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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 adaptacion, se identificd 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 namero de células animales, las cuales siempre estan expuestas a
fluidos de osmolaridad muy controlada, presentan también dicha capacidad de adaptacion.
El agua, al igual que muchos solutos, se mueve de un lado a otro de una membrana, desde
una regidén de baja concentracion de soluto a una de alta concentracidén, La dsmosis se
puede definir como el movimiento neto de agua a través de una membrana semipermeable,
dirigido siempre hacia la regidn de mayor concentracion de soluto, es decir de menor
concentracion 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 mayoria de las células de un organismo multicelular no se encuentran expuestas a
situaciones anisosmoticas, excepto las células renales y alpunas células epiteliales. La
osmolaridad promedio de los fluidos corporales en mamiferos es de aproximadamente 285
mOsmo/L valor que se mantiene practicarmente constante, manifestando sélo pequefias
fluctuaciones que no exceden de un 3% (Hoffman y Simonsen, 1989). A pesar de ello, la
capacidad de regular el volumen se ha mantenido a lo largo de la evolucion en
practicamente todos los tipos celulares. Las células pueden hacer uso de varias estrategias
para manejar un desbalance osmético: 1) los cambios osméticos pueden ser ignorados por
la presencia de una pared celular rigida como en las células vegetales, 2) pueden ser
eludidos, como en el caso de clertos moluscos al cerrar su concha ¢ 3) pueden ser
contrarrestados, por la modificacién de la concentracién intracelular de osmolitos,
compuestos organicos y por ende del contenido de agua. Los organismos con pared celular,
cor;o lﬁs plantﬁs y las bacteria;, pueden ignorar cambios osmoticos dentro de cierto limite,
ya que la rigidez de la pared previene de cambios en e! volumen celular. Las paredes de
celulosa de las células vegetales llegan a tolerar presiones internas tan altas como 50

atmosferas. En cambio, las membranas de las células animales son clasticas y no pueden
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soportar una diferencia significativa en la presién hidrostatica, por lo que tienen que activar
mecanismos de transporte de soluips intracelulares osmdticamente activos, los cuales
contrarresian los cambios en el velumen celular ocasionados por alteraciones en la
osmolaridad del medio externo (Chamberlin y Strange, 1989; Pasantes-Morales, 1990;
Sarkadi y Parker, 1991). La movilizacién de solutos en respuesta a los cambios en la
osmolaridad del medio externo ocurre debido a la presencia de proteinas de membrana,
canales y acarreadores especializados en el transporte de especies moleculares diversas.
Cualquier desbalance osmético que no sea corregido podria ocasionar alteraciones en el
volumen celular como resultade de la libre permeabilidad de la membrana plasmaitica al
agua Tales cambios en el contenido de agua modifican no sélo el volumen de las células
sino también su forma y peometria lo cual incide, en mayor o menor medida, sobre sus
funciones metabdlicas, el estado de hidratacién de macromoléculas, asi como en la
concentracién de moléculas que forman parte de la sefializacion intracelular y de la
comunicacion intercelular. (Foskett, 1994; Hallows y Knauf, 1994),

Numerosas patologias se encuentran asociadas con cambios anormales (no corregidos) en
el volumen celular; asi las deficiencias renales, la diabetes mellitus e insipidus, la diuresis
osmotica con deshidratacién, privacion de agua y ciertos envenenamientos {como por
etanol). La hipotonicidad del plasma, usualmente debida a hiponatremia, es clinicamente
mas frecuente que la hipertonicidad. La hiponatremia se presenta en circunstancias de
malnutricion y cirrosis hepatica.

En el sistema nervioso una alteracién frecuente es el edema astrogial o ganancia neta de
agua por los astrocitos. Tal situacién se observa en las epilepsias, la isquemia (que se
genera durante accidentes vasculares), los traumatismos craneanos y la encefalopatia
hepética y el edema cerebral. El edema cerebral como circunstancia clinica, es muy
frecuente $1 se considera el nimero de patologias asociadas causalmente con él. El edema
cerebral se presenta como complicacion de una amplia variedad de padecimientos crénicos,
ptincipalmente en las insuficiencias renales, debido a las criticas funciones de absorcion y
excrecioni de agua y electrolitos de ese sistema. Otras causas son la diabetes insipida; en
donde la ingesta de agua puede ser muy elevada, y las insuficiencias hepatica y cardiaca.
Esta tdltima propicia entre otros, episodios de hipoglucemia e hipoxia que tienen bien

documentadas propiedades edematogénicas. A estas causas de edema cercbral han de



afiadirse otras, que €l mismo agrava y retroalimenta. Entre ellas estd principalmente la
anoxia, que puede presentarse como entidad aislada (p.e. en la asfixia), o lo que es més
frecuente, como parte de la isquemia, como en las embolias o los accidentes vasculares
cerebrales y aneurismas de causas diversas.

Otros grupos de entidades clinicas con un componente edematogénico cerebral incluyen los
traumatismos y diversas causas de muerte celular, como las infecciones y los tumores.
Dada la restriccion que impone la caja del craneo a la expansion del tejido cercbral, el
edema que resulta de esta alteracion en el volumen celular es, en muchos casos, una
complicacién ain mds grave que la propia patologia que le dio origen. La causa directa de
la gravedad clinica es el incremento del volumen cerebral, lo cual provoca un incremento
casi inmediato de la presion interna. La compresion del tejido cerebral compromete a su
vez la eficiencia de la irrigacién sanguinea, dando lugar a episodios de isquemia; asi mismo
se ven presionados los centros respiratorios y cardiacos 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 reduccidn del espacio extracelular como consecuencia del hinchamiento de los astrocitos
e inducir la excitacién neuronal a través de efectos de campo (Saly y Andrew, 1993).

También en el cerebro, bajo condiciones isosméticas las c€lulas pueden incrementar o

disminuir su volumen por situaciones que modifiquen la concentracién intracclular o
extracelular de solutos. El primer caso se da, por ejemplo, como consecuencia de la
acumulacion intracelular de K* o Na', a través de las membranas afectadas por
lipoperoxidacién, o durante la acumulacion de sorbitol en animales hiperglicémicos. El
hinchamiento celular de ambos tipos celulares, neuronas y glia, ocurre como consecuencia
de la accién citotdxica del glutamato, lo cual conileva a la acumulacién de Na', CI' y agua
osméticamente 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
citosélico asociado al efecto citotéxico del glutamato. La reduccion en el volumen celular -
se observa en cuadros de deshidratacién, en modificaciones de los niveles de hormona
antidiurética circulante, lo cual puede provocar cuadros clinicos de hipernatremia. Es obvio,

entonces, que un mejor conocimiento de los mecanismos responsables del mantenimiento



del volumen celular del cerebro, puede llevar a un manejo mas raciona! de este tipo de
secuelas e idealmente, al disefio de firmacos 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 sefial para el crecimiento y proliferacion celular; en la expresién genética, en
procesos de transporte de sustancias nutritivas como azicares y aminoacidos, en funciones
de secrecion, en el movimiento de organelos intracelulares, y como una sefial en
mecanismos de insercion de proteinas membranales, canales, receptores y transportadores
(McManus y Churchwell, 1994). En todas estas situaciones se generan microgradientes

osméticos que dan lugar a cambios locales y transitorios en el volumen celular,

REGULACION DE VOLUMEN CELULAR BAJO CONDICIONES
ANISOSMOTICAS.

Como respuesta homeostatica, las células animales han desarrollado eficientes mecanismos
de recuperacién de su volumen, cuando son expuestas a soluciones anisosméticas. Estos
mecanismos les permiten retormnar a su volumen inicial, ain cuando persistan las
condiciones anisométicas. Las células con estas propiedades, al exponerse a medios de
osmolaridad diferente de su normal, inicialmente se comportan como osmoémetros
perfectos, es decir, el volumen celular cambia en el sentido que tiende a disipar la
diferencia de presién osmética; posteriormente se observa una tendencia a la recuperacion
del volumen original, no obstante la persistencia de la condicién anisosmética (Fig. 1). La
regulacion de volumen celular es un proceso complejo que implica varios eventos bdsicos:
primero, la célula debe ser capaz de sensar los cambios en su volumen, posteriormente,
debe reaccionar a los cambios de volumen que ha detectado, iniciando un proceso
regulador que modifique el contenido intracelular de solutos en la direccién 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 dispararon én el

proceso regulatorio. En términos generales, cuando las células ganan agua, responden
expulsando moléculas que se hallan en solucién {osmolitos) hacia el exterior celular,

provocando una diferencia de presion osmética que por osmosis, impulsa al agua hacia el



exterior, este proceso se denomina decremento regulador cie volumen (DRV). Cuando por
¢l contrario, las células pierden agua, e! mecanismo activado es opuesto, es decir, acumulan
osmolitos en su interior provocando ahora la ertrada de agua; este proceso de conoce como
incremento regulador de volumen (IRV). Los osmolitos involucrados en la regulacién de
volumen son de dos tipos: compuestos inorg inicos, como K*, CI"y ¢l Na" (Grinstein, 1992,
Roy y Sauve, 1987) y un grupo de moléculas orgénicas, como aminoécidos (Smith, 1987),
aminas {(Nakanishi, 1988), azucares y polialcoholes (Balaban, 1987, Gonzalez, 1995). El
K" estd involucrado en el DRV, ya que es el ién més abundante en el interior de la célula.
Los flujos de K* estan acoplados a flujos de aniones (C1, HCO'3) y compuestos organicos
cargados negativamente para mantener la electronegatividad. E1 Na* y el CI" que son los
mis abundantes en el medio extracelular, participando de manera importante en el IRV,

Hiposmético / DRV Hiperosmétice / IRV

Figura 1.- El proceso de ajuste del volumen celular se lleva acabo a través de la

modificacién en la concentracién de solutos intracelulares osmoéticamente activos, que se

reduce 0 aumenta, en soluciones hiposmoticas e hiperosméticas, respectivamente.



Los aminoacidos que participan en la regulacién de volumen son el glutamato, el aspartato,
la glutamina, ¢l GABA y la taurina (Pasantes-Morales, 1993b, Kimelberg, 1990c). Entre
ellos la taurina ocupa un lugar importante, debido a que se encuentra en concentraciones
muy elevadas en la mayoria de las células animales y a su baja actividad metabblica
(Jacobsen y Smith, 1968).

Se puede decir que ambos procesos estin mediados por la expulsién o acumulacién de
solutos osméticamente activos, con lo cual modifican la presién osmética y por lo tanto el
contenido de agua en las células. La regulaciéon de volumen celular bajo condiciones
anisosmdticas representa un modele experimental sencillo para examinar los mecanismos
basicos 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 fisiologicas.
DECREMENTO REGULADOR DE VOLUMEN (DRYV)

La recuperacién del volumen celular después de un incremento producido por soluciones
hiposméticas, se ha descrito en una gran variedad de células animales, incluyendo células
epiteliales (Davis y Finn, 1985; Kirk y Kirk, 1992; Welling, 1985), eritrocitos (Kregenow,
1981; Cala, 1983), células asciticas de Ehrlich (Hoffmann, 1978), astrocitos en cultivo
(Olson y Holtzman, 1986; Kimelberg, 1985; Pasantes-Morales, 1994 a,b) células granulares
en cultivo (Pasantes-Morales, 1993a), linfocitos humanos (Grinstein, 1982), células MDCK
(Roy y Sauve, 1987), células COS-7 (Ishii, 1996), glioma C6 (Strange y Morrison, 1992),
neuroblastoma N1E115 (Falke y Misler, 1989), fibroblastos humanos (Bibby y McCulloch,
1994) y células IMCD (Tinel, 1994) entre otras,

Las diversas investigaciones indican que el DRV esta mediado por la activacion de
mecanismos de salida de iones como el K* y el CI (Grinstein, 1982; Eveloff y Wamnock,
1987), que en condiciones isosmdticas s¢ encuentran inactivos, y/o a la liberacién de
compuestos orginicos osmoéticamente activos, como polialccholes, azicares, aminas y
-aminodcidos libres (Pierce y Greenberg, 1972; Fugelli y- Thoroed, 1986; Fincham, 1987).
El movimiento de estos solutos €s la consecuencia de un cambio en la permeabilidad de la
membrana plasmatica, ya sea por la activacién de canales iénicos o de vias conductivas

para compuestos organicos. La salida de dichos osmolitos siempre esta regido por su



gradiente electroquimico, en el caso de compuestos cargades, o solo por el gradiente
quimico en el caso de moléculas elecironeutras. Al modificarse asi la concentracién
intracelular de osmolitos organicos y iones, se provocan movimientos de agua
osméticamente obligada, lo cual se traduce en un cambio del volumen previamente
alterado. Los mecanismos de liberacién de osmolitos varian de una célula a otra. Entre los
sistemas de transporte involucrados durante el DRV en la liberacién de K* y CT,, el sistema
de transporte més frecuentemente utilizado es el co-transporte electroneutro K*/CI" { Perry
y O'Neil, 1993). Este sistemna de transporte se¢ ha visto que se encuentra mas involucrado
durante el hinchamiento celular en condiciones isosméticas (Garcia-Romeu, 1996). En
otras preparaciones celulares parece ser que la liberacién de KCl ocurre mediante los
sistemas intercambiadores K*/H™ y CI/HCO; (Cala, 1985). Asi mismo el contransporte
Na'/HCO’; podria participar en el DRV.

Se sabe que el mecanismo méas generalizado para los movimientos de K™ y CI' es la
apertura de canales idnicos separados especificos y que éstos, junto con el fiujo de
osmolitos organices, ocurren mediante un proceso difusional dirigido sélo por ¢l gradiente
de concentracion,

El mecanismo de liberacion de los iones K' y Cl” bajo condiciones hiposmdticas varia
dependiendo del tipo celular que se trate. Asi mismo existen otros iones involucrados en
este proaeso como el H' y el HCO3. En otros estudios, los canales aniénicos activados por
hinchamiento celular se ha encontrado que son no selectivos, permitiendo el paso no sélo
de cloro sino también de HCO; (Lang y Paulmichl, 1995), aniones organicos y osmolitos
organicos neutros (Kirk, 1992; Jackson y Strange, 1993).
En muchas células, el hinchamiento provoca la activacién de canales catidnicos no-

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

S

sido descrita en numercsas preparaciones (Hazama, 1988; Macleod, 1991; Hoffmann,
1989; Sanchez-Olea, 1993).

DRVEN EL TEJIDO NERVIOSO B ]
En el tejido nervioso, el DRV ha sido estudlado prmclpalmente en células en cultwo lineas

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-



Morales et al., 1997). Las células expuestas a condiciones hiposmdticas se hinchan
rapidamente para posteriormente recuperar su volumen atin persistiendo estas condiciones.
En neuronas y astrocitos, el DRV es un proceso répido que se completa en un periodo de
15-30 min. EL DRV en los astrocitos es esencialmente independiente de temperatura y de.
fa presencia de sodio en el medio; es insensible al blogueo del sistema de cotransporte
Na'/K'/2CI’, por compuestos como la furosemida o la bumetanida, mientras que es inhibido
por bloqueadores de los canales de ClI, como el 4cido 5-nitro-2(-3fenilpropilamino)
benzoico (NPPB), la 1,9-dideoxiforskolina (DDF), el 4cido niflimico o el dipiridamol
{Pasantes-Morales, 1994a). El DRV ademds, s insensible a los bloquedores generales de
canales de K* como el tetraetilamonio (TEA), la 4-aminopiridina (4AP) o el bario, mientras
que muestra sensibilidad a Ia quinidina y, notablemente, a los 4dcidos grasos poliinsaturados
como el araquidénico, et linoléico y el linclénico (Pasantes-Morales, 1994a; Sanchez-Olea,
1995; McManus, 1994). En cuanto a sus dependencias idnicas, si bien la presencia de
bloqueadores de canales de CI inhibe poderosamente el DRV, la omision del CI” del medio
no previene su expresion, lo cual sugiere una baja permeabilidad de los astrocitos a este ion
en condiciones isosméticas, lo que mantendria una disponibilidad suficiente de CI
intracelular para sustentar el procesoc regulador (Pasantes-Morales, 1993b; 1994a). 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 abservacién de que en presencia de gramicidina (un ion6foro
de cationes) y en ausencia de sodio, el DRV se ve notablemente acelerado, debido a la
apertura de una via alterna para la salida de potasio intracelular (Pasantes-Morales, 1993b;
1994a). Estas observaciones, luego entonces, sefialan al movimiento saliente de potasio
como critico en la expresién y desarrollo temporal de la respuesta regulatoria en las céjulas

astrogliales.

La identidad molecular de las proteinas responsables del movimiento de osmolitos asociado
a-1a regulacion del-volumen celular en condiciones hiposméticas, no es del todo conocida.-
Hasta el momento no se ha identificado un canal de potasio regulado por volumen y sélo
tres proteinas, la glicoproteina-P (Valverde, 1992); el CLC-2 (Grider, 1992) y el

fosfoleman (Moorman, 1995} han sido propuestas para ser las vias conductivas de cloro



activados por un aumento en el volumen celular. Una cuarta proteina que podria estar
involucrada en la regulacién del volumen es la plcy, (Pz;ulmichl, 1992), ya que cuando es
expresada en ovocitos de Xenopus, produce una prominente corriente de CI° con
caracteristicas semejantes a las corrientes aniénicos de cloro inducidas por hiposmolaridad
observadas en células epiteliales.

Las soluciones hiposméticas también conllevan a la activacion de corrientes de Cl” 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, ain permanece poco claro. Pocos son los estudios
en los que se ha determinado que el Ca®" tiene un papel clave en la activacion de corrientes
de Cl asociadas a la hiposmolaridad (Ohtsuyama, 1993; Sziics, 1996; Nilius, 1997b), va
que en general se sabe que los canales de Cl™ sensibles a volumen son modulados por
nucledtidos.

Los mecanismos de liberacion de los osmolitos orgdnicos estdn ain 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 vias difusionales donde la direccion del flujo estd
dirigido estrictamente por su gradiente de concentracion (Sanchez-Olea, 1991).

La formulacién de preguntas acerca de cémo una célula percibe su volumen y cémo la
sefial del volumen es amplificada y traducida al efector {(mecanismos para la movilizacion
de osmolitos), son necesarias e importantes para entender el fenémeno de regulacién. El
hecho de que las células regulen su volumen en soluciones anisosméticas, o de que lo
mantengan constante en condiciones isosméticas, supone que deben estar dotadas de
“sensores” que les permiten detectar cambios en su propio volumen. Los mecanismos
mediante los cuales una célula detecta cambios en su propio volumen y traduce la sefial
activando los sistemas de transporte de osmolitos, constituyen uno de los temas mds
estudiados en la actualidad. El mediador o los mediadores de estos mecanismos no han sido

identificados.

EL CALCIO COMO ACTIVADOR DEL DRV.
Uno de los efectos primarios del incremento en el volumen celular observado en

condiciones hiposméticas, es un incremento en los niveles de calcio libre [Ca®*);



(Rothstein, 1990); El incremento en Ca®™ inducido por hiposmolaridad es una-respuesta
bifdsica, muy similar entre los diferentes tipos celulares; esta respuesta consiste en un
incremento inmediato en la [Ca™)i debido a la liberacion de Ca®* 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 Ca®* puede estar participando en el DRV,
concretamente como sefal 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*?]; tanto por
contribuciones de influjos de calcio, como de la liberacién de calcio de almacenes
endégenos (Bender, 1994; Fischer, 1997, Morales-Mulia, 1998, O’Connor and Kimelberg,
1993). La via de salida de K* osmosensible es dependendiente de Ca™ en algunas célutas,
particularmente en células epiteliales (Sarkadi y Parker, 1991), mientras que en otras.
células es independiente de Ca*? (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 llegé a la conclusién de que la salida de %Rb (utilizado
como marcador de K*} estimulada por hiposmolaridad, depende de Ca'? 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™ intracelular
esterificado, el acido acetoxi-metil 1,2 (O-aminofenoxiletano-N,N,N",N tetracetico) o
(BAPTA-AM) o en usencia de calcio extracelular (Bender y Noremberg (1994, Vitarella,
1994) se observé sélo una inhibicidn parcial del DRV (40%).

En otros tipos ceiulares, existe muy frecuentemente un incremento en la [Caz*]i cuando son
‘expuestos a soluciones hipesméticas. En~algunos casos, la activacion de los mecanismos
correctores del volumen parece depender de este incremento en ca** pero en muchos otros,
esto no es asi (Lang, 1998). Hay asi mismo, diferencias en cuanto a la fuente de aporte de

Ca®" que parece no ser siempre la misma, ya que en algunas células el Ca®* proviene del



medio extracelular y de pozas enddgenas, que en algunos casos probablemente se da por la
aclivacion de receptores a [P;.

En las células nerviosas la salida de solutos intracelulares en condiciones hiposmoticas se
ha asociado a una posible tensién mecanica 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 aplicacion de presién directa o distensién de la membrana, como ocurre durante el
hinchamiento celular, Los SACs se encuentran agrupados en familias; asi se encuentran los
selectivos a cationes, a aniones ¥y los no selectivos. Se han propuesto cambios en el
citoesqueleto, asi como la implicacién de segundos mensajeros como posibles seiiales de
activacion durante el DRV (Mills, 1994; Ziyadeh, 1992; Bender, 1993), sin embargo, en las
células nerviosas no existe evidencia o informacién suficiente para involucrar a estas
entidades moleculares del citoesqueleto en los mecanismos de liberacién de osmolitos

durante el DRV
CANALES DE POTASIO: PARTICIPACION EN DRV,

Dentro de las familias de canales i6nicos, la mas 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, 1959)
presentando cinéticas y sensibilidad farmacolégica muy variada, asi como diversos grados
de dependencia al calcio, datos por demas controvertidos (Bender y Norenberg, 1994,
Vitarella, 1994), Alguno de los posibles candidatos para movilizar al potasio bajo
condiciones hiposméticas, podrian involucrar a los canales pertenecientes a la superfamilia
$4, la cual incluye: a) Canales de K de rectificacién tardia (Kp), b) Corrientes transitorias
otipo "A" (Ka), ©) y canales de K* dependientes de calcio (Kca), ademas no se descartan la

participacién 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 fisica en sus poros (Hille, 1992). Dentro de la muchas
funciones que realizan los canales de K', estan las de mantenimiento del potenciat de

membrana, su participacién en las fases de repolarizacion e hiperpolarizacion cclular, la



regulacion en la tasa de disparo de los potenciales de accion, ¢l mantenimiento de la fase de
meseta del potencial de accién. Por otro lado los canales de K* muestran también actividad
de marcapaso en células cardiacas. Los diferentes tipos de canales de K se distinguen
principalmente por sus caracteristicas de dependencias de voltaje, su selectividad i6nica o
sensibilidad farmacolégica, asi como sus formas de regulacion fisiolégica (Hille, 1992;
Rudy, 1988).

La movilizacién de los iones involucrados en el DRV tiene lugar a través de
transportadores electroneutros aunque de manera mds general ocurre a través de canales
ionicos (Hoffmann, 1989 y Sarkadi y Parker, 1991). Se ha visto que durante el
hinchamiento celular hay un aumento muy importante de la permeabilidad de la membrana
a los aniones y a los aminodcidos, el cual es seguido de la activacién de canales de K°, la
cual es posiblemente consecuencia de la movilizacion de CI'. Tanto la salida de K™ como la
de Cl se lleva a cabo a través de canales activados por hiposmolaridad, especificos 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 selective inhibidor
del cotransporte K'/CI” (Grinstein, 1982), (ii) el requerimiento no especifico de CI" como
anién acompafiante para el K*, como se requeriria en el caso del cotransporte (Kimelberg,
1990c), (iii) el efecto de la gramicidina, un iondforo catidnico 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;
Sanchez-Olea, 1993} y; (v) los inhibidores clasicos de canales de cloro inhibgn los flujos de
Ci activados por hiposmolaridad. En estudios con técnicas clectrofisiologicas se han
detectado corrientes tanto de K como de CI, que se activan por hiposmolaridad. No se ha
identificado molecularmente a la proteina responsable de la movilizacion 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 despolarizacion y que es
sensible a quinina (Nilius, 1995). Estos canales son muy especificos para el K, ya que no
son-permeables a otros- cationes como el-Na'. En varios tipos celulares se han reportado -
canales de K' depsndientes de calcio del tipo BK activados por hinchamiento;
consecuentemente }a liberacién de K™ y el DRV son, en esos casos, dependientes del calcio

externo {Sarkadi and Parker, 1991). Deutsch y Chen (1993) han propuesto a los canales Kv



1.3 como posibles candidatos en ¢l transporte de los flujos de K" osmosensibles. 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 transfeccion y subsecuente expresion 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 (livie, 1987, Szirmai, 1988) y en osteosarcoma (Yamaguchi, 1989). En
astrocitos en cultivo, la conductancia a K’ se ha visto incrementada por soluciones
hiposméticas (Olson y Li, 1998). De hecho, sélo con pocas excepciones, la movilizacion de
K* se observa siempre durante el DRV. En mucho de los tejidos estudiados, la activacién
de la conductancia al K* ocurre independiente y simultaneamente con una corriente de CI".
El movimiento saliente de KCl, dirigido por el gradiente de K* resulta en una salida de

agua osméticamente vbligada durante el DRV.



OBJETIVO GENERAL
El Estudio y la caracterizacion bioquimica y electrofisiologica de la via de permeabilidad al
potasio en respuesta a un cambio en el volumen celular  inducido por soluciones

hiposméticas en astrocitos de cerebelo de rata en cultivo.
OBJETIVOS PARTICULARES
- Caracterizacion farmacoldgica de lIa salida de potasio activada por hiposmolaridad

- El establecimiento de la dependencia al Ca'? de dicho movimiento, sea intra o
extracelular, en tanto que se ha propuesto a dicho catién divalente como sefial necesaria

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

- Caracterizacién electrofisiolégica de la via de movilizacién del K, lo cual incluye curso
temporal y la dependencia al voltaje de su activacién e inactivacién; el valor de su potencial
de inversidn; su apego o desviacién de una conducta 6hmica; el valor de su conductacia, asi
como su interdependencia con los movimientos de CI” activados también por el cambio en

volumen.



METODOLOGIA

Tanio los cultivos de astrocitos como las soluciones utilizadas y métodos de liberacion de
los movimientos de K, se refieren en la publicacion anexa que se obtuvo durante la fase

experimental

ELECTROFISIOLOGIA

Para el estudio y determinacién de las corrientes de K activadas por cambios en el
volumen celular, se utilizd la técnica de pinzamiento de membrana (Patch clamp) en su
modalidad de fijacion de voltaje en célula entera (whole cell). Dicha técnica consiste,
breverente, en aplicar un protocolo de pulsos cuadrados de corriente eléctrica de 300 mseg
de duracion, 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 enddgenas presentes en el tipo celular estudiado, permite el registro de aqueilas
inducidas por un cambio en el volumen, ademds de permitir por comparacién si son las
mismas, aunque amplificadas, que las observadas en condiciones previas al estimulo.

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 didmetro externo de 1.5 mm y un
diametro interno de 1mm (World Precision Instruments, Inc.), utilizando un generador
manual de electrodos de dos fases ( PP-83 Narishige, Kyoto, Japén). 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 analisis de los datos y resolucién de grificas se realizaron con los
programas de Pclamp y Clampfit v.6.02 (Axon Instrument). Todos los experimentos se

hicieron a temperatura ambiente.



SOLUCIONES

La composicion de las soluciones de registro electrofisiologicos fue la siguiente {en mM}:
medio extracelular: NaCl 135, KCI 4.7, CaCly 1, Mg80, 1.17, glucosa 5, HEPES 10
ajustado a pH 7.4; composician de la solucién intracelutar (en mM): Aspartato de K™ 140,
MgCly 1, glucosa 5, HEPES 10, acido etilen glicol-bis (B-aminoetil eter)-N;N;N;N
tetraacético (EGTA) 5.

La solucién hiposmética se preparé unicamente diluyendo al medio isosmético con el

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

hiposmético)

Figura B.- Protocolo de estimulacién electrifisiclégica (whole cell)

+100

-120

300 ms



RESULTADOS.

Tanto los resultados como la metodologia de los estudios bioquimicos de esta investigacion
se encuentran en ¢l articulo anexo publicado en la revista Journal of Neuroscience Research

57: 350-358 (1999).
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Influence of Ca?* on K* Efflux During
Regulatory Volume Decrease in

Cultured Astrocytes

Octavio Queséda. Benito Ordaz, Sandra Morales-Mulia, and Herminia Pasantes-Morales*
Instituze of Cell Physiology, Nationat University of Mexico, Mexico City, Mexico

The calcium (Ca?*) dependence of potassium {K*)
efMlux activated by hyposmolarity in cultured cerebel-
lar astrocytes was investigated, measuring in parallel
experiments %Rb release and changes in cytosolic
Cal* ([Ca?*}],). Hyposmotic (50% ) medium increased
[Cal*}; from 117 to 386 nM, with contributions of
extracellular Cal* and Ca!* from the endoplasmic
reticulum. Hyposmotic medium increased *Rb efMux
rate from 9.615 min™! to a maximal of 0.049 min—!
and a net release of 30%. This osmosensitive efflux
was inhibited by Ba** (0.028 min~1), quinidine (0.024
min~'), and charybdotoxin {0.040 min~'}, but was
unaffected by TEA, 4AP, or apamin. Removal of
external Ca?* from the hypesmotic medium increased
®Rb efflux to a maximal rate constant of 0.056 min™’
and a net release of 8% and caused a delay of
inactivation, These changes were due to the overlap-
ing of an efflux activated by Cal* removal in isosmotic
medium. This isosmotic *Rb eMux was unaffected by
TEA or 4-AP, reduced by verapamil, and abolished by
Ba’*, nitrendipine, and Mg+, With the swelling-
induced [Ca™; rise suppressed by ethyleneglycoltet-
raacetic acid-acetoxy-methyl ester (EGTA-AM), hypos-
motic *Rb was 30% reduced. The Ca®* entry blockers
Cd?*, Ni**, La**, and Gd** did not affect *Rb efflux.
A 40% decrease observed with verapamil and nitren-
dipine was found unrelated to Ca?*, because these
agents did not affect the [Cat |; rise and the inhibition
persisted in the absence of external Ca?*. The phospho-
lipase C blocker U-73122 did not affect {Ca?*}, nor
®Rb efflux. Blockers of Ca?*/calmodulin W7 and
KN-93 decreased ®Rb efflux to the same extent as
EGTA-AM. Jonomycin markedly potentiated %Rb
release in hyposmotic conditions only when [Cal*],
was raised to about 1 uM, suggesting the implication
of maxi-K* channels at this [Ca2*], threshold, which
nonetheless, was not attained during hyposmotic swell-
ing. It is concluded that ®Rb efflux in cerebellar
astrocytes is largely (70%) Cal*-independent and the
Ca?*.dependent fraction is sustained essentially by
Ca®* released from the endoplasmic reticulum and
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mediated by a mechanism involving Ca*/calmodulin,
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INTRODUCTION

Cultured cerebellar astrocytes respond to swelling
evoked by hyposmolar solutions by an active process of
cell volume recovery. accomplished by the extrusion of
intracellular osmolytes, K*, Cl1~, and organic molecules,
including polyalcohols and amino acids (Kimelberg and
Frangakis. 1996; Kimelberg et al., 1990a; Olson et al.,
1986: Pasantes-Morales and Schousboe, 1988). The ef-
flux pathways for these esmolytes consist essentially of
separate K~ and C1~ channels and a leak pathway for the
organic molecules, which shares with the anion channel a
number of physiologic and pharmacologic features (Jack-
son and Strange, 1993; Kirk. 1997; Pasantes-Morales,
1956 Roy, 1995). Swelling in astrocytes elicits an immed-
iate and maximal increase in the permeability 10 C1- and
amino acids, which represent the initial event in the
regulatory volume decrease (RVD). K* exit is delayed
and is the rate-limiting step in this process (Pasantes-
Morales et al.. 1994). Increasing the rate of K* efflux
results in an increase in the rate and efficiency of RVD
(Pasantes-Morales et al., 1994; Quesada et al., 1998).

The signal transducing the change in cell volume

into the activation of the osmolyte efflux pathways has
not been conclusively identified. Ca®* is a likely candi-
date for this role, because in most cells, including
cultured astrocytes, swelling elicits a rise in cylosolic
Ca®* ({Ca?* J;) with contributions of both Ca** influx and
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Ca* release from intemal sources (Bender et al., 1994,
Fischeretat., 1997: Morales-Mutia et al.. 1998: O'Connor
and Kimelberg, 1993). The osmosensitive K* efflux
pathway is Ca** dependent in some cells. particularly in
epithelial cells (Sarkudi and Parker. 1991} whereas it
seems to be Ca’* independent in ather cell types. In
cultured astrocytes, this matier is at present unclear, due
w some conflicting resulis. In cortical astrocytes.
O'Connor and Kimelberg (1993} reported a blockade of
the hyposmotic *¥Rb efflux upon removal of external
Cu’*. This finding was corrected in a further report
showing an increase in *Rb efflux in Ca’* -free medium
(Vitarella et al., 1994), Bender and Norenberg {1994) also
showed enhanced hyposmotically stimulated *Rb efflux
in the absence of extemal Ca -, Despite these clear
results, the conclusion is that *Rb efflux depends on
extracellular Ca?* (Bender and Norenberg, 1994). A
partly inhibitory effect of aimodipine of about 20-40%
was also considered in support of this conclusion (Bender
and Norenberg, 1994: Viarella et al.. 1994}, The hypos-
motic ®Rb efflux in conical astrocytes after treatment
with 1.2-bis(O-aminophenoxylethane-N.N.N".N” tetraace-
tic acid acetoxy-methyl ester (BAPTA-AM) is reported as
parlly decreased (Vitarella et al.. 1994) or unaffected in
Co*"-free medium (Bender and Noreaberg. 1994) or
inhibited (40%) if external Ca’~ is removed {Bender and
Norenberg. 1994). In view of these resulls. we reexam-
ined the influence of Ca** from extemnal and intemal
sources on the swelling-activated *Rb efffux in culwred
cerebellar astrocytes measuring [Ca®~ [; and *Rb fluxes
in parallel experiments. We found results that may
provide an explanation for most of the apparent inconsts-
tencies mentioned above.

MATERIALS AND METHODS
Cell Culture

Primary cultures of cerebellar astrocytes were pre-
pared as previously described (Sinchez-Olea et al.
1993). Briefly, the dissociated cell suspensions from
cercbetlum of 8-duy-old rats were plated at a density of
2.1 X 10 ceflsfemn? in plastic dishes. The culture medium
consisted of basal Eagle’s medium supplemented with
10% heat-inactivated fetal caif serum, 2 mM glutamine.
30 Ufml penicillin, and 50 pg/mi streptomycin, The
culture dishes were incubated a1 37°C in aumosphere (5%
CO,95% air). The enrichment of cultures in astrocytes
and the proportion of other cells were assessed by

immunocytochemical techniques as previously described

{Sidnchez-Olea et al., 1993),

%Rb Release Measurements

Cultured cells were incubated in culture medium
containing *¥Rb (2.5 pCi/ml) for 60 min. After incuba-

Ca Influence on K EfMux During RVD sl
tion, the medium was replaced with N-2-hydroxyethylpi-
perazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES)-buffered sa-
line containing 135 mM NaCl. 1.0 mM CaCl,, 1.7 mM
MgCl,, 5 mM KCL. 10 mM HEPES, and 5 mM glucose,
pH 74. The medium osmolarity, determined with a
freezing-point osmometer (modet 5002, Precision {nstru-
ments, Naotick, MA) was 295 = 6 mOsnvl. Afier 15 min
of successive washes with this medium, celis were
superfused at a rate of | ml/min for 5 min, after which
stable "Rb efflux baseline was attained. Then, the
superfusion medium was replaced by one of reduced
osmolarity (150 mOsm: 50% hyposmotic). and samples

-were collected for 10 more min. Hyposmoltic media were

prepared by reducing the NaCl concentration to 60 mM.
Control dishes were added with -the vehicle used to
prepare solutions containing the drugs tested. At the end
of the experiments. radiouctivity in media and that
remaining in the cells was measured in a liquid scintilla-
tion counter. Results are expressed as the radioactivity
released in each collected sample as percentage of the
total radioactivity present in the cells at that time.

Intracellular Free Ca** Measurement

For Ca®* measurements, cells were detached from
dishes by treatment with phosphate-buffered Ca®*-free -
saline containing 1 m! of ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) and 0.01% trypsin for 2 min and loaded with 5§
uM Fura-YAM at 37°C during | hr in basal Eagle's
medium. After loading. cells were centrifuged. resus-
pended in an equal volume of medivm, and incubated for
an additional 30 min. The cells were then washed. and
fluorescence 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 fluorescence intensity was moni-
tored at 510 nm. Each experiment was individually
calibrated to obtain the maximum fuorescence after
disrupting the cells with 0.1% Triton X-100 and the
minimum fluorescence obtained after buffering the cal-
cium in the solution with 20 mM ethyleneglycoltetraace-
tic acid {EGTA). The values obuuined through this
procedure were used to cakeulate the intracellutar calcium
concentration according to previously published equa-
tions {Grynkiewicz et al., 1995).

RESULTS
[Ca?*]; Increase by Hyposmolarity ~

Exposure of cerebellar astrocytes 10 50% hypos-
motic medium markedy increased [Ca®* ;. This was first
examined in individual astrocytes attached 1o coverslides
measured as previously described (Mordn et al.. 1997).
The Ca®* signal largely varied in shape and amplitude
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Fig. 1. Intrcellulay calcium changes in cultured astrocytes
induced by hyposmolarity and the effect of ionomycin and
thapsigargin ¢xposure before the hyposmotic stimulus, Ar After
100 sec recording of basal {Ca?* |; (see Materials and Methods),
cells were exposed to 50% hyposmotic medium, either with 1.2
mM extracellular Ca®* (upper trace) or without Ca®* plus 0.5
mM ecthyleneglycoltetraacetic acid (EGTA) {lower trace). B:
Intracellutar calciwm changes induced by | pM ionomycin
dissolved in a Ca™ " -free/EGTA isosmotic medium (upper bar)
and the absence of response to a hyposmotic stimulus (lower
bar). C: Same as B, but using 0.2 pM thapsigargin as
endoplasmiv reticulum Ca®~-depleting agent (upper bur). Rep-
resentalive traces of three separate assays are shown.

from essentially no increase. to large. rapid increases up
to 800 nM. Due 1o this variability, we considered a study
in a large population of cells in suspension as more
representative of the real phenomenon. The average
{Ca*], in cells in suspension in isosmotic medium was
117 nM = 124 (n = 16) and raised to 386 = 36 oM
(n =7} in 50% hyposmotic solutions (Fig. 1A). In
Ca?"-frec media containing 0.5 mM EGTA, [Ca®*|; was
87 = IS5 oM in isosmotic medium and 190 = 26 oM
{n = 8)in 50% hyposmotic medium (Fig. | A), indicating
a substantial contribution of Ca?* influx 1o the [Ca*" ],
elevation. To evaluate the contribution of Ca?* released
from endogenous sources. astrocytes were treated with |
#M ionomycin or 0.2 pM Tg in isosmotic Ca®*-free
medium. This treatment elicited a transient increase in
[Ca**|;. and a subsequent hyposmotic stimulus did not
evoke any further increase in {Ca®*]; (Fig. 1B.C). These
results in cerebellar astrocytes in suspension were remark-
ably similar to those reported by Fischer et al. (1997) in
their characterization of the hyposmolarity-induced Ca®"
response in cultured cortical astrocytes at the single-cell
level, showing that the response tn astrocytes attached or
in suspension is not significantly different.

Influence of Ca’* on #*Rb Efftux

Exposure of cerebellar astrocytes to 50% hypos-
motic soletions increased **Rb release from an efftux rate
of 0.022 (min~') 10 a maximal rate constant of 0,049
(min~ "), awtained after 3 min (Fig. 2A). The amount of
¥*Rh released by the hyposmotic stimulus during the time
of the experiment {10 min) was 30 = 3% (n = 12)of the
accumulated radicactivity. Some variations in the re-
sponse were observed among the different experiments,
Therefore, the effects of all drugs or experimental condi-
tions tested were always compared with their correspond-
ing day controls. The osmosensitive release of %Rb was
unaffected by TEA. up to 10 mM. or | mM 4AP (results
not shown) and was markedly decreased by | mM
quinidine or barium (Fig. 2A). Charibdotoxin but not
apamin inhibited the release. decreasing the maximal rate
1o 0.040 > 0.002 (n = 4, P < 0.05). Removal of Ca**
from the hyposmotic medium resulted in a significant
change in the osmosensitive ¥Rb effiux. The time course
was madified, showing a delay in the inactivation phase
and an increase in the maximal rate constant (Fig. 2B) and
in the nel amount released (38% in Ca"-free medium vs.
30% in controls). The possibility was then explored that
all these changes were due to the activation of a separate
*Rb efftux elicited by Ca** removal. This possibility was
examined in asirocytes exposed first to isosmotic Ca®*-
conlaining medium and subsequently to isosmotic Ca’*-
free (0.5 mM EGTA) medium. Figure 3A shows that Ca*
removal elicited an increase in "Rb efflux, slowly
activating to reach a maximai rate of 0.056 min ~! afier 10
min, with no detectable inactivation during the time of the
experiment, The amount of *Rb released in 10 min was
36 £ 3% a = 6. This effect of Ca’~ removal was
essentially the same in solutions in which Ca?* was
omitted. containing only the residual Ca*~ in water or in
those made virtally free of Ca by addition of the
chelators BAPTA or EGTA (results not shown). The *Rb
efflux activated by Ca®* removal could be blocked
immediately after readdition of Ca*~ 10 the medium. The
isosmotic ®Rb release activated by Ca’" removal was
unaffected by TEA and 4-AP and markedly irhibited by-
Ba®* and Mg* (Fig. 3A). Due to a possible similarity of
this pathway with the Ca* -blockable channels described
in cpithelial cells (Van Driessche et al.. 1994: Van
Driessche and Ertij. 1994) that are sensitive to dihydropyri-
dines and verapamil. these agents were also tested in the
¥Rb release activated by Ca”".removal. Figure A shows~
a marked inhibition of *Rb efflux by 100 pM verapamil
and 25 uM nitrendipine. Also, similar 10 the Ca?*-
blockable channels, isosmotic “Rb efflux in astrocytes
was sensitive to H*. being reduced at external acidic pH
(Fig. 3B). This isosmotic *Rb efflux elicited by Ca®*
removal, superimposed to the hyposmotic efflux may




account for the delayed inactivation and the net increase
in *Rb efflux observed in these conditions,

Suppression of all the hyposmotically induced
increases in [Ca®* |, by treatment with 50 M EGTA-AM
Jduring 30 min (Fig. 4A) reduced *Rb efflux with no
change in the activation or inactivation pattern (Fig. 48).
The maximal rate decreased from 0.055 min~' o 0.4}
min~' (P <0.05 n = 12), and the amount released from
30% 10 24% (P < 0.05, n=12) EGTA-AM was used
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instead of the more common BAPTA-AM due to some
effects of this later. somehow reducing the extent of cell
swelling +Morales-Mulia et al., 1998; Jorgensen et al..
1997). Avempts were made 10 identify the Ca™" source.
which sustains this Ca’*-dependent fraction of **Rb
efflux. Because the common approach of extemal Ca™*
removal cannot be used due 1o the isosmotic activation of
*Rb efflux in this condition, we instead examined the
effect of Cd**, Ni**, and La'*, which are general
blockers of Ca?* channels. and of Gd**. a known blocker
of stretch-activated channels, None of these agents af-
fected *Rb efflux [maximal rate min™' in controls
0.045 = 0.004 {n = §). Cd** 0.045 = 0.001, Ni*
0.044 = 0.002. La'* 0.040 = 0.002. and Gd**
0.042 = 0.003 {n = 4)}. The L-type Ca*~-channel block-
ers verapamil and nitrendipine, but not diltiazem. signiti-
cantly inhibited #Rb efflux (Fig. 5A). This appears to be
an effect unrelated to Ca**, because these agents did not
affect the (Ca'*); elevation induced by hyposmolarity
(Fig. 5B.C). Besides. when external Ca’~ was removed.
still nitrendipine inhibited *Rb efflux (Fig. SD).

All these results indicate a marginal contribution of
external Ca*~ 1o the activation of the osmosensitive *Rb
efflux and rather suggest the involvement of Ca”~ release
from an endogenous source. This is most likely. the pool
stored in the endoplasmic reticulum, as suggested by data
showing thai upon depletion of this reservoir, there is no
Ca’* availuble to be released by the hyposmatic stimulus.
To investigate whether the mechanism of Ca®" release
from endoplasmic reticulum involves activation of [Py
receptors, astrocyles were treated with the phospholipase
C (PLC) blocker U-73122. This agent was essentially
ineffective (maximal rates: control. 0.048 = 0.006 min~":
U-73122, 0046 = 0.004 min~" a=46). The Ca’"/
calmodulin blockers W7 and KN-93 decreased “Rb

Fig. 2. Time course of the swelling-induced *Rb release from
cultured cercbellar astrocytes. Afier a 1-hr loading period with
2.5 pCi “Rb. cells were perfused 15 min with isesmotic
medium and fractions were collected ¢ach subsequent minute.
After a stable efllux was attained. a 50% hyposmotic mediuvm
was introduced (sixth min in figure) and fractions werne
collected for 10 more minutes. A: Swelling-induced “Rb
release without additions (control: circles) and in the presence
of 1 mM quinidine (squares), 20 nM charibdotoxin (triangles).
or | mM barium (inverted triangles) B: Swelling-induced ™Rb
release in the presence (circies) or absence isquares) of external =
Ca plus 0.5 mM cthyleneglycolietraacetic acid. Daw are
expressed as efflux rate constant as described in Matenials and
Methods. Results are means = SE of 29 (circlest or 6
experiments {all other conditions). *P < 0.05: significant
differences in A (P < 0.001) for quinidine and bafum condi-
tions were found from the sixth to fifieenth fraction: symbols

were omitted, however. for clarity purposes.
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efflux 10 about the same extent as by the treaiment with
EGTA-AM (Fig. 6).

Potentiation of *Rb Efflux by Increasing [Ca?*];

The osmosensitive elflux of *™Rb trom cerebellar
astrocytes was dramatically increased by a tresument with
| uM ionomycin in the presence of Ca* (Fig. 7A). The
magnittde of this increase was clearly dependent on the
elevation of [Ca®" |; due 1o the ionophore, which in tum
increased with increasing the external Ca** conceatration
(Fig. 7B). The effect of ionomycin potentiating %Rb
efflux could be observed only when |Ca*]; levels
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inereased over 1 pM. Tn isosmetic conditions ionomyeiy
did not affect *Rb efflux (results not shown). At varianee
with results in cortical astrocytes (Bender and Norcnberg'
1994). in which ouabain markedty increased the osmosen.
sitive *Rb efflux. in our preparation this agent did noy
increase [Ca®" |, and did not potentiate **Rb efflux (results
nol shown).

DISCUSSION

It has been consistently observed that omission of
extracellular Ca** does not decrease but rather increases
the osmosensitive *Rb efflux in astrocytes, a result ip
conflict with its proposed Ca** dependence (Bender and
Norenberg, 1994: Sinchez-Olea el al., 1993. Vitarella et
al., 1994). The finding in the present work of a ¥Rb efflux
activated by Ca®* removal in isosomotic medium, contrib-
utes 1o clarify this point. [t also explains why. in cortical
astsocyles, inhibition of the osmosensitive *Rb efflux by
BAPTA-AM is reversed in Ca®*-free medium (Bender
and Norenberg. 1994). Besides. this K* movement acti-
vated in the absence of external Ca®*. by increasing the
net amount of K* released. explains the apparently
paradoxical acceleration of RVD observed in this condi-
tion (Morales-Mulia et al., 1998). The mechanism by
which Ca’* omission activates ™Rb efflux is unclear.
Nonspecific cation channels gated by removal of divalent
cations have been described in epithelial cells (Van
Driessche et al., 1994; Van Driessche and Erlij. 1994),
with features resembling those of the ®Rb efflux acti-
vated by Ca’* removal in astrocytes. such as inhibition at
low pH and blockade by Ba®*, verapamil. and dihydropyri-
dines. These channels could be those camrying K* in the
absence of external Ca**. The occumrence of increased
K" efflux by Ca®* removal has not been closely exam-

Fig. 3. Time course of the isusmotic *Rb release activated by
Ca®* removal from cultured cercbellar astrocytes. Dishes
preloaded with *Rb were perfused with isosmotic medium
until a sable *Rb cfflux was atlained. Then, the perfusing
medium was switched 10 an isosmotic Ca®* ~free medium added
with 0.5 mM ethylencglycolictraacetic acid {EGTA). A: *Rb
release induced by Ca®*-free media plus EGTA (circles) and

- supplemented with 0.5 mM barium (squares) (2.5 uM nitren-

dipine (NTD: wnanglesy 100 pM verapamil (VRP: inverted
triangles) or 5 mM Mg~ (diamonds). Significant differences
{P < 0.05 for NTD and P < 0.01 for VRP apd Mg?') were _
found. B: Sensitivity of the isosmotic ®Rb release to extracellu-
Tar pH. Control (circles) at pH 7.4 and at pH 6.5 (squares) or 5.5
(tniangles). Results are means * SE of 6-26 experiments.
Significam differences (P < 0.0 for pH 6.5 curve and P < 0.001
for pH 5.5 curve) were found for every point stanting from the
¢ighth fraction. compared with the Ca**-free condition (con-
trol); significance symbols were omitted for simplicity.




incd in other cell types. This possibility should be
considered, though, in all studies in which the Ca®~
dependence of osmosensitive K™ movements is investi-
sated,

In astrocytes. as in many other cell types, hypos-
mutic swelling leads to a transient increase in [Ca® "),
with contributions from both extracellular and intracellu-
lar sources (Bender et al., 1994: Fischer et al.. 1997,
Morales-Mulia et al.. 1998: O'Connor and Kimelberg.
1993). In cercbellar astrocytes. suppression of the swell-
ing-associated [Ca®*]; rise by EGTA-AM reduced the
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Fig. 4. EtTect of cithyleneglycoltetraacetic avid-acetoxy-methyl
ester {EGTA-AM) on [Ca?* ], and “Rb efflux induced by
hyposmolarity. A: Suppression of [Ca’" |; nise in cultured
astroeytes preloaded with 50 pM EGTA-AM and exposed to a
50¢% hyposmotic medium (arrow), Representative trace of three
separate detertninations. B: Time course of the *Rb efftux
iniggered by a 50% hyposmotic medium {at the sixth min) from
control dishes (circles) and from cells preloaded with EGTA-AM
(squares). Results are means = SE of 612 experiments,
Significant differences (P < 0.05) between traces from the
seventh 1o the twelfth minute were found.

Ca Influence on K EMux During RVD 358

osmosensitive *Rb efflux by 30%. Atempts were made
in this work 10 identify the source of Ca”* involved in this
component of *Rb efflux. Because neither general block-
ers of Ca’~ channels such as Cd*. Ni**, and La'", nor
the blocker of stretch-activated channels Gd'-, affected
*Rbefflux. external Ca* " influx appears not influential as
a mechanism sustaining the Ca’~-dependent fraction of
*Rb efflux. Verapamil and nitrendipine. but not diltia-
zem. exhibited an inhibitory action. which. however.
cannot be atributable 1o a blockade of Ca®r entry,
because first, these agenis did not decrease Ca’* entry
during swelling, and second. substantial inhibition per-
sists in the absence of extemal Ca**, when there is no
Ca** influx. It is noteworthy that these agents also
potently blocked the Rb efflux activated by Ca’*
removal, a condition which obviously excludes an effect
relaled to Ca** influx. There is increasing evidence of
direct effects of verapamil and dihydropyridines on K*
channels, including maxi-K~ channels and voltage-galted
channels (Armstrong and Miller, 1990: Fagni etal., 1994:
Schlichter et al., 1997). In these later. a Ca**-binding site
at the outer domain of the pore region seems required to
stabilize the native conformation of the protein preserv-
ing the normal operation of the channe! (Ammstrong and
Miller, 19903. This may be the site where verapamil and
dihydropyridines are interacting, [n any eveni, evidence
of the direct effect of these agents on at least two types of
K" channels. suggests caution in interpreting their effects
as strictly related 1o Ca®* dependence in the osmosensi-
tive K* pathways.

As for the involvernent of Ca”* from intemnal stores,
there is evidence in cortical (Fischer et al.. 1997) and
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Fig. 6. Etfects of the Ca** -calmodulin complex inhibitors W-7
and KN.93 on the swelling-induced “Rb release from astro-
cytes, The hyposmotic stimulus started at the sixth minute.
Control condition (circles) with no additions. The effect of
KN-93 reagent added with the hyposmotic stimulus is shown
(inverted trianghes). W-7 {50 upM) was preincubated 10 min and
was present during the whole experiment; its effect was tested
on untreated cells (squares) and in cells previously loaded with
50 pM ethylencglycoltetrancetic acid-acetoxy-methyl ester
(EGTA-AM: (nangies); no significant differences were found
between these two conditions. Resulls are meuns = SE of four
1o $IX separale experiments,

cerebellar astrocytes (present results) that points out o
the endoplasmic reticulum pool as the source of Ca**
released by the hyposmotic stimulus: therefore, this
reservoir should be considered as the main contributor to
the Ca**-dependent fraction of *¥Rb efflux. The mecha-
nisms releasing Ca®* from these siores by hyposmotic
swelling are still unclear in astrocytes. Although the
implication of the endoplasmic reticulum Ca’* pool
seems clear (Bender et at.. 1993: Fischer et al., 1997;
Morales-Mulia et al.. 1998), this does not necessarily
mean that the release occurs through activation of IP,
receplors (Bender et al., 1993). In cortical astrocytes, the
PLC blocker U-73122 markedly decreased ®Rb efflux. a
result supporting the involvement of IP; receptors (Bender
et al.. t994). In our preparation, this agent had only a
marginal inhibitory effect on 3Rb efflux, which besides.
was reproduced by its inactive analogue. An additional
conflicting evidence is the lack of effect of U-73122 on
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Fig. 7. Patentiation by ionomycin of the [Ca* ], changes ang
*Rb ctflux induced by hyposmolarity. Hyposmotic media
conlaining different [Cal* |, were supplemented with | M
ionomycin. Ar “Rb efflux induced by 50% hyposmotic med;a
tat the sixth minute in figure), containing the indicated {Ca?+]
Resulis are means % SE of six separate experiments, Notice the
ordinate scale change compared with previous figures. B: Time
course of the [Ca®* |; in astrocytes exposed 1o 50% hyposmotic
medivm containing | pM ionomycin {arrow) and the indicated
fCa®* 1,: representative set of traces of two to three separate
assays is shown.

the [Ca?"]; rise evoked by swelling in cortica! astrocytes
(Schliess et al., 1996). Caffeine decreases *Rb efftux ip
cortical astrocytes somehow involving also the ryanodine
receptor (Bender et al., 1994). Other proposed mecha-
nisms for Ca** release from the endoplasmic reticulum
implicate (1) a direct effect releasing Ca** by arachidonic
acid increased by swelling (Tinel et ak. 1997); (2) the
osmosensilive mechanical opening of Ca** channels at
the endoplusmic reticulum; and (3) the activation of
voltage-gated channels, sensing a voltage change after
swelling. between endoplasmic reticulum and cytosol
tJena et al., 1997; McCanhy and O’ Neil, 1992; Missiaen
etal., 1996).

Reactions mediated by Ca®* fcalmodulin have been
irnplicated in the hyposmotically stimulated ®Rb efflux
in cortical astrocytes based on the effect of blockers of
Ca’*fculmodulin and PKC. It was shown thar KN-93
decreased *Rb refease and W7 suppressed it completely
tBender et al.. 1994). This later effect is difficull to
interpret only in terms of Ca’* dependence. because as
shown tn the same study {Bender et al. 1994), in
astrocytes with all Ca?* chelated by BAPTA-AM, #Rb
efflux decreased only 45%. Thus, its complete blockade
by W7 suggests actions additional to those of interruption
of the Ca?*/calmodulin-mediated reactions. We also
found inhibition of *Rb efflux by W7 and KN-93 simitar-
10 that observed when all [Ca** }; is quenched by EGTA-
AM, implicating Ca?*/calmodulin in the mechanisms of
activation of the Ca®*-dependent fraction of Rb efflux
in cerebellar astrocytes.

An observation considered as further evidence in
support of the osmosensitive Ca®*-dependence of %¥Rb

d



lux wus the large increase induced by jonomycin
ender et al.. 1994), In the present work. the parallel
Wy of changes in [Cu®" |, allowed us to demonstrate
it this increuse starts only when [Ca®* |; reached levels
ALin exvens ol those attained duning swelling. Thaus, it
nol strivtly Ca® dependence bt a potentiation by a
ge |Ca" |, rise elicited by the ionophore, This may be
¢ 1o the contribution of additional pathways activated
these Ca®* thresholds. Likely candidates are the
1**-activated maxi-K - channels, which have the dual
guirement for depolurization and a large concentration
HCa? |, (1=2 uM) for activating. Potentiztion of *Rb
lease by ionomycin in astrocytes was observed when
"at" i increased to levels close to or above | pM and
Ay in association with swelling. which in astrocytes
ymport a marked depolarization (Kimelberg et al.,
290b. Olson and Li. 1997). In a number of cell lines,
wticularly in epithelial cells, the K* channels activated
y hyposmolarity are the Ca** -activated muxi-K * chan-
2ls (Sarkadi and Parker, 1991).
In conclusion. the swelling-activated *Rb otilux
vm astrocytes exhibit a Ca® *-dependent ltaction of 30%
rerebellar astrocytes) and 45% (cortical astrocytes:
ender et al. 1994 and a farge Ca’*-independent
action responsible for the remaining 55-70%. The
"0 -dependent fraction is sustained by Ca?* releused
rom the endoplasmic reticulum. 2nd the mechanism of
clivation invalves Ca® ~fealmodulin. IUis still undefined
chether the Ca” ™ -dependent and Ca” " -independent com-
onents correspond 10 separate pathways or represent a
ingle pathway with partial Ca*" dependence. [ is also
nclear at present whether a K~ channel directly acti-
ated by swelling is present in ustrocytes or whether K*
flux occurs through other types of K* channels acti-
ated by ¢vents concurring with swelling, The increase in
Ca** ), and the depolarization known to occur in astro-
ytes upon swelling (Olson and Li. 1997), may activate
xi-K - channels orfand vollage-gated K* channels,
olh contributing to the osmosensitive “Rb efflux. An
lectrophysiologic characterization in detail of the K
hannelis) activated during sweiling is necessary to
larify these points,
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RESULTADOS
2) Electrofisiologia

En condiciones basales (medio isosmético) se registraron un total de 10 células mediante Ia
técnica de patch-clamp, en la modalidad de fijacién de voltaje en la configuracién de célula
entera (whole cell). Todas las células registradas, bajo condiciones isosméticas (300
mOsm) muestran en general escasa corriente entrante con una maximo de 100 pA a pulsos
hiperpolarizantes, mientras que a pulsos de voltaje mas despolarizantes se observa una
corriente rectificadora saliente con un méximo de corriente de 500 pA; el potencial reverso
fue de =72 mV (Fig. 8.). Cuando las células son expuestas a medio hiposmético 50 % (150
mQsm) se observa una despolarizacién evidenciada por un cambio en el potencial reverso,
estableciéndose en —48 mV; asi mismo, se produce un gran incremento de las corrientes
salientes alcanzando un mdaximo de corriente de 2500 pA, mientras que se observa un
pequeiio incremento en las corrientes entrantes, alcanzando un valor méximo de 400 pA. La
figura 9 muestra un registro de astrocito de cerebelo en condiciones isosméticas (panel A)
y luego bajo condiciones hiposméticas (panel B).

Para establecer la participacion de las corrientes de potasio activadas por cambios en el
volumen celular, se utilizaron los bioqueadores 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 isosméticas
denota 1a presencia de una corriente con una cinética rectificadora saliente que se activa a
pulsos de voltaje mas despolarizante. En la relacidn corriente-voltaje de este registro (Fig.
11) se muestra un potencial reverso de —76 mV, con un maximo de corriente de 390 pA; no
se observaron apertura de corrientes entrantes a pulsos hiperpolarizantes. Cuando se da el
estimulo hiposmético (Fig. 10 panel B) se observa un incremento en las corrientes, asi
como una despolarizacién denotada por el cambio en el potencial reverso, siendo este ahora
de -54 mV; las corrientes alcanzaron un méximo de 1800 pA, observandosc,' ademds, un
ligero incremento en la corriente entrante. La presencia de quinidina 1 mM (Fig. 10 panel
), inhibe en un 99 % las corrientes activadas por hiposmolaridad, se observaron cambios

en el potencial reverso cuando el farmaco fue adicionado, quedando finalmente —~70 mV

(Fig. 11},



En la figura 12 paneles A, B y C, se observa el regisiro electrofisiolégico de otro astrocito
bajo las mismas condiciones de estimulacién osmética y en presencia de bario (2 mM),
conocido bloqueador general de canales de potasio. En condiciones isosmotica se observa
una cinética rectificadora saliente con una méximo de corriente de 400 pA y un potencial
reverso de —80 mV. No se observa apertura alguna de corrientes entrantes con comandos de
voltaje hiperpolarizante. E! cambio sibito a un medio hiposmdtico induce una
despolarizacién, quedando el potencial reverso en —46 mV (Fig. 13). Asi mismo, se observa
un incremento tanto en la corriente saliente como entrantes; las corrientes alcanzan un
‘méximo de 1500 y 400 pA respectivamente. La adicién 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.



RELACION CORRIENTE- VOLTAJE EN
ASTROCITOS DE CEREBELO DE RATA EN CULTIVO
EXPUESTAS A UN MEDIO HIPOSMOTICO 50 %
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Fig. 8.- Grafica corriente-voltaje (I-V) de las corrientes idnicas en condiciones basales (circulos)
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 electrofisiologico de las corrientes idnicas presentes bajo condiciones isosmoticas (A) y el cambio a un medio
Hiposmotico 50% (B) en un astrocito de cerebelo de rata en cultivo. Se utiliz6 la modalidad de fijacion de voltaje en su
configuracién de célula entera (whole cell). Se fijo el voltaje en =70 mV y se dio pulsos de voltaje desde — 120 hasta +100 mV
En incrementos de 20 mV, ver materail y métodos.
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Fig 10.- Registro electrofisiolégico de las Corrientes ionicas activadas
por un cambio en el volumen celular en un astrocito de cerebelo de rata.
Efecto de la quinidina. A) isosmotico, B) hiposmético y C) hiposmético +

Quinidina 1mM. ‘



RELACION CORRIENTE/VOLTAJE ASTROCITO DE
CEREBELO DE RATA, MEDIO ISOSMOTICO E
HIPOSMOTICO 50 % EN PRESENCIA DE QUINIDINA
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’ Fig. 71 1 - G;éﬁca I-V de las:. _cérrientes i6nicas activadas por hiposmolarida den presencia
de quinidina. Isosmético (circulos), hiposméftico (cuadros) e hiposmético + quinidina
1 mM (triangulos).
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Fig. 12 Registro electrofisiologico (Whole cell) de las corrientes
Iénicas activadas por hiposmolaridad en un astrocito de cerebelo
De rata. Efecto del bario. A) isosmético, B) hiposmotico y

C) hiposmotico+ Bario 2 mM




RELACION CORRIENTE/VOLTAJE ASTROCITO DE
CEREBELO DE RATA, MEDIO ISOSMOTICO E
HIPOSMOTICO 50% EN PRESENCIA DE BARIO 2 mM
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Fig. 13.- Grafica I-V de las corrientes ionicas activadas por hiposmolaridad en un
astrocitos de rata en cultive, efecto del bario. Isosmético (circulos), hiposmético
( cuadros) e hiposmético + Bario 2 mM (tridngulos).



DISCUSION

En diferentes tipos celulares, hay diversa evidencia que indica que uno de los fenémenos
primarios asociados con el aumento en el volumen celular producido por soluciones
hiposméticas, es un increme;lto en la concentracion intracelular de calcio [Ca”"};. En tanto
que se ha descrito en miiltiples y variados sistemas, efectos activadores del Ca®* sobre
proteinas cinasas y fosfatasas, que a su vez pueden activar o desactivar canales idnicos y
elementos del citoesqueleto, resulta 16gica su postulacion como sefial traductora del cambio
de volumen en la activacién de las vias de permeabilidad de los osmolitos. En general,
puede decirse que en las células epiteliales, el proceso regulador del volumen inducido por
soluciones hiposméticas requiere de la presencia de Ca®* en el medio extracelular; que
durante el aumento en e} volumen celular hay una entrada de Ca®*, lo cual conlleva a un
incremento en la [Ca2+]i y a la activacion del DRV (ver revision 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 linea 407, la omisién de Ca® y la adicion de EGTA
ocasiona la inhibicién completa del DRV (Hazama y Okada; 1988). En fibroblastos el
incremento en la [Ca**); es blogqueado por completo cuando las células se mantienen en un
medio sin Ca?* y en presencia de EGTA o bien, en un medio con Ca®" y la adicién de Gd**,
Co®, Cd**, 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 Ca** a la célula, probablemente, a través de canales catidnicos
activados por ta distension de la membrana plasmética (SACS) y/o por canales de Ca?*
dependientes de voltgje, incrementando asi, los niveles de Ca”" citosolico. { Flake y Misler,
1989, Kimelberg, 1988; Lambert, 1989)

Pocas son las investigaciones en las que se ha realizado un estudic paralelo del incremento
en la [Caz*]i y el DRV en la misma preparacién y bajo las mismas condiciones
experimentales, por lo que existe a(n controversia con respecto a la participacion de este
catién como una sefial de transducci6n en el proceso regulador.

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

de la [Ca”"]; asociado al aumento en volumen, no sélo se debe a la entrada de Ca®*, sino que
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estd relacionado con la liberacion de Ca® de almacenes intracelulares. Estas
investigaciones han demostrado que la omision de Ca®" del medio extracelular en algunas
preparaciones no tiene ninguin efecto sobre el DRV (Hoffmann, 1984).

En otros estudios en los que el incremento en la [Ca®*}; se cuantifico mediante colorantes
fluorescentes, se ha determinado la persistencia de un componente transitorio de Ca’* libre,
aun en un medio ausente de este cation, lo cual sugiere la intervencion de pozas endogenas
de Ca®*, Sin embargo, existen discrepancias entre los mecanismos propuestos mediante los
cuales el Ca** es liberado a partir de dichos almacenes. En algunos tipos celulares, ¢l
vaciamiento del reticulo endoplasmico con tapsigargina, impide el incremento en la [Ca™");
inducido por hiposmolaridad (Ishii, 1996), o bien cuando las células se tratan con TMB-8,
un bloqueador de la liberacién de Ca®* del reticulo endopldsmico (Tinel, 1994).

Otro tipo de evidencia propone que la reduccién en la osmolaridad interna induce la
movilizacién de Ca®* de compartimentos intracelulares no mitocondriales, a través de vias
de fuga pasiva, una propiedad inherente de estos organelos. Es decir, que posiblemente el
reticulo endopldsmico esté funcionande como un osmosensor capaz de detectar la dilucion
del citoso! cuando las células se encuentran en un medio hiposmético. Asi, el Ca®* serfa
liberado de estos compartimentos mediante canales que normalmente dejan fugar Ca®',
pero que ademas son sensibles a la distensién de su membrana.(Misiaen, 1996; Jena, 1997.)
La dependencia al Ca’* de la activacién de conductancias de K™ y CI' involucradas en el
DRV, también ha sido un tema de controversia. Se ha reportado que la activacién de la
corriente de K asociada al aumento en el volumen celular en soluciones hiposméticas es
dependiente de Ca®* (Hoffman, 1984; Ling, 1992; Perry, 1992, Bender y Noremberg,
1994). No obstante, también se ha descrito que el Ca’’ no es necesario para que esta

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

En el caso particular de las neuronas, las investigaciones acerca del papel del Ca** en el
DRV son escasas. Falke y Misler (1989) trabajando en la linea celular de neuroblastoma
N1ET115 y utilizando-la técnica de patch-clamp, mostraron la-actividad de canales SACS -
asociada al aumento en el volumen celular inducido por la reduccién de ia osmolaridad
externa; esta actividad fue bloqueada en ausencia de Ca® extracelular, lo cual indica una

vez mis la probable intervencidn de estos canales en la regulacién del volumen celular,
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En un trabajo con neuroblastoma de humano CHP-100, Basavappa y colaboradores (1995)
estudiaron una corriente de CI” activada por hiposmolaridad asociada al incremento en la
[Ca”];; la omisién de Ca®* y la presencia de 2.5 mM de EGTA inhibieron ambos eventos.
De los diferentes antagonistas de canales de Ca’" sensibles a voltaje utilizados en este
trabajo, sélo la  w-conotoxina MVIIC, un bloqueador de canales de calcio tipo Q ¥ R,
bloqued tanto la corriente de CI' como el incremento en la [Ca®'li inducidos por
hiposmolaridad. Es importante mencionar que la concentracion del farmaco utilizado en
este trabajo fue diez veces mayor a la requerida para inhibir este tipo de canales y que,
asimismo la concentracion del quelante utilizado es excesiva.
Con respecto a las células nerviosas, la mayoria de los estudios sobre la dependencia de
Ca®™ en el DRV se han realizado en astrocitos. Sin embargo, la intervencién del Ca®* en
este proceso es poco clara debido 2 la falta de congruencia entre los resultados mostrados
por diferentes grupos de investigacion. Se ha reportado que el DRV es parcialmente
dependiente de la presencia de Ca® extracelular (Vitarella, 1994), o bien que es un proceso
totalmente independiente (S&nchez-Olea, 1995) o totalmente dependiente (O'Connor y
Kimelberg, 1993) de este catidn. En el glioma C6, la regulacion del volumen se ha
reportado como independiente de Ca’* extraceluar, pero solo en condiciones en las que se
emplean concentraciones muy altas de EGTA (2.5 mM) (Lohr y Yohe, 1994). Existen
inconsistencias ain mayores entre los resultados sobre la liberacion de osmolitos activada
por hiposmolaridad. Se ha reportado que la salida de CI” es dependiente (O'Connor y
Kimelberg, 1993) o independiente de Ca®* (Sanchez-Olea, 1995). La salida de K* por su
parte, se describe como incrementada (Bender y Norenberg, 1994; Sdnchez-Olea ef al.,
1993; Vitarella, 1994) o inhibida (O'Connor y Kimelberg, 1993) en ausencia de Ca®*
extracelular.
Con respecto a la participacion del Ca®* proveniente de pozas endégenas existe evidencia
que sustenta la intervencién de receptores activados por inositol 1,4,5-trifosfato (IP5)en la
movilizacién de Ca®" durante el estimulo de hiposmolaridad. Bender y colaboradores
=(1993) reportaron-un incremento en-la hidrélisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;)
asociado al aumento en el volumen celular bajo condiciones hiposmoticas. Estos autores
describieron ademas que el DRV es bloqueado cuando la hidrélisis 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 ningun efecto sobre el incremento en la

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

Por su parte, la salida de *Rb (utilizado como trazador de los movimientos de K" en
condiciones hiposmoéticas se ve incrementada en medios libres de Ca®* (Fig. 2B). Mas aiin,
dicha estimulacién se observa en medios isosméticos, 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, adn se observa un
incremento en la [Ca®"]; que no alcanza los valores obtenidos con calcio presente en el
medio. Esto indicaria una contribucién tanto de pozas enddgenas como de caicio externo,
en el incremento del [Ca’'); inducido por hinchamiento celular. Por el contrario, la salida de
%Rb en condiciones isosmoéticas € hiposmoéticas se ve incrementada en medios libres de
Ca™ (Fig. 2b, 3a,b).

El mecanismo por el cual se activan estos flujos de **Rb no ha sido establecido. En células
epiteliales se han descrito canales catidnicos ne especificos que se activan por {a omision de
cationes divalentes del medio (Van Driessche, 1994; Van Driessche and Erlij, 1994) con
caracteristicas muy semejantes a las del flujo de **Rb activado en ausencia de Ca®* en
astrocitos: sensibilidad a pH bajos, bloqueado por Ba®*, verapamil y diihidropiridinas. Estos
canales podrian estar presentes en astrocitos, en donde movilizarian K* en ausencia de Ca®*
externo.

Lo anterior viene a explicar lo observado en astrocitos corticales (Bender y Noremberg,
1994), en donde se vio que la salida de %Rb sensible a volumen se inhibe en presencia de
BAPTA-AM y se revierte cuando se sustituye el medio por uno libre de Ca®. Asi mismo
este movimiento de K’ activado en ausencia de Ca®, incrementando la salida de K,
vendria a explicar la aparente aceleraciéon del DRV observada bajo estas condiciones
~(Morales-Mulia, 1998). . - . . o

- En astrocitos de cerebelo en cultivo, la salida de *®Rb sensible a volumen se ve reducida en
un 30% cuando se depleta a la célula de calcio intraceluiar (Fig. 4). Para identificar la

fuente de aporte de Ca®’ involucrada en este componente de **Rb osmosensible
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dependiente de Ca2+, se utilizaron bloqueadores generales de canales de Ca®* como Cd?' y
Ni", asi como inhibidores de canales activados por estiramiento, como el La** y el Gd*", los
cuales no tuvieron efecto alguno en esta salida de **Rb activada por hiposmolaridad, de
donde se infiere que la entrada de Ca®* externo no influye en ¢l mecanismo de liberacion de
la fraccion de *RUb dependiente de calcio. En presencia de verapamil y nitrendipina, pero
no de diltiazem, se observa una inhibicién de dicho movimiento (fig. 5), pero éste no puede
atribuirse a un bloqueo de la entrada de Ca®™", ya que estos bloqueadores no disminuyen los
niveles de [Ca”];, ademés de observase el mismo grado de inhibicion sobre la salida
osmosensible de *Rb en presencia o ausencia de Ca®* extracelular, por lo que
probablemente estos bloqueos se deban a un efecto per se de estos farmacos . 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;
Amstrong y Miller, 1990). Estos tltimos autores sefialan que en estos canales de K, el sitio
de uni6n al Ca®* queda por fuera de la regién del poro; una vez que el calcio se une a este
sitio estabiliza la proteina, preservando la funcion normal en el canal (Amstrong y Miller,
1990). Este sitio de unién al calcio es en donde probablemente, estén interactuando el

verapamil y las dihidropiridinas.

La poza endégena que libera Ca®* bajo condiciones hiposméticas parece ser el reticulo
endoplasmico. Aunque es claro la participacion del reticulo endoplasmico durante DRV
(Bender, 1993, Fischer, 1997, Morales-Mulia, 1998), no necesariamente ocurre a través de
la activacion de receptores a IP; (Bender, 1993). En un estudic de astrocitos corticales
(Bender, 1994) utilizando un blogueador de la fosfolipasa C (PLC) él U-73122, se observd
un decremento de la liberacién de %*Rb activada por volumen; en nuestro estudio este
mismo bloqueador sélo tuvo un efecto marginal sobre la salida de BRb.

Se ha postulado una serie de mecanismos por los cuales se podria dar la liberacién de Ca®*
del reticulo endopldsmico. Bender (1994) involucra la participacion de los receptores a
rianodina por un decremento en la liberacion de **Rb osmosensible en presencia de cafeina,
Tinel, (1997) propone un efecto directo del 4cido araquidondnice sobre la liberacion de
Ca®. Asimismo se ha sugerido la participacion de canales de Ca®* osmosensibies en el

reticulo endopldsmico, la activacién de canales sensibles a voltaje, los cuales sensarian un



cambio en ¢l voltaje después del hinchamiento celular, entre el reticulo endoplasmico y el

citosol { Jena, 1997; McCarthy and Q" neil, 1992, Missiaen, 1996),

La participacion de proteinas activadas por un aumento en el calcio intracelular bajo
condiciones hiposmoticas se ha establecido en astrocitos corticales {Bender, 1994). Entre
estas proteinas se ha sugerido la participacidn del sistema calcio/calmodulina (Ca/CaM)
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 8Rb (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 BAPTA-AM, la salida de 8Rb
se disminuye solo 45%. El bloqueo total con el W-7 sugiere un efecto adicional en las
reacciones mediadas por el complejo Ca™*/CaM.

En nuestros resultados, la salida de *Rb activada por hiposmolaridad fue parcialmente
sensible (50%) a ambos bloqueadores, mientras que se observo un efecto similar cuando se
guela todo el calcio intracelular con EGTA-AM lo cual indica la participacién de la
Ca?*/CaM en el mecanismo de la activacion de la fraccién dependiente de Ca** (Fig. 6).
Una observacidn 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 inducido.
por ionomicina (1994). Nuestros resultados midiendo la {Ca’"]); con diferentes
concentraciones de Ca®* extracelular en presencia de ionomicina (Fig. 7), muestran que
solo cuando los niveles de [Ca**]; han sobrepasado los niveles alcanzados por el
hinchamiento celular, se observa un incremento en la salida de %Rb activada por volumen
(Fig. 7b). En estos resultados no s¢ habla de una dependencia de Ca®* como tal, sino de una
potenciacién por un gran incremento en la [Ca2+]i provocada por el iondfore. Esto quiza se
debe a la contribucién de vias adicionales cuyos umbrales se activan a esos niveles de Ca®*,

Como probables candidatos se encuentran los maxi-canales de K* activados por Ca®,

quienes tienen un requerimiento dual para su activacién; despolarizacién y grandes

-concentraciones de-[Ca®")i-(1-2 pM). La potenciacion de la salida de 3%Rb por ionomicina - —

en astrocitos en cuMtivo se observa unicamente cuando los niveles en el [Ca™]; se

incrementan cerca o por arriba de 1 uM y sélo bajo condiciones de hinchamiento celular, lo
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que en astrocitos confiere una marcada despolarizacion (Kimelberg, 1990b; Olsen y Li,
1998).

Electrofisiologia.

Estudios previos con técnicas electrofisiologicas han descrito las respuestas de astrocitos en
cultivo inducidas por cambios en el volumen celular, en todos los casos durante su
exposicion a medios hiposméticos (Kimelberg, 1988,1990a; O'Connor y Kimelberg, 1993,
Olson y Li, 1998). Kimelberg y O Connor en 1988 trabajando con astrocitos ¢n cultivo,
realizaron registros intracelulares para medir los cambios en el potencial de membrana que
subyace a la exposicién a un medio hiposmético. Se observaron despolarizaciones que eran
proporcionales al grado de hinchamiento celular, alcanzando un desplazamiento maximo
del potencial reverso de aproximadamente 60 mV. Los efectos fueron reversibles cuando
las células regresaban a un medio isosmético; dos minutos después de la exposicion se
observé una repolarizacidn, retornando el potencial de membrana su valor original. Olson y
Li (1998) trabajando con astrocitos en cultivo, observaron que partiendo de un potencial de

membrana de —66 mV en condiciones isosmdéticas, el cambio a una solucion hiposmética

(25 %) causa una despolarizaciéon de = 23 mV, &6 minutos después de la exposicion al
medio hiposmético. Dicha despolarizacidn fue progresivamente mayor cuando se utilizaron
medios con un grado mayor de hiposmolaridad (40 y 50%). En nuestra preparacidn, cuando
los astrocitos son mantenidos en un medio isosmotico y se da un cambio stibito a un medio
hiposmético, se observa una despolarizacion, similar a 1a reportada para los astrocitos de
corteza de rata (Kimelberg, 1988, Olson y Li 1998). Esta despolarizacién de la membrana
es consistente con la activacion de una conductancia al cloro (Olson y Li, 1998). Ademis 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 hiposméticas

parte de esta despolarizacion, quiza se deba a la activacidn de estas vias. -..
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En registros de patch-clamp (whole cell) (Kimelberg, 1988, Olson y Li 1998) en astrocitos
en cultivo, el incremento en el volumen celular inducido por soluciones hiposmdéticas
induce caracteristicas similares. El hinchamiento celular produce una despolarizacion y un
gran incremento en las corrientes i6nicas que van desde los 100 pA hasta 1 nA (Kimelberg,
1990) y terminan con un potencial reverse final de —42 mV. En experimentos de sustitucion
idnica - para determinar la especie i6nica participante en el proceso regulatorio- se muestra
que el potencial reverso se desplaza hacia valores mas positivos cuando se aumenta el
potasio extracelular, pero que no se afecta cuando el Na" y el CI” 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 bloguear todos los canales de K*) se observa
una disminucion en la corriente saliente y el potencial reverso se sitiia cercano a 0 mV.
Estos experimentos sugieren la participacion de canales de potasio tanto en condiciones iso
e hiposméticas. No obstante en este estudio (Kimelberg, 1990), los periodos de registro se

limitaban solo a un minuto posterior a la exposicién al medio hiposmético.

Olson y Li (1998) trabajando con astrocitos en cultivo, observaron incrementos en los
niveles de conductancia para el potasio, clore y taurina durante la exposicion a diferentes
medios hiposméticos (20, 40 y 50 % respectivamente). El incremento en la conductancia
después del estimulo osmético fue dependiente de tiempo. Las células expﬁestas a medios
hiposméticos 40 y 50 %, incrementan su conductancia a los 3 minutos posteriores al
estimulo, mientras que en Un medio hiposmético 30%, la conductancia empieza a
incrementarse hasta los 6 minutos. La maxima conductancia guarda cierta proporcionalidad
con el grado de hiposmolaridad. No se observaron cambios en la capacitancia celular con
ninguno de los tratamientos osmdticos. Usando cloruro de cesio (CsCl) en la solucién de
registro intracelular, se observaron incrementos similares en 1a conductancia de membrana
con 30 % de hiposmolaridad, mientras que en un medio 50% hiposmético, 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%
hiposmético, mientras que en un medio hiposmético 50% se observa una conductancia mas
pequefia que la vista en presencia de KCi en la pipeta de registro. El incremento en las

conductancias sensibles & hipoesmolaridad {30%) mostré sensibilidad al 4cido niflamico
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(200 pM) el cual inhibi6 completamente la conductancia, mientras que el bario (5 mM) no
tuvo efecto alguno. En un medio hiposmético (50%) las conductancias activadas por
hiposmolaridad fueron sensibles al acido niflimico en un 60% mientras que el bario inhibe
un 80% respectivamente.

Finalmente, cuando ¢l electredo de registro es llena con una solucién de taurina aniénica,
los cambios en la conductancia a taurina se incrementan enormemente al cambiar a un
medio hiposmético y este efecto fue sensible a acido niflimico (200 pM).

De a cuerdo con Olson y Li la conductancia al cloro activada por volumen es mas sensible
a disminuciones menores en la osmolaridad externa, mientras que la conductancia al
potasio se activa a grados de hiposmolaridad mayores. Ademas, estos autores han descrito
tarmbién una gran despolarizacion en condiciones hiposmoticas (30%) comenzando con un
potencial reverso de -80 mV (isosmoético) y terminando con un potencial de —30 mV
(hiposmdtico). Los autores finalmente concluyen que la sensibilidad diferencial osmética
mostrada por ambas vias idnicas es un hecho importante para establecer los Vumbrales de

activacion del proceso regulatorio.

Por otro lado, diversas evidencias mencionan que no se observan cambios netos en la
concentracién de potasio intracelular cuando los astrocitos son expuestos a un medio
hiposmético 35 % (Olson y Kimelberg, 1995), mientras que cuando son expuestos a un
medio hiposmético 50 % se observa una disminucién 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 isosméticas,
denotan una posible participacién de canales de potasio de rectificacion saliente (Kq). Lo
anterior se sustenta, primero, con las caracteristicas de su cinética y segundo, por el
potencial reverso mostrado (-74 mV). Cuando los astrocitos se les expone a un medio
hiposmético 50%, cbservamos un gran incremento en las corrientes idnicas, tanto salientes
como entrantes, asi como una _gran despolarizacién evidenciada por. un cambio.en el
potencial reverso (-40 mV Fig. 8). La activacion de las corrientes salientes y entrantes es
muy similar a las reportadas por Kimelberg y colaboradores (1990), a pesar de que estos

autores utilizaron un estimulo osmoético menor.
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Las corrientes activadas por el estimulo hiposmético parecen estar mediadas principalmente
por ¢l ion potasio, puesto que la inhibicidn mostrada con la quinida y bario (45 y 80 %). La
inhibicion 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 hiposmético agudo (50%) y muestran ser sensible a bario.

En cuanto a los canales idnicos que podrian 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 permear la taurina y otros aminoacidos. (Jackson y
Strange, 1995; Roy Y Banderelli, 1994). La naturaleza de la conductancia al CI" ha
avanzado notablemente y ha sido estudiada en muchas preparaciones celulares (Jackson y
Strange, 1995; Valverde, 1992; Nilljus, 1995); se han establecido sus propiedades cinéticas
y farmacolégicas y se han postulado la identidad de varias especies moleculares.

Para el caso de la (s) via (s) de conductancia al potasio se desconoce la naturaleza de la
entidad melecular responsable de dicha movilizacién, 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 electrofisiologicas
(Olson y Li, 1998, Grinstein, 1992, Deustch y Chen, 1993) vislumbran una participacién de
canales de K™ dependiente de voltaje, mientras que otros autores reportan la activacién de
canales de K* activados por estiramiento (Vanoye y Reuss, 1999). Otros grupos reportan la
participacion de canales de K dependientes de Ca®, presentes en células eipteliales con
diversa conductancia (Stoner, 1995; Nillius, 1995; Rothstein, 1992; Hazama, 1988).
Christensen y Hoffmann (1992) reportan canales de K* y CI” asi como canales catiénicos no

selectivos.

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

estudios han involucrado una posible participacién de mecanismos dependientes de

calcio/calmodulina que quizéd activarian-a los. canales de-potasio-(Bender y Noremberg, - - -

1994). Esta salida podria estar mediada por canales de potasio activados por calcio, que se
sabe estin presentes en estas células (Quandt y McVicar, 1986). En nuestra preparacién la

caribdotoxina tuvo un efecto inhibidor significativo en la salida de K' activada por
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volumen, la cual sugiere la participacién parcial de este tipo de canales en el proceso
regulatorio de volumen; por otra parte la inhibicion observada con guinidina y bario en los
registros electrofisiolégicos sugiere la particiapcion 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
movilizacién de potasio bajo condiciones hiposméticas, Sin embargo se coincide en que el
ion K* se moviliza a través de un canal, dada la sensibilidad farmacolégica 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 eleccidn de la entidad molecular responsable para movilizar al ion potasio ante cambios
en el volumen celular inducido por soluciones hiposmdticas se dificulta debido a la poca
especificidad de los inhibidores utilizados. No obstante, los resultados aqui presentados
muestran una participacién importante de los canales de potasio en el proceso regulatorio,
A pesar de estd aproximacion, se necesitan mas estudios electrofisiolégicos para poder
identificar las propiedades biofisicas de el (los) canal (es) de K' como sustituciones i6nicas,
uso de bloqueadores mas especificos asi como el determinar la (s} via (s) de sefializacién
intracelular que estdn regulando la actividad de estos canales tanto en condiciones

isosmoticas como hiposmdéticas
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CONCLUSIONES

ESTUDIOS BIOQUIMICOS
1) LA SALIDA DE ¥Rb ACTIVADA POR HIPOSMOLARIDADEN ASTROCITOS EN
CULTIVO ES INDEPENDIENTE DE Ca®* EN UN 70%

2) LA FRACCION DEPENDIENTE DE Ca*?(30%) ES SUSTENTADA POR Ca™
PROVENIENTE DEL RETICULO ENDOPLASMICO Y PROBABLEMENTE
MEDIADO POR UN MECANISMO QUE INVOLUCRA AL COMPLEJO Ca*¥CAM.

3) FARMACOLOGICAMENTE, LA SALIDA DE *Rb ES SENSIBLE A BARIO,
QUINIDINA Y CARIBDOTOXINA, E INSENSIBLE A TEA Y 4AP

4) EN MEDIOS LIBRES DE Ca'?, LA LIBERACION DE *Rb SE INCREMENTA.
ESTO SE DEBE A UNA SALIDA SIMULTANEA DE ¥Rb ACTIVADA POR LA
OMISION DE Ca'? EXTRACELULAR. ESTA LIBERACION SE OBSERVA EN
MEDIOS ISOSMOTICOS

5) FARMACOLOGICAMENTE ES SENSIBLE A NITRENDIPINA, BARIO,
VERAPAMIL, MAGNESIO Y A PROTONES.

- ESINSENSIBLE A 4-AP, TEA Y CESIO EXTRACELULAR.

- ES DESCRITA POR PRIMERA VEZ EN TEJIDO NERVIOSO

6) TODAS LAS CARACTERISTICAS CORRESPONDEN A LAS DE CANALES DE K
BLOQUEABLES POR Ca*?, PREVIAMENTE DESCRITOS EN CELULAS
EPITELIALES.



ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS
1y ELECTROFISIOLOGICAMENTE, LOS ASTROCITOS MUESTRAN UNA
CORRIENTE BASAL CON RECTIFICACION SALIENTE. DE APROXIMADAMENTE

500 pA. CON UN POTENCIAL DE INVERSION DE -72mV.

2) EL ESTIMULO HIPOS MOTICO ACTIVA A UNA CORRIENTE RECTIFICADORA
SALIENTE CON UN POTENCIAL REVERSO DE -48 mV.

3) LA CORRIENTE ACTIVADA POR EL ESTIMULOQ HIPOSMOTICO ES SENSIBLE
A Ba**Y A QUINIDINA, LO CUAL SUGUIERE QUE ES MEDIADA POR K*.
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