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RESUMEN 

La regulación del volumen es una propiedad fundamental de las células animales. Algunas especies acuaticas, por estar 
expuestas continuamente a cambios en la osmolaridad de su entorno, requieren particularmente de esta característica. En 
cambio, en la mayoría de los animales terrestres las variaciones considerables en el contenido de solutos extracelulares se 
previenen con una eficiente regulación renal. Sin embargo,en condiciones f1Siológicas pueden presentarse pequeños cambios 
en el volumen celular debidos a la acumulación de solutos intracelulares que son atraidos por las macromoléculas cargadas 
negativamente del citoplasma o bien a In incorporación de nutrientes y sales minerales;unido a esto, se presentan cambios 
importantes en el volumen celular durante el crecimiento y la proliferación de las células. En condiciones patológicas, los 
cambios en la osmolaridad del plasma son la principal complicación en varias emfermedades tanto somáticas como 
neurológicas¡estas alteraciones en la osmolaridad del plasma conducen frecuentemente a manifestaciones clínicas de funciones 
cerebrales alteradas. El mecanismo adaptativo regulador de las alteraciones en el volumen celular involucra cambios en la 
concentración de solutos intracelulares osmoticamente activos en la dirección adecuada para llevar a la célula al equilibrio 
osmótico. Estos compuestos, llamados genericamente ogmolitos, se agrupan en dos categorias:iones inorgánicos;Na', K', Cl" y 
moléculas orgánicas;tales como aminoácidos aminas y polioles. 

Los resultados obtenidas de experimentos tanto in vivo como in vitro, sugieren que las células del cerebro tienen 
tambien la capacidad de regular su volumen y el mecanismo molecular por medio del cual se lleva a cabo esta regulación se 
ha estudiado solo muy recientemente. 

En el presente trabajo se investigará la contribución relativa de los aminoácidos libres y del K' al proceso de regulación 
del volumen celular tanto en glía como en neuronas. Se espera encontrar que en las neuronas los osmolitos movilizados 
preferentemente, durante un estímulo hiposmótico, sean los orgánicos (aminoácidos libres) ya que los iones inorgánicos juegan 
un papel determinante sobre el control ele el potencial de membrana celular y es de esperarse que su concentración tanto 
intracelular como extracelular sea exquisitamente regulada. 

, · 

/ 

·-.· 



INTRODUCCION 

Antecedentes 

Los flujos de agua ocurren siempre que exista un gradiente osmótico entre dos compartimientos separados por una 

membrana semipermeable y el agua se moviliza del compartimiento de menor al de mayor presión osmótica. La ósmosis es 

el proceso por el cual el solvente se mueve espontaneamente desde la región de una solución donde la actividad es alta a otra 

donde la actividad es baja. En la práctica, la ósmosis sólo tiene lugar donde una membrana semipe1·meable separa la solución, 

ya bien del solvente puro o bien de una solución del mismo solvente pero con una concentración distinta del soluto (Morris, 

1980). 

La presión osmótica de una solución se define como '1a presión que se debe ejercer sobre la solución para contrarrestar 

cualquier movimiento neto de solvente entre la solución y el solvente puro, cuando estos están separados por una membrana 

semipermeable perfecta• (Morris, 1980). La molaridad y la osmolaridad de una solución se encuentran relacionadas de la 

siguiente manera: una solución 1 M de un soluto no disociable es 1 osmolar (La solución contiene 6.023E23 partículas por litro), 

mientras que una solución 1 M de una sal disociable es n osmolar, donde n es el número de iones producidos por moléculas 

(Sege~ 1984). Las soluciones isosmóticas son aquellas que poseen una misma presión osmótica mientras que las que presentan 
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una presión osmótica diferente son anisosmóticas:hiposmóticas si la presión osmótica es menor o hiperosmóticas cuando la 

presión osmótica es mayor. 

El movimiento de agua por el proceso de osmosis tambien se presenta en las células animales y vegetales, debido a que 

la membrana celular o plasmática separa dos compartimientos acuosos,el intracelular y el extracelular. Siempre que se 

presente un gradiente osmótico entre el citoplasma y el medio extracelular se observará un movimiento de agua asociado a 

cambios en el volumen celular (Dick, 1970¡ Houee, 1974). Esto ocurre a pesar de que la membrana plasmática es un medio 

altamente hidrofóbico debido a su constitución lipídica. 

El agua es capaz de cruzar las membranas biológicas a través de la bicapa lipídica y posiblemente tambien a través de 

canales iónicos y poros membrannles inespecíficos • Estos canales no se han aislado y su existencia se ha propuesto con base 

en estudios cinéticos de los flujos de agua. Existen dos tipos de medidas para expresar la permeabilidad de la membrana al 

agua: 1) El coeficiente de permeabilidad osmótico o de filtración (P1), que se obtiene del estudio de los movimientos de agua 

inducidos por un gradiente osmótico; y 2) El coeficiente de permeabilidad difusional (Pd), que se determina a partir de la 

velocidad de intercambio de agua tritiada en el estado de equilibrio (Macey y Brham, 1989). La relación P ¡p des un indicador 

importante de la vía de transporte del agua. Un cociente P ¡p d igual a 1, sugiere que las moléculas de agua cruzan la membrana 

por un proceso de difusión simple, a ti·avée de la bicapa lipídica. En bicapae lipídicas artificiales (Fettiplace y Haydon, 1980) 

y en plaquetas humanas (Wong y Verkman, 187) este cociente es de 1, indicando la ausencia de un mecanismo específico de 

transporte de agua. En cambio cuando la relación P/Pd es mayor que la unidad, el agua es movilizada además del proceso 

düusional por un poro • Este cociente es de 3.4 en eritrocitos (Solomon et al., 1984) y 14 en la vejiga urinaria cuando se 

estimula con vasopreeina (Levin et al., 1984). 
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El fenómeno de regulación de volumen 

La capacidad para regular el volumen celular es una respuesta adaptativa que ha conducido a la supervivencia de una 

gran variedad de especies que enfrentan fluctuaciones en la osmolaridad de su entorno. Esto es posible gracias a mecanismos 

que ajustan la cantidad de solutos osmóticamente activos en la célula , provocando movimientos netos de agua que limitan 

las alteraciones en el volumen celular. 

La regulación de volumen es tnmbien un requerimiento fundamental de las células animales ya que en condiciones 

isoosmóticas estas contienen normalmente, una gran cantidad de moléculas polianiónicas impermeables rodeadas por una 

membrana plasmática permeable a iones pequeños y principalmente a agua. En estas condiciones, el agua debe entrar 

constantemente a las células obedeciendo tanto a la presión oncótica de las moléculas como a la distribución pasiva de los 

iones permeables de acuerdo al equilibrio de Donnan (Leaf, 1959¡ Tosteson et al , 1960). En las células vegetales la pared 

celular proporciona la rigidez necesaria para contrarrestar el hinchamiento celular 

hidrostático. En cambio, las células animales que requieren mantener la flexibilidad para algunas funciones, incluyendo el 

movimiento, debieron desarrollar mecanísmos para el control del volumen celular. 

Regulación de volumen celular en células animales 

Los mecanismos que permiten regular el volumen celular han sido estudiados tanto in vivo, en células expuestas de forma 
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natural a cambios externos de osmolaridad , como en condiciones in vitro, modificando experimentalmente la osmolaridad 

del medio extracelular • Se han descrito dos mecanismos que corrigen cambios en el volumen celular siguiendo el cambio 

ya sea en el sentido de un incremento en el volumen celular como respuesta a una reducción en la osmolaridad extracelular 

ó un decremento del volumen, posterior a un aumento en la osmolaridad. En el primer caso, la célula aumenta primero su 

volumen como un osmómetro perfecto y luego, por un proceso activo conocido como Decremento Autoregulador de Volumen, 

al que referiremos en adelante como DAV, disminuye su volumen a pesar de la persistencia de las condiciones hiposmóticas. 

En el segundo caso, cuando el volumen celular disminuye, el proceso regulador es menos frecuente y en muchas células no 

se observa. Este proceso es conocido como Incremento Autoregulador del Volumen (IA V) 

Estudios en invertebrados eurihalinos muestran que algunos compuestos orgánicos pequeños, predominantemente 

aminoácidos libres (AA), participan junto con los iones intracelulares K' y c1· , en los procesos reguladores de volumen(Pierce 

and Greenberg 1972;Amende and Pierce, 1980). En los vertebrados, el mecanismo iónico para la regulación del volumen ha sido 

extensamente estudiado, mientras que la información disponible sobre el papel de los aminoácidos es aún escasa, 

particularmente en especies no marinas. 

La regulación del volumen celular es un proceso complejo que implica varios eventos básicos. Primeramente la célula debe 

ser capaz de detectar cambios en el volumen. Los sensores del volumen celular no se han identificado, pero podrían ser los 

canales iónicos (generalmente para cationes) activados por el estiramiento de la membrana plásmatica ( Christensen, 1987;Ubl 

et al., 1988; Morris y Sigurdson, 1989 y Taniguchi y Guggino, 1989) o bien canales iónicos (selectivos para cationes), inactivados 

por el estiramiento (Ubl et al., 1988). Tambien se ha sugerido que el volumen celular podría ser detectado indirectamente por 

medio de cambios en la concentración de algún componente intracelular, como el calcio (Wong y Chase, 1986) o en el pH 
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interno (Lauf, 1985). En segundo lugar, la célula debe iniciar un proceso regulador que modifique el contenido intracelular 

de solutos. Finalmente debe "recordar" su volumen inicial e inactivar los mecanismos iniciados durante el proceso regulador. 

Mecanismos iónicos de regulación del volumen 

Los principales solutos intracelulares K• y CJ" estan involucrados activamente en el DAV, ya que la mayoría de las células 

que pueden regular su volumen, responden a un hinchamiento osmótico con una perdida neta de K• y CJ" produciendose así 

una salida obligada de agua dirigida por el nuevo gradiente osmótico (Lauf, 1985;Eveloff y Warnek, 1987). El mecanismo 

responsable de esta perdida de iones no es el mismo en los distintos tipos celulares. Tanto en células epiteliales como en 

eritrocitos de aves, peces y mamíferos el flujo iónico sensible a volumen es mediado por un cotransportador K' CJ· 

eléctricamente neutro, por lo que en estos sistemas el DAV es inhibido por drogas que bloquean este sistema de transporte, 

como la furosemida y la bumetanida (Ussing, 1982;Kregenow, 1981;1..auf, 1985;Parker, 1983). En otras células, incluyendo 

ascitos de Erlich y linfocitos, el K' y el CJ" salen de la célula por medio de vías conductivas, las cuales estan separadas pero 

pueden ser interdependientes (Hoffman, 1985;Grinstein et al, 1984). El DAV que se induce en parte por la activación del 

cotransportador K' CJ" es por lo general muy lento, con una duración de minutos a horas ;mientras que si el proceso se efectúa 

a través de vías conductivas, esto es, a través de canales iónicos la respuesta es muy rápida y la regulación tiene Jugaren 5 

a 10 minutos (Lauf, 1985). En el DAV, las vías conductivas permanecen Intentes en condiciones isoosmóticas y son activadas 

cuando existen cambios en el volumen celular. Hasta el momento no está claro si el incremento en el volumen celular, es una 

señal suficiente para activar estos movimientos iónicos ó si estos ocurren en respuesta a una ó algunas señales intracelulares 
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producidas a su vez por un cambio en el volumen. 

El IA V, parece estar mediado por la activación de dos sistemas cotransportadores eléctricamente neutros, ya séa Na•K'2Cl" 

ó Na•c1· • Estos dos sistemas reemplazan el Na" intacelular por K" a través de la actividad de una ATPasa Na"K+. Este 

mecanismo ha sido descrito en diferentes sistemas. 

En células epiteliales de vejiga urinaria, los dos mecanismos reguladores de volumen se encuentran polarizados, 

encontrandose los flujos activados por el IA V en la membrana apical mientras que el mecanismo activado por DAV se 

encuentra en la membrana basolateral (Spring, 1985). 

Osmolitos orgánicos en la regulación de volumen celular 

Algunos tipos de células renales se protegen de los cambios en osmolaridad, (particularmente en condiciones 

hiperosmóticas) producidos por las altas concentraciones de NaCI y urea acumulando grandes cantidades de osmolitos 

orgánicos. Este sistema aparentemente sólo es activo en células del sistema renal, sin embargo debe representar la evolución 

de un mecanismo primitivo por medio del cual las células en virtualmente todos los organismos, incluyendo bacterias, 

levaduras, plantas y animales inferiores contrarrestan las tensiones osmóticas. Llama la atención que sin importar la variedad 

de organismos estudiados, siempre se acumula el mismo tipo de solutos orgánicos, los que pueden agruparse 

como;aminoácidos y sus derivados, polioles y metilaminas, entre los componentes más destacados de los dos últimos grupos 

se encuentran;el sorbitol, el inositol, la glicerofosforil·colina y la betaina. Algunos estudios in vitro han mostrado, en general, 

que contrario a lo que sucede con los iones inorgánicos, altas concentraciones de estos compuestos no tienen efectos adversos 
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sobre la estructura o función de proteínas ensayando parámetros tales como, V...., K,,., reactividad de los grupos tioles y 

velocidad de renaturalización. 

Aminoácidos libres y taurina en la regulación de volumen celular 

La participación de los AA en la osmoregulación se conoce desde las primeras observaciones de Lange en 1963, sobre 

la modificación de los niveles intracelulares de estos aminoácidos en moluscos como respuesta a cambios en la osmolaridad 

externa. Desde entonces, se han reportado evidencias que muestran, en un gran número de invertebrados eurihalinos, la 

participación de los aminoácidos libres intracelulares como solutos osmóticamente activos en la regulación de volumen 

durante un desajuste osmótico, en un amplio intervalo de salinidad (Schoffeniels, 1976; Hoffman, 1977; Gilles, 1979). En la 

mayoría de las especies examinadas, la taurina es el AA intracelular más abundante y tambien el principal osmoefector. 

En tejidos de mamíferos, las primeras observaciones que relacionan a la taurina y a los AA con la regulación de volumen 

celular fueron hechas en ascitos tumorales de Ehrlich (Hoffman y Hendil, 1976). Se han realizado estudios similares en 

rebanadas de riñón, en retina (Shultze y Neuhoff, 1983;Dominguez et al, 1989), en linfocitos de conejo (Pasantes· Morales et al, 

1991 ), en cultivos de células MDCK (Roy y Sauvé, 1897) y en astrocitos (Pasantes-Morales y Schousboe, 1988). In vivo se ha 

mostrado un incremento en los niveles de taurina en el corazón de rata durante la adaptación de volumen subsecuente a una 

hipernatremia crónica(Thurston et al, 1980-1981). Tambien se han observado incrementos en los niveles de taurina en el 

cerebro y el músculo de ratas Brattelboro, que sufren de una deshidratación crónica debido a una inhabilitación en la síntesis 

de vasopresina (Nieminen et al, 1988). En estudios in vivo, se ha mostrado que perfundiendo el musculo femoral de bicep de 
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rata con soluciones hiperosmóticas, la linea basal de taurina y de fosfoetanolamina decrece(Lehman 1990);tiunbien se observa 

un incremento en la incorporación de taurina como respuesta a una perfusión con soluciones hiperosmóticas en corazones 

fetales de rata(Atlas et al, 1984). Estas observaciones apuntan hacia una participación de la taurina en el IA V del músculo de 

mamüero, mientras que la evidencia para un papel similar en el DAV no es clara, puesto que no se observa ningun cambio en 

el flujo de taurina producido por condiciones hiposmóticas en músculo femoral de bicep de rata (Lehman, 1990). 

La ganancia neta de aminoácidos producida por condiciones hiperosmóticas podría ser atribuida a un transporte activo 

en contra del gradiente de concentración desde la sangre, a un decremento en el flujo espontáneo del aminoácido, a la 

activación del catabolismo de proteínas ó bien a una síntesis de novo. En el caso particular de la taurina, la modificación de 

los sistemas de transporte parece ser la alternativa más probable. 

Durante el DAV en condiciones hiposmóticas, la poza de aminoácidos libres disminuye como respuesta a una elevada 

osmolaridad externa. Para la mayoría de los aminoácidos esta reducción intracelular en condiciones hipoosmóticas va 

acompañada de un incremento en su flujo transmembranal (Hoffmann y Lambert, 1983;Fugelli y Thoroed, 1986). La 

concentración de taurina y AA encontrada en el medio extracelular despues de un estímulo hipoosmótico, es practicamente 

equivalente a la que desaparece de la poza intracelular, indicando la ausencia de reacciones catabólicas involucradas en el 

proceso (Hoffmann y Lambert, 1983). En general, la liberación de un AA culaquiera producida por cambios en el volumen 

celular, es proporcional a la concentración intracelular del mismo. Esto sucede de tal forma que cuando la taurina es el 

principal AA intracelular, lo cual sucede con frecuencia, es tambien el principal aminoácido en el flujo. 

Las características de liberación de aminoácidos libres y de taurina producida por alteraciones en el volumen se han 

estudiado en algunas preparaciones. En invertebrados, se ha sugerido que la permeabilidad de la membrana celular a estos 
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aminoácidos esta regulada por el calcio en la superficie de la membrana y depende de la síntesis de ATP (Amende y Pierce, 

1980). En eritrocitos, un componente de la incorporación de taurina independiente de sodio 

se incrementa dramaticamente bajo condiciones hipoosmóticas mientras que se observa una reducción de actividad en el 

componente dependiente de sodio (Fincham et al, 1986 y Wolowyk et al, 1990). No se observó ningún efecto del sodio 

intracelular en estas preparaciones, pero se sugiere alguna participación del sistema del AMP-cíclico. 

Regulación de volumen celular en tejido nervioso 

La regulación de la osmolaridad intracelular en el tejido nervioso se demostró primeramente trabajando con axones de 

invertebrados osmoconfórmeros eurihalinos. Los cambios en la poza de aminoácidos y del K' intracelular se observaron en 

axones aislados sometidos a tensiones osmóticas (Schoffeniels yGilles, 1970;Treherne, 1980).Desde entonces, se han encontrado 

mecanismos similares a este en otras células animales que funcionan en el tejido nervioso de invertebrados. 

Las células del cerebro en los vertebrados se comportan como osmómetros modificados ó imperfectos ya que su volumen 

intracelular puede ser regulado parcialmente como respuesta a cambios en la osmolaridad del fluído externo. Estas 

perturbaciones pueden presentarse tanto en condiciones patológicas como en condiciones fisiológicas (revisado en Ballani y 

Grafe, 1988). Durante la actividad sináptica normal del cerebro, los neurotransmisores son liberados y al interactuar con el 

receptor provocan flujos transmembranales de iones que alteran la composición iónica del espacio extracelular. Esto podría 

tener un efecto directo sobre el volumen celular tanto de neuronas como de glía. En condiciones f°ISiológicas pueden 

presentarse pequeños cambios en el volumen celular debidos a la acumulación de solutos intracelulares que son atraídos por 
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las macromóleculas cargadas negativamente del citoplasma o bien a la incorporación de nutrientes y sales minerales;unido 

a esto, se presentan cambios importantes en el volumen celular durante la proliferación y el crecimiento. En condiciones 

patológicas los cambios en la osmolaridad del plasma son la principal complicación en varias emíermedades tanto somáticas 

como neurológicas, tales como ;hiperexcitabilidad, hipoglucemia, status epilepticus, isquemia, anoxia, traumatismo craneal 

y enceíalopatía hepática (revisado en Kimelberg y Ransom, 1986). Experimentalmente, el hinchamiento en el tejido 

nervioso puede ser inducido in situ perfundiendo el cerebro con soluciones que contengan altas concentraciones de K', con 

medios de osmolaridad reducida, con aminoácidos excitadores, con adenosina ó con inhibidores metabólicos(Bourke et al, 

1981;Sztriba, 1986) y tambien in vitro, exponiendo cortes de cerebro a las mismas condiciones o soluciones(Bourke et al, 

1983;Schousboe, 1973;Chan y Fishman, 1985). Los estudios efectuados sobre estas preparaciones se vieron limitados por la 

complejidad y la heterogeneidad que düicultó localizar los sitios celulares en los que ocurrían los cambios de volumen, por 

el contrario, los cultivos celulares mostraron ser una preparación sumamente ventajosa para examinar la respuesta de una 

población de células relativamente homogénea. 

Los astrocitos en particular debido a su función homeostática de regular el contenido de agua y la concentración de iones 

en el espacio extracelular (Hertz, 1978) son afectados preferentemente por situaciones que conducen al hinchamiento celular 

(Kimelberg y Ransom, 1986). El hinchamiento en neuronas tambien se ha observado particularmente en las dendritas (Van 

Harreveld y Khattab, 1967;Trubatch et al., 1977;Sztriha, 1986). Los cultivos de astrocitos responden a decrementos en la 

osmolaridad con un hinchamiento inmediato seguido por una lenta fase de recuperación del volumen que persiste aunque las 

condiciones hipoosmóticas continuen afectando el medio (Olson y Holzman, 1982;Kimelberg y Frangakis, 1985). El mecanismo 

por el cual ocurre este IA V no esta totalmente explorado; se sabe que los astrocitos tienen cotransportadores eléctricos y 

13 



sistemas intercambiadores, entre los que se cuentan; un intercambiador Cl"/HC03 sensible a SITS, un sistema intercambiador 

Na•/H' sensible a amilorida y un sistema de transporte K'Cr sensible a furosemida y bumetanida(Hertz, 1982) y como 

mencionamos previamente, estos sistemas de transporte iónico juegan un papel importante en la regulación de volumen en 

muchas células, Sin embargo, es improbable que esto suceda por lo menos en astrocitos ya que el DAV producido por 

condiciones hiposmóticas, no se inhibe por SITS, furosemida, bumetanida ó amilorida (Kimelberg y Frangakis, 1986). Por todo 

esto, parece factible que el flujo de potasio y cloro tenga lugar a través de canales durante la respuesta rápida de ajuste de 

volumen en los astrocitos, pero estos flujos conductivos no han sido estudiados en detalle. Los cultivos de astrocitos tambien 

presentan hinchamiento cuando son expuestos a altas concentraciones de potasio o ácido glutámico. El hinchamiento 

producido por alto potasio parece resultar de una acumulación de este ión provocada por canales difusionales que obedecen 

a fuerzas de Donnan ya que no es afectado por furosemida, bumetanida, SITS o bario excluyendose así el transporte de potasio 

a través de cotransportadores, intercambiadores o canales de potasio(Kimelberg y Frangakis, 1986;Kettenmann, 1987). Sin 

embargo es posible que el hinchamiento en los astrocitos durante elevaciones fisiológicas de potasio se deba a la activación 

de acarreadores de este ión (Walz, 1987). 

En cuanto al IA V se han sugerido mecanismos para el IA V observando la desviación del comportamiento osmótico ideal 

producido cuando se eleva la osmolaridad del plasma y así se ha visto que el cerebro responde a esta tensión hiperosmótica 

con una ganancia de solutos osmoticamente activos y muestra, efectivamente, una regulación de volumen. Los osmolitos 

envueltos en esta respuesta son Na•, K', Cr y probablemente algunos aminoácidos libres junto con otros compuestos orgánicos. 

Durante estados hiperosmóticos agudos en la rata, el contenido de K' y CJ" en el cerebro inrementa proporcionalmente a la 

osmolaridad del plasma. 
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Los astrocitos en cultivo, carecen, aparentemente de el proceso de IA V, ya que estas células no se recuperan de una 

reducción de volumen producido por condiciones hiperosmóticas. El IAV sólo se observa en los astrocitos cuando estos son 

colocados en un medio isotónico despues de exponerlos a un medio hiposmótico (Kimelberg y Frangakis, 1985);sin embargo, 

reportes recientes describen la activación de un cotransportador K• Na" cr producido por soluciones hiperosmóticas en células 

astrogliales (Tas et al., 1987;Chassande et al., 1988). 

Importancia potencial de osmolitos orgánicos VB inorgánicos en el tejido nervioso 

Por todo esto, parece importante poner de manifiesto si los osmolítos orgánicos (aminoácidos libres) y el K• tienen o no 

un papel importante en el DAV producido por hiposmolaridad en células de tejido nervioso y de ser así, determinar cuales de 

estos son los más importantes y en que porcentaje son movilizados en la regulación del volumen celular provocada por un 

choque hiposmótico, utilizando como modelo cultivos primarios de glía y neurona. Debido al papel determinante de los iones 

inorgánicos sobre el control del potencial de membrana celular cabe pensar que su concentración tanto intracelualar como 

extracelular de ser exquisitamente regulada y por esto los osmolítos usados preferentemente deben ser del tipo orgánico. 
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OBJETIVOS 

• Examinar la liberación en respuesta a cambios en el volumen celular de aminoácidos libres que pueden funcionar como 

osmolitos y del potasio, en astrocitos y neuronas en cultivo. 

- Registra1· el umbral de reducción en osmolaridad que evoca la salida de cada osmolito. 

· Registrar los cursos temporales en cada sistema y para cada osmolito • 

. A partir de los resultados de estas investigaciones, relacionar los datos obtenidos con la regulación de volumen observada 

en condiciones hiposmóticas y tratar de determinar la contribución de cada osmolito al proceso regulador en los tipos 

celulares estudiados. 
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MATERIALES Y METODOS 

Materiales 

Los AA con marca radiactiva utilizados en este estudio, presentaban las siguiente distribución y características: 

Aminoácido Posición de la marca Actividad específica 

[
3H]·Ala CH3 CH(NH.JCOOH 85 Ci/mmol 

[
3H]-Gly H2 NCHCOOH lmCl'ml 

[
3H]-Tau H2 NCH,CH2 S020H lmCi/ml 

["" SJ-Cys HSCH, CH(NH,)COOH 11.04mCi/ml 

[ªHJ-GABA H2 NCH2(CH 2)COOH lmCi/ml 

[
14 C]-Glu L-[U "J·Glu 0.25nCi/2ml 

[
3H]·D·Asp HOOCCH,CH,CNH,)COOH lmCi/ml 
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Para determinar la participación del K' en la regulación del volumen celular, se uso como marcador Mab', en la forma 

química de MabCl disuelto en HCl 0.5 N.Con una actividad de 10 mCi/0.261ml. Para determinar la participación del glutamato, 

se utilizó tanto un analogo estructural no metabolizable, a saber;el [3HJ-D-Aepartato como 10 µM de DL·eulfoximina de la 

metionina, para prevenir la degradación metabólica. 

En loe experimentos en los que se mide la participación de GABA se agregó al medio de perfusión 0.1 mM de ácido 

aminooxiacético 

para prevenir la degradación metabólica. 

Cultivos celulares 

Para la obtención del modelo experimental, se lograron cultivos primarios altamente enriquecidos (>90%) en; astrocitoe, 

células granulares y células corticales de cerebelo utiliz&ndo la técnica descrita por Morán y Patel (Morán y Patel, 1989). En 

esta técnica la suspensión de células disociadas aisladas a partir de cerebelos de rata de 8 días post·natales, se colocan a una 

densidad de 250xl03 células/cm• en frascos Falcon de 60mm de diámetro. El medio de cultivo contiene medio basal de Eagle 

complementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor, glutamina 10 mM y 50 U/mi de estreptomicina. Las cajas 

de cultivo se incuban a 37ºC en presencia de C02 al 5 % saturado con vapor de agua. Para la obtención de ambos cultivos 

neuronales, las cajas de cultivo se tratan previamente con poli·L-Lieina(5 µg/ml) y se agrega citoeina arabinosa al medio de 

cultivo para prevenir la proliferación de células no neuronales. La composición celular de los cultivos se prueba utilizando 
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anticuerpos específicos para cada tipo celular incluyendo fibroblastos y oligodendrocitos. 

Liberación de osmolitos 

Para estudiar el curso temporal de la salida estimulada por hiposmolaridad tanto de los AA como del ""Rb•, los cultivos 

fueron perfundidos de acuerdo a la técnica descrita por Pasantes-Morales y Schousboe (Pasantes-Morales y Schousboe, 1988) 

que se detalla a continuación. 

Despues de dos semanas in vitro para el caso de los astrocitos ó despues de 5 a 6 días para el caso de las neuronas, las 

células (cajas de 35mm) fueron incubadas ya sea con ""Rb'(2 µCi/ml durante 60 minutos), [3H]-taurina (2 µ Ci/ml durante 30 

minutos), [3H]-alanina (2 µ Ci/ml durante 30 minutos), [3H]-gly (2.5 µ Ci/ml durante 60 minutos) y con D-[14C] aspartato y [14C]­

glutamato (0.25 µ Ci/ml durante 15 minutos). Seguido a esta incubación, el medio de cultivo se sustituye con medio Krebs­

HEPES isosmótico el cuál contiene;135 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 1 mM de CaC12
, 1.17 mM de MgCl', 10 mM de HEPES y 5 mM 

de glucosa a un pH de 7.4, al que nos referiremos en adelante como medio Krebs normal. Despues de lavar dos veces los 

cultivos celulares con un mililitro de medio Krebs normal, las células fueron perfundidas a una velocidad de 1 ml/min durante 

10-15 minutos utilizando un sistema en el que dos bombas peristálticas actúan sincronicamente, una para entregar un mililitro 

de medio de perfusión por minuto y la otra para retirar éste mismo volumen en la misma unidad de tiempo. Para lograr una 

perfusión homogenea en cada población de células, se dispone sobre estas un delgado ftltro de seda que permite la adecuada 

distribución del líquido de perfusión, esto se continúa hasta obtener un flujo basal de radiactividad. Al tiempo indicado en 

cada experimento, el medio Krebs normal fué remplazado en el flujo de la perfusión por otro con una osmolaridad reducida 
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(50 y 70 % generalmente) el cual fué preparado reduciendo Ja concentración de NaCl en el medio. El experimento fué seguido 

colectando muestras cada minuto durante 20 minutos una vez alcanzada Ja liberación basal y trancurrido este tiempo, la 

cantidad de radiactividad contenida tanto en el medio como en las células mismas fué recuperado y medido por espectrometría 

de centelleo. Los resultados de estos experimentos estan expresados en porcentaje de liberación de la radiactividad total. 

El contenido de glutamina y .B-alanina en las células, el contenido de Ja poza de aminoácidos libres y la cantidad liberada 

por estas al ser expuestas a medios de osmolaridad reducida (50, 70 y 80 %) se determinó utilizando Ja técnica de HPLC (Hihg 

Performance Liquid Chromatography) de acuerdo a lo descrito por Geddes y Wood (Geddes y Wood, 1984). En éste metodo la 

separación se basa en el intercambio iónico, Ja adsorción, el tamaño de exclusión o el coeficiente de partición de Jos 

compuestos a resolver, mejorandose sensiblemente la separación usando columnas de alta resolución que permiten reducir 

también los tiempos de retención. Estas columnas se empacan con finísimas esferas de plástico o de vidrio que presentan 

adsorbida en su superficie una delgada capa de la fase estacionaria. La fase movil es un solvente particular para cada sistema, 

este es impulsado por Ja columna de separación a una presión de más de 10 000 psi, lo que permite reducir aún más Jos tiempos 

de análisis • Finalmente en el líquido eluido por Ja columna, deben ser detectados los compuestos que se pretenden separar, 

para esto se utilizan generalmente parámetros físicos como el índice de refracción, la absorción en el ultravioleta y medidas 

de emisión de fluorescencia ya sea de Jos compuestos per se o de derivados químicos preparados para éste fin. En nuestro caso 

particular, la resolución de aminoácidos se lleva a cabo de acuerdo a lo descrito por Geddes y Wood (Geddes y Wood, 1984) 

que a su vez es una modificación al método de Lende y Svenneby (Lende y Svenneby, 1980) en el que se utiliza una columna 

ultraesfera de 250 x 4.6 mm, la fase movil es CH,OH/CH0COOK 0.1 M pH 5.5 (25 % / 75 %) que se invierte a (75 % / 25 %) con Jo 

que eluyen Jos aminoácidos ácidos seguidos de los polares neutros y finalmente los básicos y no polares (Figura 2). La columna 
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se mantiene a temperatura ambiente y la derivación de los aminoácidos se efectúa con aldehído o-ftálico (1 mg/ml) en 

amortiguador de boratos 0.4 M pH 10.4, diluyendo 1:2 en presencia de 25 µl de fi.mercaptoetanol/ml de reacción (Figura 1). 

Despues de 3 minutos se inyectan las muestras a la columna y los productos analizados en un detector de fluorescencia a una 

longitud de exitación de 340 nm y a una longitud de emisón aproximada de 418 nm. 

o 
11 

cr-~ 
C-H 
11 
o 

+ NH2.-cH-C:oo1--1 SH-(cH,._),,-oH 
• . 1 

R 

Figura l. Reación de un aminoácido (amina primaria) con aldehído o-ftálico (OPA) para producir un derivado fluorescente 

en presencia de fi.mercaptoetanol, la conversión química a un derivado no fluorescente se indica con la flecha descendente. 
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Figura 2. Separación por HPLC de 21 estandares de aminoácidos derivatizados con OPA (las condiciones experimentales se 
1 

describen en el texto). (1) Asp, (2) Asn, (3) Glu, (4) Ser, (5) His, (6) Gin, (7) Gly + Arg + Thr, (8) Tau, (9) fi.Ala, (10) Ala+ Tyr, (11) 

GABA, (12) Trp, (13) Met, (14) Val, (15) Phe, (16) De, (17) Leu, (18) Lys. 

Expresión de los resultados 

Los resultados de los experimentos de liberación se expresan como porcentaje del total de radiactividad liberada en los 
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20 minutos siguientes a la obtención del flujo basal mas la radiactividad remanente en las células utilizadas para cada 

experimento. Esto, para cada una de las muestras colectadas, puede representarse con la siguiente fórmula: 

% de liberación = R,,, * 100 / R, 

Donde: Rm = Radiactividad de la muestra 

R, = Radiactividad total 

Estadística 

Para el análisis estadístico de los resultados , se utilizó como medída de desviación el error estandar, el cual es aplicable 

a muestras pequeñas como las obtenidas en éste trabajo (promedios de aproximadamente 6 experimentos), que involucra tanto 

a la desviación estandar como al número de observaciones (grados de libertad) y que se calcula de la siguiente manera: 

s = cr / ( N-1 )m 

Donde: s = Error estandar 

cr = Desviación estandar 

N = Grados de libertad 
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RESULTADOS 

Liberación de aminoácidos libres 

El efecto de un estímulo hiposmótico en la liberación de los principales constituyentes de la poza de aminoácidos libres 

se examinó en cultivos tanto de astrocitos como de nenronas (células corticales y granulares) obtenidas de cerebelo de rata. 

En la mayor parte de los experimentos, el curso temporal de esta liberación fue seguido utilizando aminoácidos marcados 

radiactivamente ""Rb (como marcador de potasio) para comparar la contribución de estos osmolitos, a los dos componentes 

del proceso de regulación del volumen celular (un rápido hinchamiento seguido de una fase lenta de recuperación) descrito 

previamente (Pasantes-Morales y Schousboe, 1986) y para determinar el umbral de sensibilidad osmótica de estos AA en cada 

uno de los modelos estudiados. 

Astrocitos 

Los aminoácidos libres mas abundantes en los cultivos de astrocitos fueron;glutamato, glutamina, taurina, glicina, alanina 

y Jl-alanina como se observa en el cromatograma de la Figura 3, en concordancia con reportes previos(Patel y Hunt, 
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1985¡Holopainen et al, 1986;Lehman y Hansson, 1987). Para nuestros propositos cabe resaltar que estos seis aminoácidos 

representan mas del 88 % de la poza intracelular de aminoácidos libres calculada a partir de los datos extraídos de la Figura 

3. 

Figura 3. Cromatograma {HPLC) producido por el extracto etanólico de un cultivo de astrocitos bajo condiciones de 

isosmolaridad, en d9nde se indican los picos correspondientes a los principales constituyentes de la poza de aminoácidos 

libres. 

El curso temporal de liberación de estos aminoácidos producida por hiposmolaridad, fue estudiado utilizando aminoácidos 

marcados rad.iactivamente excepto para Ia_glutamina que sufre degradación metabólica importante y para la Jl-alanina de la 

que no se dispone de una forma radiactiva. Para estos aminoácidos se usó la técnica de HPLC descrita previamente. El D· 

aspartato que es un análogo no metabolizable del glutamato, seusó como marcador de este aminoácido y en algunos 
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experimentos hechos directamente con ['H]- gl utamato se agregó al medio de perfusión un inhibidor de la glutamino sintetasa 

la sulfoximina de la metionina, a una concentración final de 10 µM para impedir la degradación metabólica del glutamato. 

De acuerdo a las caracteristicas particulares de liberación en condiciones isosmóticas y a su respuesta a soluciones 

hiposmóticas, los AA estudiados pueden dividirse en dos grupos con marcadas diferencias. Por un lado se agrupan la taurina, 

el D-aspartato, el glutamato y la Jl-alanina cuya liberación bajo condiciones de isosmolaridad (perfusión con medio isosmótico, 

300 mOsm) fue del 5-8 % durante diez minutos (liberación basal), lo que indica que estos AA son retenidos fuertemente en el 

medio intracelular. La respuesta de este grupo de AA a soluciones hiposmóticas del 50 % (150 mOsm) tiene un curso temporal 

muy rápido, alcanzandose un máximo de liberación en 1-2 minutos despues de la exposición a las condiciones hiposmóticas 

extremas. El proceso de liberación disminuye con el tiempo sin importar la persistencia de condiciones hiposmóticas en el 

medio, hasta alcanzar niveles de liberación muy cercanos al flujo basal. El patrón de liberación de taurina, D-aspartato y 

glutamato fué muy similar (gráfica 1 a). La cantidad liberada de estos aminoácidos en un medio hiposmótico durante diez 

minutos expresada como porcentaje de la poza intracelular, fue aproximadamente del 65 % para la taurina y el D-aspartato, 

50 % para el glutamato y 54 % para Jl·alanina como se muestra en la Tabla 2. Cabe señalar que no se encontraron diferencias 

significativas en el patrón de liberación del glutamato en presencia ó ausencia del inhibidor de la actividad de la glutamino 

sintetasa. 

Otro grupo de AA, constituido por la glicina, la alanina y la glutamina muestran respuestas que difieren tanto en el curso 

temporal como en la cantidad del AA liberado en respuesta al estímulo. En condiciones de isosmolaridad durante diez minutos 

la liberación basal fué claramente mayor para estos aminoácidos que para los descritos previamente, observandose una 

liberación de 13 %, 41 % y 22 % respectivamente lo que indica que este grupo de aminoácidos se retiene menos en el espacio 
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intracelular. La liberación observada en condiciones drásticas de hiposmolaridad (150 mOsm) aunque claramente manifiesta, 

fué de sólo un 30 % aproximadamente para alanina y glicina durante los mismos diez minutos y de un 62 % (aproximadamente 

un 20 % de incremento) para la glutamina como se muestra tanto en las Gráficas lb y 4 como en la tabla l. 

A B 
... ~-------------, 15~------------~ 
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Gráfica l. Curso temporal de liberación de AA marcados radiactivamente estimulada por una hiposmolaridad del 50 % (150 

mOsm) en astrocitos de cerebelo. Las células fueron manejadas como se describe en Métodos. El flujo de liberación esta 

expresado como la radiactividad liberada cada minuto en relación a la radiactividad total. 

las diferencias descritas entre los dos grupos de AA se ven aún más clat·amentc cuando la osmolaridad del medio se reduce 

en un 30 % (210 mOsm). En estas condiciones observamos el mismo comportamiento de los grupos de AA identificados en los 
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experimentos anteriores, ya que sólo la liberación de taurina, D-aspartato y glutamato presenta un aumento significativo con 

relación al flujo basal (aunque puede resaltarse un ligero retraso en la respuesta del D-aspartato, alrrededor de 2 minutos, 

y una conducta irregular para el glutamato). Por otra parte la alanina y la glicina, no se movilizan bajo estas condiciones de 

osmolaridad (210 mOsm en el medio) como puede observarse en la Gráfica 2b, en donde ya no es posible detectar picos de 

liberación del AA producidos por este estímulo; la liberación producida durante diez minutos en condiciones hiposmóticas 

de la liberación basal (Tabla 2). 

··~---------------, in~------------~ 
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Gráfica 2. Curso temporal de liberación de AA marcados radiactivamente estimulada por una hiposmolaridad del 70 % (2i0 

mOsm). Las condiciones experimentales son las que se describen en la Gráfica l. 
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La respuesta de los dos grupos de aminoácidos descritos a una reducción aún menor en la osmolaridad del medio, 

equivalente a un 15 % de la osmolaridad total (255 mOsm), fué significativa sólo en el caso de la [3H]-taurina y el [3HJ·D· 

aspartato. La liberación con respecto al flujo basal durante diez minutos es aproximadamente el doble para el D·aspartato y 

casi el triple para la taurina mientras que el glutamato no presenta un aumento significativo como puede verse en la Tabla 

l. 

-T•111 -e- O·A:rip 

Gráfica 3. Curso temporal de liberación para taurina y D-aspartato producida por una hiposmolaridad del 85 % (255 mOsm). 

Las condiciones experimentales son las que se describen el la Gráfica l. 
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Tabla l. Efecto de la hiposmolaridad sobre la liberación de aminoácidos libres en astrocitos de cerebelo. 

Los astrocitos fueron incubados como se describe en Métodos. Una vez transcurridos el tiempo de incubación, las células 

fueron lavadas y perfundidas con medio hiposmótico (6 min) e inmediatamente con medios de osmolaridad decreciente. Se 

colectaron muestras cada minuto (durante 15 minnutos) y la radiactividad medida por espectrometía de centelleo. La 

liberación esta expresada como porciento del total de radiactividad presente al empezar los experimentos de liberación. Los 

resultados son el promedio de 6·12 experimentos. 

OSMOLARIDAD (mOsm) 

AMINOACIDOS 300 255 210 150 
:. 

D-ASPARTATO 5.8 12.9 28.8 63.6· 

GLUTAMATO 9.9 11.0 15.5 50.2 

TAURINA 6.3 18.S 31.3 65.8· 

GLICINA 18.8 - 19.6 29.0 

ALANINA 25.1 - 26.2 32.8 
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Para fines comparativos, en las Gráficas 4 y 5 se muestran los patrones de liberación en función de la osmolaridad para 

los dos aminoácidos que presentan mayor sensibilidad a cambios en la osmolaridad (taurina y D-aspartato). De estas gráficas 

se deduce que ambos osmolítos son movilizados por los astrocitos a umbrales reducidos y en cantidades significativas para 

el proceso de regulación del volumen. En cuanto a diferencias ent::e estas dos gráficas, se aprecia una movilización de taurina 

mayor en cantidad que la observada para D-aspartato y una diferencia temporal en el aumento del flujo de liberación 

producido por disminuciones en la osmolaridad del 15 (225 mOsm) y el 30 % (210 mOsm) en el que la taurina es movilizada 2-3 

minutos antes que el D-aspartato. 

l(Tnlll) 
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Gráfica 4. Curva contra osmolaridad para taurina. El manejo experimental es el que se describe para las Gráficas anteriores. 
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Gráfica 5. Curva contra osmolaridad para el D·aspartato. El manejo experimental es el mismo que para las Gráficas anteriores. 

El efecto de la hiposmolaridad sobre la liberación del ión inorgánico K•, en astrocitos en cultivo, fue medido usando 86Rb 

como marcador de este ión. Los astrocitos retienen una cantidad significativa de la marca radiactiva por lo que es posible 

obtener un valor de flujo basal estable a los 6 minutos de perfusión. Cuando se disminuye la osmolaridad del medio en un 50 

% (150 müsm) se nota un claro incremento en el flujo de liberación de '"Rb que es unas 3 veces superior al que se libera en 

condiciones isosmóticas. En soluciones con una disminución del 30 % (210 mOsm) y menor no se observa incremento 

significativo en la liberación de 86Rb. 
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Gráfica 6. Curso temporal de liberación de 86Rb estimulada por hiposmolaridad. La manipulación experimental es la que se 

describe en Métodos. Los resultados son promecUos de 4-12 experimentos. 

Células corticales 

En este tipo celular al igual que en los astrocitos, los aminoácidos más abundantes fueron; el glutamato, la glutamina, la 

taurina, la glicina y la alanina. Cabe resaltar que en estas preparaciones, el GABA se manifiesta como un constituyente 

importante de la poza de aminoácidos como podría esperarse en atención a su papel como neurotransmisor en estas células 

(figura 4), mientras que la concentración de JJ-alanina es muy baja en comparación con lo observado en astrocitos. Para 
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nuestros propositos cabe mencionar que la contribución de estos seis aminoácidos más lo aportado por la glutamina 

representa alrededor del 84 % de la poza total de aminoácidos libres, calculada a partir de los datos obtenidos de la figura 4 • 

. 
-; 

-! 

. Figura 4. Cromatograma (HPLC} producido por el extracto etanólico de un cultivo de células corticales bajo condiciones de 

isosmolaridad, donde se muestran los picos correspondientes a los principales componentes de la poza de aminoácidos libres. 

El curso de liberación de estos aminoácidos, fue seguido utilizando los métodos de perfusión y cromatografía descritos para 

astrocitos. Para los experimentos de liberación de [3]-GABA se agregó al medio de perfusión un inhibidor de la GABA-
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transaminasa, el ácido aminooxiacético, a una concentración de 0.1 mM para prevenir la degradación metabólica del 

aminoácido. 

Al igual que en los astrocitos, pudieron observarse semejanzas y diferencias entre los AA que permiten clasificarlos en dos 

grupos;uno formado por taurina, D-aspartato, glutamato y GABA y el otro por glicina, alanina y glutamina. El flujo basal de 

los aminoácidos que componen al primer grupo durante un periodo de diez minutos y bajo condiciones de isosmolaridad, 

representa entre el 7 y el 9 % del total liberado. En el segundo grupo la alanina mostró un flujo basal que representa el 19 % 

del total liberado pero en estas condiciones la liberación de la glicina fué más bien semejante a la de los miembros del primer 

grupo de aminoácidos ( Gráfica 7 y Tabla 2). Al exponer a estas células a la acción de un medio hiposmótico (150 mOsm), la 

taurina, el glutamato, el D-aspartato y el GABA fueron rapidamente liberados alcanzando un máximo de liberación en 1 a 2 

minutos despues del estímulo y el curso temporal de liberación fué muy similar para todos estos aminoácidos (Gráfica 7a). 

En lo que se refiere a la cantidad liberada al reducir la osmolaridad se observan tambien diferencias entre los dos grupos. 

Alrededor del 56-65 % de la poza de taurina, GABA, glutamato y D-aspartato es liberada al medio al decrecer la osmolaridad 

en un 50 % (150 mOsm) mientras que sólo se liberó en respuesta al estímulo hiposmótico un 22 % y un 13 % de la poza de glicina 

y la alanina respectivamente. 
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Gráfica 7. Curso temporal de liberación de AA marcados radiactivamente en células corticales de cerebelo producido por una 

hiposmolaridad del 50% (150 mOsm). El manejo experimental es el que se describe para las gráficas anteriores. 

Cuando la osmolaridad del medio se reduce al 70 % (210 mOsm), se observa un aumento de liberación significativo sólo para 

taurina, D·aspartato y GABA. Este corresponde a un 29 % para la taurina, 13 % para el D-aspartato y un 18 % para el GABA. 

Estos resultados se muestran el la Gráfica 8 donde se observa un curso temporal muy similar para los tres aminoácidos 

movilizados a esta osmolaridad. La principal diferencia es la cantidad del osmolito liberado, mientras que el D-aspartato y 

el GABA aumentan al doble su flujo basal de liberación la taurina aumenta este flujo tres veces con relación a la basal. Por 

otra parte, no se aprecia ningun incremento significativo en la liberación de glicina, alanina y glutamina como se observa tanto 

en la Tabla 2 como en la Gráfica 9. 
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Tabla 2. Efecto de la hiposmolaridad sobre la liberación de aminoácidos libres en células corticales de cerebelo. 

OSMOLARIDAD (mOsm) 

AMINOACIDOS 300 210 150 

D-ASPARTATO 7.6 13.2 56.3 

GABA 9.3 18.2 50.7 

TAURINA 8.1 29.0 '65.3 . . . 
GLICINA 8.6 9.7 •20.1 

ALANINA 18.8 21.4 31.0 

Las condiciones experimentales son las que se describen en la Tabla l. Los resultados son el promedio de 6-12 experimentos. 
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Gráfica 8. Curso temporal de la liberación de AA marcados radiactivamente en células corticales de cerebelo producido por 

una hiposmolaridad del 70 % (210 mOsm). El manejo experimental es que se describe para las gráficas anteriores. 
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Gráfica 9. Curva contra osmolaridad para la liberación de glutamina endógena en (a) Células corticales y (b) astrocitos de 

cerebelo. El medio de cultivo fué removido, las células lavadas 2 veces con MKN y expuestas durante 10 minutos al medio con 

la osmolaridad correspondiente. Al finalizar la incubación, los aminoácidos fuerón extraídos con etanol y determinados por 

HPLC como se indica en Métodos. 
I 

En estas células, el 86Rb usado como marcador de potasio no es retenido.en el interior, por lo que el flujo de liberación no 

produce una basal estable y no se observa ningun flujo de liberación aún reduciendo la osmolaridad a un 30 % del valor 

.normal (Gráfica 10). 
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Gráfica 10. Patrón de liberación de 86Rb producido por condiciones hiposmóticas (70, 50 y 30 % de hiposmolaridad). Las 

condiciones experimentales son las que se describen para las gráficas anteriores. 

Células granulares 

En este tipo celular, los principales componentes de la poza de aminoácidos son el glutamato, la taurina, la glutamina y 

el GABA (Figura 5). La Jl-alanina no se encuentra en cantidades apreciables en estas células. El patrón de liberación observado 

en estas células tanto para taurina como para D-aspartato, es muy similar al observado en células corticales. Así, la liberación 

basal para estos AA durante diez minutos, es de aproximadamente 2 % para la taurina y de 6.8 % para el D-aspartato como 
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se muestra en la Tabla 3. Una exposición a un medio de osmolaridad reducida en un 50 % produce la liberación de un 62 % 

de la poza de taurina y de un 34.9 % de la poza de D·aspartato (Tabla 3 y Gráfica 11). La disminución de un 30 % en la 

osmolaridad del medio eleva la liberación de taurina unas 6 veces por encima de la basal mientras que la liberación de D­

aspartato es solo ligeramente mayor que la observada en condiciones isosmóticas (Figura 3 y Gráfica 12). 

Tabla 3.Efecto de la hiposmolaridad sobre la liberación de taurina y D-aspartato en cultivos de células granulares de cerebelo. 

Las condiciones experimentales son las que se describen pa!'a las tablas anteriores y los resultados son promedios de 6-10 

experimentos. 

OSMOLARIDAD (müsm) 

AMINOACIDO 300 270 150 

TAURINA 1.98 12.95 62.31 

D-ASPARTATO 6.48 9.61 34.9 
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Gráfica 11. Curso temporal de liberación de taurina y D-aspartato producida por una hiposmolaridad del 50 % (150 mOsm) en 

células granulares del cerebelo. Las condiciones experimentales son las descritas en las gráficas anteriores. 
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Gráfica 12. Curso temporal de liberación de taurina y D-aspartato, producido por una disminución en la osmolaridad del medio 

del 30 % (270 mOsm) en células granulares de cerebelo. 

A diferencia de lo descrito para las neuronas corticales, las neuronas granulares del cerebelo no presentan un partrón 

definido de movilización de ""Rb ante la hiposmolaridad ya que en algunos experimentos (2 o 3) se observa una ligera indución 

de liberación del isótopo al ser estimulado con un medio conteniendo 150 mOsm. La Gráfica 13 muestra un experimento 

representativo de lo descrito en este párrafo. Sin embargo la disminución de un 30 % en la osmolaridad del medio, no muestra 

diferencias significativas con respecto a la basal en ninguno de los experimentos realizados. 
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Gráfica 13. Experimento representativo de la liberación de "'Rb producido en algunos experimentos por una hiposmolaridad 

del 50 % (150 mOsm). 

44 



DISCUSION 

Mientras que el papel de los osmolitos inorgánicos en la regulación de volumen esta ampliamente documentado tanto en 

vertebrados como en invertebrados, el de los osmolitos orgánicos se ha investigado en invertebrados (Pierce, 1982) pero solo 

muy recientemente se ha reconocido su contribución al proceso de regulación de volumen en vertebrados (Law y Burg, 

1991;Pasantes Morales y Martín del Rio, 1990). 

Algunos estudios realizados principalmente en células renales han examinado en forma comparativa la contribución de 

los osmolitos orgánicos e inorgánicos al proceso de regulación del volumen celular, encontrandose que esta se efectúa por 

medio de la activación de flujos transmembranales de solutos osmoticamente activos en la dirección adecuada para 

contrarrestar una alteración de la cantidad de agua en el medio extracelular (Hoffman y Simonsen, 1989;Sarkadi y Parker, 

1991). Al ser sometidas a condiciones hiposmóticas, las células muestran un rápido incremento en su volumen seguido de una 

lenta fase de recuperación de este, la cual se manifiesta a pesar de la persistencia de condiciones de hiposmolaridad 

(Macnight, 1988;Hoffmnn y Somensen, 1989). Aunque en astrocitos se han reportado procesos de regulación de volumen 

(Schousboe et al, 1990;0lson et al, 1986 ;Kimelberg y Frangakis, 1986), no existen en la literatura evidencias que presuman esta 

habilidad en neuronas, mientras que si se ha observado hinchamiento de dendritas en algunas partologías (Van Harreveld y 

Khattab, 1967;SOderfelt et al, 198l;Van Harrefeld y Fifkova, 1971). 
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Desde que los principales osmolitos orgánicos involucrados en la regulación de volumen en células renales, tales como el 

inositol y la betaína (García-Pérez y Burg, 1991) se encuentran a muy bajas concentraciones en tejido nervioso es improbable 

que estos contnüuyan de manera importante al proceso regulador de volumen en este tejido. Cuando un cultivo de astrocitoB 

se expone a medioo de osmolaridad reducida, estos muestran un rápido awnento en el volumen celular seguida de una fase 

reguladora que reduce el volumen a valores muy cercanos al basal. Esta fase reguladora presenta dos componentes, en el 

primero se pierde más de la mitad del volumen aumentado por efectos osmóticos en un lapso de 5 minutos (fase rápida) y en 

el segundo se lleva a la célula a un volumen muy cercano al normal, nunca al valor normal, en un lapso de 10 minutos (fase 

lenta) de acuerdo a lo reportado muy recientemente por Pasantes Morales et al, 1993. 

Para rmes comparativos, en este estudio hemos examinado la movilización de los principales constituyentes de la poza de 

aminoácidos y del potasio tanto en astrocitos como en células corticales y granulares de cerebelo. Analizando los cursos 

temporales y la proporción de la poza intracelular que se moviliza de estos dos grupos de osmolitos. En astrocitos se observa 

que aunque el flujo de AA es activado a tiempos más cortos que el de potasio, ambos contribuyen de manera significativa al 

componente rápido de recuperación de volumen mientras que la inactivación de los flujos producida en el componente lento 

es más rápida para los AA que para el Rb+. De una manera general puede decirse que el curso de hüeración de la mayoria de 

los AA concuerda más de cerca con el curso temporal del proceso de regulación de volumen, estas consideraciones se refieren 

a los experimentos en los que la reducción de la osmolaridad alcanza un 50 % (210 mOsm), en los que por la potenciación del 

efecto se las características del proceso pueden disecarse con mayor claridad. 

De acuerdo a esto la respuesta general de los células del cerebelo estudiadas, en cuanto a flujos de AA y de potasio, difiere 

marcadamente de lo observado en células renales donde el potasio es movilizado antes de que se active a1gun flujo de AA (Roy 
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y Sauvé, 1987). Por otra parte en linfocitos humanos, los flujos de taurina y potasio producidos por hiposmolaridad tienen un 

curso temporal muy parecido en donde el pico de liberación se alcanza casi inmediatemente despues del estímulo. Estos 

resultados sugieren que, los AA son importantes en la fase rápida de regulación de volumen en los astrcitos. Una clara 

diferencia entre los flujos de AA y de potasio en estas condiciones es que los flujos de potasio sólo son activados cuando se 

realizan reducciones relativamente severas de osmolaridad, entendiendose por esto una disminución del 50% o más de donde 

se desprende su menor sensibilidad en este tejido a diferencia de lo que ocurre en otras células que poseen la capacidad de 

regular su volumen. 

Como se esperaba, en las neuronas corticales estas diferencias se acentuan ya que no pudo detectarse flujo alguno de 

potasio aún en condiciones drásticaB de osmolaridad. El que en las células granulares del cerebelo, el potasio sea liberado en 

algunos experimentos podría asociarse a estadios del desarrollo de las células ya que los experimentos no fueron realizados 

a la misma cantidad de días in vitro. En neuronas como en asrtrocitos, son tambien la taurina y el D-aspartato los AA que se 

libera preferente y significativamente en condiciones hiposmóticas severas (150 y 210 müem en el medio) y siguiendo el mismo 

patrón de liberación observado en los dos tipos de células revisados anteriormente. 

Mientras el curso temporal de h1>eración, producida por hiposmolaridad, fué muy similar para todos los aminoácidos en 

los diferentes tipos celulares estudiados, se observan marcadas diferencias tanto en la cantidad del osmolito movilizado como 

en la sensibilidad de cada aminoácido a disminuciones graduales de hiposmolaridad. La taurina y el D-aspartato son los dos 

aminoácidos movilizados en mayor cantidad. Eu el caso de la taurina, existen una gran cantidad de reportes que apoyan la 

idea de un papel osmoregulador para este aminoácido, mientras que la liberación del análogo no metabolizable del glutamato 

por encima de la liberación del glutamato mismo podría explicarse suponiendo al D-aspartato como marcador de una poza 
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de este aminoácido especialmente sensible a hiposmolaridad lo que lo haría más accesible a flojos producidos por estas 

condiciones. 

La taurina y el D-aspartato fueron tambien los dos aminoácidos más sensibles a pequeños cambios en osmolaridad y 

tomando en cuenta que el flujo basal de la taurina es de cuatro a cinco veces menor que el del D-aspartato,podriamos pensar 

en la taurina como el principal osmoefector en estas células. El mínimo recambio de la taurina aunado a su rápida y 

significativa movilización en condiciones hiposmóticas,puede relacionarse con el hecho de que la turina en el cerebro es 

metabolicamente inerte y que la mayor parte de esta se encuentra en pozas sensibles a osmolaridad por lo que es tan 

importante en los procesos de liberación asociados a regulación de volumen. Estas particularidades aunadas al hecho de que 

la taurina no esta asociada a la membra ni a organelos intracelulares,lo convierten en el osmolito ideal y apoyan la posibilidad 

de que este sea su función principal en las células de tejido excitable, pero su contribución en condiciones severas de 

hiposmolaridad es reforzada por algunos aminoácidos (D-aspartato-Glutamato) en una manera graduaL La conclusión de estas 

observaciones es que en las células del cerebelo, contrario a lo que sucede en células de tejido no excitable, los osmolitos 

orgánicos tinen un papel más importante que los inorgánicos en loa procesos de regulación de volumen. El que la movilización 

de potasio se realice solamente en condiciones muy drásticas de hiposmolaridsd, se explica facilmente teniendo en cuenta el 

papel determinante de este ión sobre el potencial de membrana, por lo que su concentración tanto intracelular como 

extracelular debe ser exquisitamente regulada. 

Tomando en cuenta estos resultados y utilizando datos obtenidos en el laboratorio acerca de la concentración intracelular 

tanto de los principales constituyentes de b! poza intracelular de AA como del potasio en astrocitos de cerebelo, es posible 

calcular la contribución (en mOsm) de estos osmolitos al proceso de regulación de volnmen en las condiciones estudiadas. 
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Datos recientes indican que el aumento de volumen producido por una reducción en la osmolaridad del 50 % (150 mOem 

) es restaurado a cerca de un 80 % del volumen normal (Pasantes- Morales et al, 1993). Una respuesta reguladora de esta 

naturaleza requiere la h"beración de unas 120 mOem de osmolitos intracelulares. Utilizando los porcentajes de liberación 

obtenidos en los experimentos realizados en este trabajo y las concentraciones intramolecnlares que se observan en la Tabla 

4, podemos calcular la contn"bución a la recuperación de la osmolaridad de los AA estudiados sumando las contribuciones 

individuales de estos. Esta manipulación manifiesta una contribución de 58.3 mOem por parte de los AA al proceso de 

regulación de volumen. Por otra parte, se sabe que la concentración intracelular de K' en los astrocitos de cerebelo es de 110 

mOsm y de acuerdo a los experimentos realizados cerca de la tercera parte de esta (un 29.7 % aproximadamen!e) se libera en 

un medio con el 50 % de osmolaridad. TolllRildo en cuenta que la movilización de K' ocurre siempre unida a un anión (muy 

posiblemente Cl") para mantener el potencial de membrana la contribución de estos dos osmolitos inorgánicos a este proceso 

es de 66 mOem. Estos resultados muestran que para estas condiciones en particular, los osmolitos considerados se movilizan 

en cantidades suficientes para compenzar los cambios producidos en la osmolaridad del medio en donde un 46 % del proceso 

en realizado a través de osmolitos orgánicos yun 54 % por la movilización de osmolitos inorgánicos. Manipulaciones similares 

para el caso de las neuronas estudiadas, no son posibles por el momento debido a la dificultad de medir la concentración 

intracelular de K' en tejido exitable. 
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Tabla 4. Contribución de los AA al proceso de regulación de volumen provocado por una hiposmolaridad del 50 'lo en as trocitos. 

AMINOACIDO [AA](mM) %LIBERADO mOsm 

D·Aspartato 1.9 57.8 1.1 

Glutamato 10.0 40.3 4.0 

Taurina 52.0 59.5 30.9 

Glicina 5.8 n.o 6.4 

Alanina 2.1 7.7 1.6 

B·Alanina 16.0 54.0 8.6 

Glutamina 38.1 15.0 5.7 

Los pequeños cambios de volumen producidos en condiciones fisiológicas producidos por Ja incorporación de nutrientes, 

la redistribución de sustancias osmóticamente activas o el recambio de estas, podrían ser compensados de una manera similar 

a la descrita para reducciones severas de osmolaridad movilizando AA e iones inorgánicos pero en cantidades suficientemente 

pequeñas como para no ser detectadas con las técnicas utilizadas en este trabajo. 
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