI81-CI91. 

NiHius, B. Seher, J., De Smet, P., Van Driessche W. and Droogmans O. 1995. Volume 
regulation in a toad epithelial ceH line: coactivation oí K+ and el" channels. J. 
Physiol. (Lond) 487: 367-378. 

Nilius, B., Eggermont, J., Voets, T., Buyse, O., Manolopoulos, V., Droogmans, O. 1997. 
Properties of volume-regulated anion channels in mammalian eeUs. Prog. Biophys. 
molec. Bio!. 68, 69-119. 

Nilius, B., Prenen, 1., Szücs, G., Wei, L., Tanzi, F., Voets, T., and Droogmans, G. 1997. 
Calciurn-activated cbloride channels in bovine puhnonary artery endothelial ceHs. J. 
Physiol. 498:381-396. 

O'Connor, E.R, and Kimelberg, H.K. 1993. Role ofCalciurn in astrocyte volume regulation 
and in the release oflons and amino acids. J. Neurosci. 13: 2638-2650. 

Ohtsuyama, M., Suzuki, Y., Samman, O., Sato, F., and Sato K. 1993. CeH volurne analysis 
of gramicidin-treated eccrine clear cells to study regulation of el channels. 

Olson, J.E., Sankar, R., Holtzman, D., James, A., and Fleischhaker, D. 1986. Energy­
dependent volume regulation in primary cultured cerebral astrocytes. 1. CelJ. 

Physiol. 128:209-215 .. 

OIson JE. and Evers JA. 1992. Correlation between energy metabolism, ion transport and 
water content in astrocyte. Can. J. Physiol. Pharmacol. 70 suppl: 5350-5 

Olson JE. and Kimelberg HK. 1995. Hypoosmotic volurne regulation and osmolyte 
transport in astrocyte is blocked by an anion transport inhibitor, L-644, 71. Brain 
Res. 1999; 5, 682 (1-2):197-202 

Olson JE, Li UZ. 1997. lncreased potassiurn, cbloride, and taurine conductances in 
astrocytes during hypoosmotic swelling. Olia. 20(3):254-61. 

Pasantes-Morales H., Schousboe A. 1988. Volurne regulation in astrocytes: a role for 
taurine as an osmoeffector. J. Neurosci. Res. 20:503-509. 

Pasantes-Morales, H., Morán, J. y Schousboe, A. 1990. Volurne-sensitive release of taurine 
from cultured astrocytes: properties and mechanis!ll. Glia):427::432. 

Pasantes.Morales, H., Maar, T.E. and Moran J. 1933 a. Cell volurne regulation in cultured 
cerebellar granule neurons. J. Neurosci. Res. 18: 445-452 

38 



Pasantes-Morales, H., Alavez, S., Sánchez-Olea, R., Morán, J. 1993 b. Contribution of 
organic and inorganic osmolytes to volume regulation in rat brain cells in culture. 
Neurochem. Res. 18: 445-452. 

Pasantes-Morales, H., Murray, R.A., Lilja, L., and Morán, J. 1994 a. Regulatory volume 
-decrease in cultured astrocytes 1. Potassium- and chloride-activated permeability. 
Am. J. Physiol. 266:CI65-CI71. 

Pasantes-Morales, H., H. Murray, R.A., Sánchez-Olea, R., and Morán, J. 1994 b. 
Regulatory volume decrease in cultured astrocytes: 11. Activated penneability to 
amino acids and polyalcohols. Am. J. Physiol. 266:CI72-178. 

Pasantes. Morales H., Sanchez-Olea R., Miranda D., Moran J., 1997 Volume regulation in 
NIH/3T3 cells not expressing P-glycoprotein 1. Regulatory volume decrease. Am. J. 
Physiol. 272: C1798-C1803 

Paulmich, M., Li, Y., Wickman, K., Ackerman, M. Peralta, E., and Clapman, D. 1992. New 
manumalian chloride channel identified by expression cloning. Nature 356:238-241. 

Perry, P.B. and O'Neill, W.C. 1993. Swellign-aetivated K fluxes in vascular endothelial 
eells: volume regulation via K-Cl eotransport and K ehannels. Am. 1. Physiol. 265 
(Cell Physiol, 34): C763-769. 

Perry, P.B. and O'Neill, W.C. 199 . Swelling-activated K+ fluxes in vascular endothelial 
cells: role ofintraeellular ealeium. Am. J. Physiol. Dee; 267 (6ptI): CI535-42. 

Pierce, S.K., and Greenberg, M.J. 1972. The nature of cellular volume regul.tion in marine 
biv.lves. J. Exp. Biol. 57:681-692. 

Quandt, F. And M.eVicar B.A. 1986. Caleium Aetivated potassium ehannels in eultured 
astroeyte. Neuroscience 19:29-41. . 

Rothstein, A. and Mack, E. 1990. Volume-.ctivated K+ and cr pathw.ys of dissoeiated 
epithelial eells (MDCK):role ofCa+'. Am. J. Physiol. 258 (eell physiol.):c287-e834. 

Rothstein, A., and M.ck, E. 1992. Volume-activated ealcium uptake: its role in eell volume 
regul.tion ofM.din-Darby eanine kidney eells. Am. J. Physiol. 262:C339-C347. 

Roy, O., and Sauve, R. 1987. Effect of an anisotonic mediurn on volurne ion and arnino 
.cid eontent and membrane poteotial of kidney cells (MDCK) io culture. 1. Membr. 
Biol. 100:83-96. 

Roy, G. Aod Banderali U. 1994. Channles for ions and amino.cids in kidoey cultured cells 
(MDCK) during volume regul.tioo. J. Exp. lool. 268: 121-126. 

Rudy B. 1988. Diversity and ubiquity ofK ehannels. Neuroseienee.25(3):729-49. 

ESTA TESIS NO SAL[ 
DE LA BIBUOTECA 

39 



Sachs, F. 1991. Mechanical transduction by membrane ion channels: a mini review. Mol. 
Cell. Biochem. 104: 57-60. 

Sackin, H. 1989. A stretch-activated K+ ehannel sensitive to cell volume. Proc. Natl. Acad. 
Sci. 86: 1731-1735. 

Saly, V., and Andrew, R.D. 1993. CA3 neuron excitation and epileptiforrn discharge are 
sensitive to osmolarity. J. Neurophysiol. 69: 1-9. 

Sánchez-Olea, R., Moran, J., Schousboe, A. and Pasantes-Morales, H. 1991. 
Hyposmolarity-activated fluxes of taurine in astrocytes are mediated by diffusion. 
Neurosci. Lett. 130:233-236. 

Sánchez-Olea, R., Moran, 1., Martínez, A. and Pasantes-Morales, H. 1993. Volume­
activated "Rb transport in astrocytes in culture. Am. J. Physiol. 264: C836-842. 

Sánchez-Olea, R, Morales-Mulia M., Morán, 1., and Pasantes-Morales, H. 1995. lnhibition 
by dihydropiridines of regulatory volume decrease and osmolyte fluxes in cultured 
astrocytes is unrelated to extraceUular calcium. Neurosci. Lett. 20: 165-168. 

Sarkadi, B., and Parker, 1.C. 1991. Activation of ion transport pathways by changes in ceU 
volume. Biochem. Biophys. Acta. 1071:407-427. 

Sinning, R., Schiliess, F., Kubitz, R. and Haussinger, D. 1997. OsmosignaUing in C6 
Glioma ceUs. FEBS Lett. 400:163-167. 

Smith, L. H. Jr. and Pierce, S.K. 1987. CeU volume regulation by moUuscan erythrocytes 
during hypooosmotic stress: Ca +2 effeets on ionie and organie osmolytes efflux. 
Biol. BuU.I72:407-408. 

Strange, K., and Morrison, Shrode, L., and Putrnan, R 1992. Volume regulation during 
recovery from chronic hypertonicity in brain glial ceUs. Am. J. Physiol. 263:C412-
C419. 

Strange, K. (Editor) 1994. CeUular and MolecuUar Physiology of CeU Volume 
Regulation. Boca raton, F1: CRC. 

Stoner LC, Morley GE. 1995. Effect ofbasolateral or apical hyposmolarity on apical maxi 
K channels of everted rat coUecting tubule.Am JPhysio1.268(4.Pt 2):F569-80. 

Szirmai M, Sarkadi B, Szasz 1, Gardos G. 1988. Volume regulatory mechanisms ofhuman 
platelets. Haematologia (Budap).21 (l ):33-40. 

40 



Szücs, G., Heinkc, S., De Greef, e., Raeymaekers, L., Eggerrnont, J., Droogmans, G., 
Nilius, B. 1996. The volurne-activated chloride current in endothelial celIs from 
bovine pulmonary artery is modulated by phosphorylation. Ptlugers Areh. 431 :540-
548. 

Tinel, H., Wehner, F., and Sauer, H. 1994. Intracellular ea2+ release and ea2+ influx during 
regulatory volume deerease in lMCD eells. Am. J. Physiol. 267:F130-FI38. 

Tinel, E., Wehner, F., and Kinne, R.K.H. 1997. Arachidonic acid as a second mensseger 
fpt hypotonicity indueed ealeium transient rat IMCD eells. Ptlugers Areh. 433.245-
253. 

Valverde, M.A., Diaz, M., Sepúlveda, F.V., Gill, D.R., Hyde, S.C., and Higgins, C.F. 1992. 
Volume·regulated chloride channels associated with the human multidrug-resistance 
P-glyeoprotein. Nature 355:830-833. 

Vandrissche W. and Erlij D. 1994. Cell swelling activates a poorly selective monovalent 
eation channel in the apical membrane of toad urinary bladder. Ptlugers Arch. Aug. 
428,1: 1-8. 

Vandrissche W., De Smet P. and De Smet H. 1994. Poorly selective eation channel in tbe 
apieal membrane of A6 cell. Ptlugers areh. March 426(5):387-95. 

Vanoye CG, Reuss L. 1999. Streteh-aetivated single K+ channels aecount for whole-cell 
eurrents elicited by swelling. Proc Nati Acad Sei U S A. 96( II ):6511-6. 

Vitarella, D., DiRisio, DJ., Kimelberg, H.K., and Asebner, M. 1994. Potassiurn and taurine 
release are highly correlated with regulatory volurne deerease in neonatal primary 
rat astroeyte cultures. J. Neurochem. 63:1143-1149. 

Yarnaguchi, DT., Grten J., Kleeman CR., Muallen, S. 1989. Characterization ofvolurne­
sensitive, calcium-permeanting pathways in the osteosarcoma cell Hne UMR-I06-
01. J. Biol. Chem. 264: 4383-4390. 

Welling, L.W., Welling, DJ., and Ochs, T. 1983. Video measurements of basolateral 
membrane hydraulic conductivity in the proximal tubule. Am. J. Physiol. 245:FI23-
F129. 

Welling PA, Linshaw MA, Sullivan LP. 1985. Effect ofharium on cell volume regulation 
in rabbit proximal straight tubules. Am J Physiol. 249(1 Pt 2):F20-7. 

Wiener H. "ánd Tulnheim K. 1990. Calciuffi-activated potas'iurn channels in basolateral 
membranes of colon epithelial cells; reconstitution and functional properties. Wien 
Klin Wachenschr. Oc!. 26,102 (20): 622-8. 

41 



Ziyadeh, F.N., Milis, J.W., and Kleinzeller, A. 1992. Hypotonie and eell volume regulation 
in shark rectal gland: role of organie osmolytes and F-aetin. Am. J. Physiol. (Renal 
fluid eleetrolyte physiol 3 l.) F468-F479. 

42 


	Portada

	Índice

	Introducción

	Objetivos

	Metodología

	Resultados

	Discusión

	Conclusiones

	Bibliografía




