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INTRODUCCI! O M
La Membra{na Ce‘l'ular,x.', »

Todas las células de los orgamsmos estan dehmnadas en su superf‘c:e por una
membrana plasmé ica, |entras que el citosol est4 surcado por membranas del reticulo
endoplasmico, de: tal manera que el volumen celular total esté d|v1d|do en el citosol y
la fase mters’ucual o lumlnal (Scheeler, 1990). La membrana celular pammpa
activamente en: el lntercamblo de mater:al entre el cntosol y su medlo amblente

La lmagen actual de la membrana como estructura lntegral se aproxima a un
mosaico fluido.de lfpldos y proteinas (Mathews et. al, 1990) De acuerdo a.un gran
ntimero de estudios bioquimicos y analisis de mlcroscopia electrénica, éste es el
modelo més consistente y el que mejor explica la estructura y funcién de la membrana
y fue propuesto por S, J. Singer y G. Nicholson en.1981, segin el cual en la bicapa
lipidica las proteinas y los lipidos de la membrana estan distribuidos asimétricamente
en las caras interna y externa de la- membrana. En muchos tipos celulares, las
proteinas de la cara interna estan ancladas por una red del citoesqueleto constituida
por microttbulos y filamentos. Muchas veces, estas proteinas de membrana pueden
ser parte de transportadores o constituir complejos macromoleculares formando
canales. Por otra parte, en.la cara externa de la membrana hay cadenas de
carbohidratos asomadas a proteinas y lipidos que juegan un pape! importante en una
gran diversidad. de’ funcmnes ‘entre las cuales destacan el mantenimiento de la
orgamzacnén membranal'LeI transporte transmembranal y las propiedades antigénicas.

Transporte‘ a tré\kes_de Mgmb’rérha Celular.

Las células son: snstemas termodlnamlcamente abiertos, es decir, sistemas que
lntercamblan energia y matena con el medlo cnrcundante Las moléculas pueden ser
transportadas a ravés de a membrana celular por vanos mecanlsmos entre los cuales
destacan el transporte pasivo, la difusién facmtada el transporte activo, y el transporte
en masa (endocitosis). E! comportamiento de una membrana celular en este aspecto

»
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particular se ve inﬂuido por diversos factores, ‘como son el que un determinado

compuesto pueda preferememente unirse a macromoléculas de una cara de la

membrana més que otro, ‘también es fundamental que el potencial eléctrico de la

membrana no se altere, por lo que en el caso de transporte de moléculas cargadas,

las translocaciones se acompanan de un i6n de signo opuesto o de la expulsién de

uno de igual .carga. Por Ultimo, la existencia de procesos termodindmicamente

favorables que estan acoplados al transporte. membranal, - provoca que ciertas

sustancias puedan ser transportadas hacia adentro de I}é célula o hacia afuera atin en

contra de su gradiente de concentracién. Se encuentra, por-ejemplo, que- la gran

mayoria de los tipos celulares acarrean iones de potasio hacia el interior al mismo

tiempo que exportan iones de sodio al exterior, aun cuando la concentracién de potasno .
en el interior es mucho més alta que en el flufdo exlracelular y que la concentracnon,
interna de sodio es mucho menor con respecto al exienor celular, :

Transporte Pasivo de Sustancias a travé,‘s de la'Mg:mbrana.A :

‘de cualquner molécula través de la
ufmlca. Este trénsno es regulado

El transporte pasivo denota el movimien
membrana no asociado a una actividad metabdl

por el gradiente de concentracion del sbluto aitravés derlé membrana y por Ia relacnénf S

fisicoquimica entre la membrana y ‘la sustancia’ adentro Y. afuera de la célula Este »
proceso terminara cuando la concentramé del.soluto sea la mlsma a ambos Iados de

la membrana. Las membranas bloléglcas en el caso de moléculas no cargadas son SRR

selectivamente permeables Las moléculas de agua estén movnéndose contmuamente E
hacia adentro y hacia afuera de la membrana plasmétlca sin que exnsta un movnmlentof’ ;": ‘
neto de la‘'misma. Cuando existe una dlferenma de concentracnén de solutos entre eI
interior y el exterior de la célula, el ﬂulo de agua puedevser mayor hac:a una: S
provocando que la célula se hinche o se enco;a :

concentracion de solutos se denomma 6smoSIs mientras que el movumlento de



moléculas de soluto de una reglén de .mayor concentracnén a-una de menor
concentracién se denomlnaﬁd sién. ,_La fuerza ropulsora que impulsa este volumen
de agua, cuando es’ conSIderada como ‘resultado: de la dlferenma de concentraciones
de los solutos lmpermeables se conoc, como la pre316n osmétlca y esta dada por la
diferencia de concentracién de solutos |mpermeai‘bles y por lo tanto, osméticamente
activos, en ambas caras de la membrana (Stem 1990) La membrana celular es
incapaz de resistir una diferencia de presnén hidrostatica entre el liquido extracelular
y el intracelular (Macknight y Leaf, 1977).'p6r lo que la osmolaridad entre los dos
compartimientos debe de ser la misma. Est:okocurre en condiciones isosmaticas, donde
el volumen celular permanece constante, lo que indica que tanto la tasa de entrada de
solutos comola salida de estos, se encuentran en un equilibrio dindmico. Sin embargo,
cuando las células son expuestas a condiciones anisosméticas, el volumen celular
sufre variaciones de acuerdo al gradiente osmético recién formado. Al inicio de este
proceso, la célula se comporta como si fuera un osmémetro perfecto, pero después se
activan sistemas de transporte que movilizan solutos a iravés de la membrana y
permiten que la osmolaridad intracelular se vuelva a alejar del equilibrio fisicoguimico
al mismo tiempo que se restablece el volumen original. .

La cantidad de solutos que se difunden de una regién‘a otra - depende del
gradiente de concentracién existente entre el ambiente celular externo e interno, Si el
solulo es permeable a la membrana celular, ocuire la dlfu516n en la-direccién del
gradlente de concentracién. La capacidad de ciertas sustancnas de permear a través
de la membrana plasmatica, est4 influida por diversos factores flsmoquimlcos como
¢l coeficiente de distribucién, el tamafo molecu|ar, la carga, etc. Por ejemplo, los
electrolitos entran méas lentamente que los:no electrolltos del mismo-tamafio y los
electrolitos fuertes entran més lemamente que Ios déblles el pH ademés, influye en
el grado deionizacién, porlo que la permeabnhdad de Ios :ones es tamblén una funcién
del pH. Los iones monovalentes_ perm‘an m répldo que los dlvalentes Su .carga
atrae molécuias de agua. vecl 1ean alrededor del ion formando esferas
. de hidratacion Y. entran Q salen ela célul' po; Ce leé especnf‘cos de la membrana'
celuiar. ot o '




La tasa de difusién para un soluto est4 dada por la ecuacién de Fick, que
expresa la base Cuantitativa de la difusién:

- dS/dt = DAYC, - C,)

X

donde:
dS/dt = Nutmero de moles de soluto.
D = Coeficiente de difusién
A = Area transversal a través de la cual ocurre la dlfusuSn.
C, - C, = Gradiente de concentracién
L - 9

x

Difusion Facilitada. |

Para muchas sustancias permeables a la membrana, el mdvimiento médiado por -
la simple difusién es insuficiente para las necesidades funmonales y metabél:cas de“ o
la célula, por lo qué existe la necesidad de incrementar su’ tasa de transpo

gran variedad de compuestos como azlcares'y ammoécndos pasan a través ‘deklaq;*_' i

membrana celular hacia el interior a una tasa més alta de la que sus- caracteristlcas?‘ :

fisicoquimicas permitirian suponer;. su movmzacnén ocurre por medlo de-

transportadores. Estos son proteinas de membrana o complejos protelcos que se unen S

especificamente al soluto que transportan cambiando de conformacion al transportarlo.
Estos transportadores muestran una cinélica de saturacién, es decir, la tasa del
tvranspone'pasivo se incrementa linealmente con la diferencia de concentracién hasta
alcanzar una concentracién limitante, que es aquella en la que todos los sitios activos
estan ocupados. Exhiben, ademds, una cinética de inhibicién competitiva. por
compuestos estructuralmente similares, asf como una gran dependencia:del-pH: La-
funcién de los transportadores es tamblén sensible ala ﬂurdez de la membrana

Los transpartadores muestran uh alto grado de es'pe'ciﬁciiaad'réshébtb'd'él”solmb
que translocan, distinguiendo, por ejemplo entre dos cationes monovalentes. Algunos



transportadores tnicamente transfieren el soluto de una a otra cara de la membrana,
y son denominados Uniportadores, como en el caso. del transportador de glucosa en
eritrocitos. Existen otros sistemas de transporte en los cuales la transferencia del
soluto depende de la transferencia secuencial o srmulténea de un segundo soluto en
la misma direccién, lo cual se realiza por medlo de stmportadores cotransportadores
o acarreadores como es el caso del transporte de metabohtos acoplados a H* 0 a Na*
enbacterias y en céluas animales. Estos cotranspoﬂgdoyes o acarreadores trans portan
dos tipos de sustrato, generalmente un 'ié'r"l' 'y Stra ihdlécula o i6n que se unen
simultdneamente al transportador antes de - qu ocurra el cambio comformacional.
Cuando el sustrato impulsor es transportado en»la“ dlrecmén de su gradiente de
concentracién, arrastra consigo a otro sustrato que-‘acarrea en contra de su gradiente
de concentracién (Harold, 1986). :

Por olra parte, cuando ocurre un ranspone acoplado de. dos solutos en
direccién opuesta, el mecanismo involucrado;se reahza atraves de antlporta\' ¢
ejemplo clésico de este tipo de transportadores es el mtercamblador de Cl

gradiente de concentracién como el gradleme eléctnco total;
(el potencial.de membrana) participan en su movnmlento
influenciado por el gradiente eléctrlco :

Transporte Activo.

En ciertas circunstancias, es lmprescmdlble que la célula sea capaz de fransportar
sustancias ain en contra de su’ gradlente de ¢ ncentracnén Este tipo de movimiento
se conoce como transporte actlvo El transporte en contra de un gradleme requiere de
una fuente de energla, generalmente provenlente de la hidrélisis del ATP, por medio
de un acoplamiento transporte-hidréiisis. Un ejemplo de este tipo de transporte es la
bomba de sodio-potasio, que es capaz de movilizar estos iones en condiciones de



gradiente muy desfavorables.

Hay otros tipos de transporte activo que no dependen directamente del ATP como
fuente de energia, sino que emplean su hidrélisis indirectamente, En estos casos se
aprovecha la energia libre almacenada en un gradiente electroquimico alejado de su
equilibrio. Tal.es el caso del sistema de cétranqurte sodio-glucosa en el intestino
delgado, y del cotransporte de sodio-aminoAcidos, en-los que el gradiente de sodio
aporta la energfa necesaria para el transpdne. La grah mayoria de transportadores
utiliza este sistema para la movilizacién de nutrientes.

IS

Regulacion del Volqmen Cel;i(ar., ;

El- mantenlmlento del volumen celular es una propiedad vital en celulas
animales, especnalmente para especies acuaticas que estan expuestas en forma
natural a camblos bruscos en la osmolaridad externa (Pasantes-Morales, et. al., 1993).
En contraste con los animales acuéticos , en los vertebrados lerrestres las variaciones
en el fluido extracelular y contenido de solutos son controlados por el sistema, de
regulacién' renal. La osmolaridad de los fluidos corporales de mamiferos es de
aproximadamente 285 mOsm/l y se mamiene constante, mostrando s6lo ligeras

ﬂuctuac:ones que no exceden a un 3% de este valor (Hoffman y Slmonsen 1990).

'e"s'tijdiados y bajo condiciones
en ai',\/olumen celular por la
a:sea:atrafdos: or»fhioléculas cargadas en el
amblén'éxisten ligeras variaciones
ncmhes celulares como son el

Sin embargo, en todos los verte
fi snoléglcas se sabe que ocurren
acumulacuén intracelular de solutos

crecimiento y la prollferamén ce ular Y e seycremén y de migracion.

En algunas patologfas sm embarg 'Iar 'Srﬁdlarfdad del plasma puede oscilar
entre 220 y 350 mOsm/! lo que resultarla en ausencua de propledades de regulacién
activa en un aumento del volumen que se aproxma al 20% o bien, en una disminucion
cercana al 30% respectivamente (Macknight, 1983, 1985). En el sistema nervioso se
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presentan condiciones patolégicas en las que hay alteraciones importantes en el
volumen celular, como durante hiponatremia e hipernatremia, isquemia y en patolotias
que conducen al edema cerebral. Estos cambios del volumen, que son una respuesta
tipicamente osméiica, se ven contrarrestados por procésos activos de regulacion que
se inician casi inmediatamente después de que ocurre el cambio en el volumen celular.

La regulacién del volumen celular por tanto, se,d'e"ﬁvné‘jcomo el proceso por
medio del cual la célula es capaz de restaurar su volumen a la normalidad
subsecuentemente al hinchamiento o al encogimiento 'osm()tiép (Cala, 1990). Estos
mecanismos de ajuste involucran la regulacién de partiyculas‘osméticamente activas
denominadas osmoefectores. La regulacién del volumen es una consecuencia del flujo
neto de solutos y el flujo de agua osmdéticamente obligada. El soluto que sirva como
efector osmético debe encontrarse en cantidades suficientes en la célula y debe de
estar disponible para_efectuar cambios en el volumen en la magnitud necesaria para
restaurar el volumen original.”

Mecanismo Ceidlér,fﬁé”lé:Heguiacién del Vommen.

Un gfa’n’ ndmero:de ipos"‘c‘e'lulares en veriebrados son capaces de regular su
volumen.en un amblente anisosmético, hmchéndose 0 encogiéndose osmdéticamente,
pero vuelven a. su; voiume ongmal aun -con la_ persistencia de-la condicién
anisosmética, es decnr sonvc‘:apaces déadaptarseala nueva condicién. Esta respuesta
adaptativa fue caractenzada pnmerament 'en el eplteho de rana, en eritrocitos
nucleados y en lineas celulares d mamllf»enr'os (Hoffman 1985) Posteriormente, se ha

descrito la regulamén del volumen ‘celular. e""'una ampha gama de tipos celulares.

Cuando las células son expuestas a medlos de dlstlnta osmolandad (condiciones
anisosméticas) modifi can su volumen mcrementéndolo en soluciones hlposméncas y
reduciéndolo en condumones hnperosmétlcas Estos camblos de volumen, que son una
respuesta osmética; se ven contrarrestados por procesos de regulamén activos que se
inician casi inmediatamente después de que chrre el cambio en el volumen celular.
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La regulacnén del volumen celular es un; proceso complejo que lnvolucra
dn‘erentes aspectOS' : : : ;

1. La cé‘lplav,aéu i0s.er es¢_2deéir, :
deben existir senso :
detecten cambio

disminucién en el volumen celular, dlrectamenle relacnonada con l' magmtud deI L
gradiente osmético generado. Asf, cuando las células sufren un choque hlperosmétlco 5y
el agua osméticamente obligada sale de la célula provocando una dlsmlnucxén'en su
volumen. Correspondientemente, ciertas células también tlenen Ia vhabilldad de
contrarestar estos camhios en su osmolaridad para poder recuperar ‘st volumen"_‘
original, activando otros mecanismos de transporte que tienden a |mpulsar osmolllos ,
hacia el interior celular y esta capacidad de regulacién en condncmnes hlperosméucas_
es lo que se conoce como Incremento Regulador del Volumen (lRV) ‘

Bajo condiciones hiposmdticas, por ofra parte, las. célu'la’

reduce la presién osmétlca intracelular, y por consiguiente, el contemdo de agua de Ias B
células. - :

12



Sin embargo, al parecer ia recuperacnén de volumen en - soluciones
- hiperosméticas es menos. frecuente que la: regulacnén celular en " condiciones
hlposmétlcas ta mayorfa de las céiulas

asciticas de Ehrlich (Hoffmann, et. al,, 1978), 'asir" : cu ,IVO (Olson y Holtzman
1982, Kimelberg, 1985, Pasantes-Morales, et.. al 1993), entrocuos (Kregenow, 1981,
Cala, 1983), células MDCK (Roy y Sauve, 1987) y hnfocnos humanos (Grinstein, et.
al., 1982). A pesar de que hay ciertos tlpos de células que no tienen esta capacidad
de regulacién al ser expuestas a un choque hiposmético como las células del tibulo
distal de rifién de Amphiuma (Guggino, et. al., 1985), en la mayoria de los lina]és
celulares estudiados hasta la fecha, se observa la existencia de este proceso. :Por -
consiguiente, esta capacidad de regulacion del volumen parece ser una caraclerfstlca '
que se ha conservado a todo lo largo de la escala ﬁlogenéuca sin |mponar_ f. alto”’--
grado de especializacion que ciertos tipos celulares han alcanzado 'y‘,q‘ue cxertamente N
en condiciones fisiolégicas no estarén expuestos a- camblos" ah‘“bruscos en. su -
osmolaridad externa. S '

£l Decremento Reguladoridel, ,‘_jldl‘ur'T‘iexrACel"d‘iar:._‘-
La re'spuesté se puede:_qiv(d;
A) Una fase InICIal de hlnchamlento smotico; e a que las célula" se_comportan

como un osmémetro pe su‘volume funcién del gradiente.
osmético al que son s S L :

B) Una segunda 'fasé,,méé,’prdlongada de disminucién del volumen ce‘fﬂ‘lé‘r‘-.o DRV,

13



cuya duracién varfa con el tipo de célula de que se trate.

Por los numerosos estudios realizados sobre el DRV, se ha puesto en evidencia
que los osmoefectores involucrados pertenecen a dos grupos claramente discernibles:
osmolitos inorganicos y osmolitos orgénicos. Entre los primeros, los osmolitos de
mayor importancia son los iones cloruro y potasio, que se expulsan con la subsecuente
salida de agua (Everloff y Warnock, 1987), mientras que entre los osmolitos orgéhicbs_y '
de mayor importancia se encuentran la urea, los aminoécidos libres (Fincham, et, al_.,
1987, Pierce y Greenberg, 1972), los polialcoholes como el sorbitol (Siebens, y Spring,
1989) y el mio-inositol (Nakanishi, et. al., 1988), algunos az(cares y compuestos
cuaternarios de amonio (Fugelli y Thoroed, 1986). :

En la figura 1 se esquematizan los diferentes mecanlsmos de tranSporte que
pueden ser activados durante el proceso de regulacnén del volum n en respuesta aun
choque hiposmético, ' '

Mecanismos de recuperacion del Yolumen Celulor.

pH
Bario DIDS «
- TEA —

Furosemldc

s
Amilorida
(A% :
Bumetanida
HIPERQSMOICO

. gy Furosemida *
) 2 Bumetanida
Kt YRR
Osmolitos :
orgdnicos . : )

) HIPOSMOTICO

Volumen
_Osmolilos crgénicas Celular
(QQ) . Notmal .

Figura 1, Mecanismos de transporta lnvolucrados para la movilizacién do dxterenles
solutos y algunos fdrmacos que inhiben el funcionamiento de éstos durante (a exposu:lon
a soluciones hiposméticas e hiperosmélicas en una célula hipotética.” ;

* Tomada de Hoffmann, et. al,, 1988.
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Salida de osmolitos inorgénicos durante el DRV,

La disminucién en el contenido de potasio y de cloro intracelulares que se
observa en células durante el DRV, implica que e‘stos,iones‘ se liberan de la célula con
agua osmética. El mecanismo de expulsién dgpende del tipo celular. Por ejemplo, en
* eritrocitos de varias especies se ha descrito un sistema de cotransporte electroneutro
K'/CI' (Mayer, 1985) asf como la activacién acoplada de los intercambiadores K*/H*y
CI/HCO;, como en el caso de los eritrocitos de Amphiuma, donde se ha observado
que la salida de cloro y de. potaslo estd mediada- por la activacién acoplada de los
intercambiadores K'/H* y Cl /HCO (Cala, 1980 Kregenow, 1981). En tdbulos
proximales de rifidn de ratén y,,d‘ COHEJO ’ Ia sahda de potasio esté asociada con la
expulsién de HCO, y no de. urante el proceso de DRV (Volk y Lang, 1988). Las
conductancias para clor rante el DRV ocurren en diversos tipos celulares
como en plaquetas, as de Hrhph,.lmfocnos, etc. El evento responsable de la

b

pérdida de KCl y H,0, es n}aUme‘qtdéri ia,conductancia del CI en la membrana.

En cuanto ,ACI/K* se haimplicado en la pérdida de KCl y H,0 de
eritrocitos (Lauf '1983 esta vna es sensxble al volumen En el caso de entrocntos de
pato (Mayer, 1 985 Lyﬂe Y. Mamanos 1987) cuando se hlnchan estas células exh|ben
movimientos. nelos de K'. y.Cl>mutuamente mterdependlen !
uno a uno. Durante el proceso de DHV tambl_

'stemas de
a <|melberg

electroquimica impulsora a 1ravés de la membrana Algunos \ anales lénlCOS son
altamente especfficos, permmendo el paso de determlnados canones dnicamente, ya
sea de sodio o de potasio, mlentras que otros canales muestran una amplia

15
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especnf icidad, permitiendo | el paso, de todos los: catlones El flujo de jones a traves de
los canales es pasivo," s'n eq i energfa metabéhca Los canales estan -
relativamente fijos en: 1 ' '
esteroespecifico para su ¢

Ciertos- canales | ¥
mientras que otros se abren en respuesta auna senal eléctnca qufmlca ) mebémca,
estos  Gltimos son todas protemas " alostéricas, que tlenen ‘fdos estados
conformacionales’ relatlvamente estables y cada uno de ellos: representa un estado
funcional en'la célula (Kandel, 1991). La apertura de este tipo de canales es transitoria
en respuesta al reconocimeinto del sustrato adecuado, Los canales se distinguen unos
de ofros de acuerdo a su selectividad ibnica y a los factores que controlan su apenu?a. ;
La selectividad iénica depende de la interaccién fisicoquimica entre el ién y varios
residuos de aminoacidos que delimitan la pared del canal idnico, mientras que la
apertura de un canal depende de un cambio conformacicnal del canal en respuesta a
un estimulo externo, incluyendo voltaje, unién de un ligando, estiramiento o presién.,
Esta propiedad de apertura que presentan algunos canales con una capacidad para
transportar iones €s la base de muchas mteracmones neurona-neurona, neurona-
musculo o neurona-glandula, y estas accuones dependen del potencial electrico de la
membrana, donde la distribucién adecuada de los i lones es mantenida por la accién de
hombas idnicas.

‘En condiciones hiposméticas se ha demostrado en células de Ehrlich, que se-
produce la activacién de canales i6nicos seléctivos para potasio y cloro en linfocitos
humanos (Grinstein, et. al., 1984) y en {a veuga unnana de Necturus {Larsony Spnng,
1984), 7

En general, el mecanismo utilizado para expulsar Cl o K" détermina el curso

temporal del DRV, que serd més rapido cuando partlmpan canales que cuando lo -
hacen los cotransportadores.
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Fliviip e we w0 wSinoiitos Organicos en el DRV.

Las células con propiedades de DRV poseen sistemas de movilizacién tanto de
osmolitos organicos como inargénicos, cuya actividad conjunia permiten la respuesia
regulatoria. Sin embargo dependiendo del habitat del organismo o de la estirpe ceiular,
uno u otro mecanismo puede ser preferenciaimente utilizado. En ias especiss marinas
por ejemplo, parece ser que los aminoacidos libres son los osmosfecicres de mayor
importancia, mientras que en células de mamiferos, la regulacion inicial de volumen
se logra predominantemente por la regulecién de flujos idnicos a lravés de la
membrana, -aunque también hay una contribucién de osmolitos orgénices que
complementan la respuesta regulatoria. En invertebrados, por el contrario, ¢l DRV
depende mas de la salida de osmolitos orgénicos, aungue por supuesto los flujos
iénicos complementan el proceso de DRV, Los aminoécidos como la glicing, taurina
y alanina son los principales osmolitos liberados en este proceso en algunos moluscos.
Quizés la mayor diferencia entre veriebrados e invertebrados en el DRV radique en €l
curso temporal de movilizacién de los osmolitos orgaénicos e inorgénicos mas gue &n
la contribucion relativa de cada uno de ellos.

Los tgjidos excitables representan al parecer un caso particular, debido a que
en estos los gradientes idnicos de Na* y K*, juegan un papel critico ianio en el
mantenimiento del potencial eléctrico como duranie la generacién de sefiales
propagadas, por io que su movilizacién como osmolitos pedria interferir con dichas
propiedades. Es pfobablemente por ello, que en estos igjidos la movilizacién de
osmolitos organicos como son los amino4cidos libres se vea favorecida.

La utilizacidn de osmolitos orgénicos durante el DRV se encuentra ampliamente
documentada en un gran namero de preparaciones, incluyendo células de organismas
acudticos (Pierce y Politis, 1987) y terrestres (Pasantes-Morales y Schousboe, 1288).
Entre estos osmclitos se encuentran aminoécidos libres principalmente, (Guilles, 1979)
poliaminas (Yamauchi, et. al., 1992) y polialcoholes como el sorbitol (Siebens y Spring,
1989) y el inositol (Jackson y Strange, 1993). Los niveles intracelulares tanto de
aminoacidos libres como de sorbitol e inositol se ven disminuidos en sclucicnes
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hiposméticas y se incrementan en condiciones de hiperosmolaridad. Eéta dis}m‘inucién,
causada por un aumento en el volumen celular se acompana de una hberamén de -
estos compuestos en el medio de incubacidn (Pasantes Morales et al., 1991). loque .
demuestra que los aminoécidos no son metabolazados smo que son movnllzados hacia
el exterior celular por algun smtema de’ transporte presenle en la membrana que se
activa en respuesta a la hlposmolandad También en células de la medula renal de
conejo -y de-. rata ;e han . identificado cuatro osmolltos organicos: sorbitol,
ghcerofosfocohna (GPC) betama y myo-inositol, que son hberados durante el proceso
de DRV..

Una proporcién: alta . de - I;a"'pozkia, intracelular' de. amino4cidos libres est&
compu'esta‘d 4cidos no esenciales como alanina, ‘gl‘icin'a y taljrina y se ha visto
que contn_uy} al proceso dé DRYV, tanto en vertebrados como en. invertebrados.
Estudios reahzados en células MDCK (hnea denvada del nnén canmo) sobre la
regulacién del volumen han demostrado que los ammoécndos consmuyen una poza
de osmalitos muy importante en estas células, SIendo su concentramén total de
aproximadamente 65 mOsm. Después de un choqu”’ lp‘ ‘métlco _se encontrd que
_este contenido de amino4cidos se redujo en un: 509 vpenodo de diez minutos
(Banderali y Roy, 1992). En células MDCK la liberacién: de aminoécidos endégenos
sensible a volumen se inhibe en presencna d IDS . qumldma (Sémchez Olea, et. al,,
1991) asimismo, la hberacnén de* ' ' ambtén se inhibe al usar estos

(Sénchez-Olea 1993)
la concentracnén celul
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encuentra’ en su forma llbre Con’ excepcnon de'su con;ugacnén con las sales biliares
en el hlgado la taunna no es transformada qu!mlcamenle ni participa en ninguna ruta
metabéhca (Jacobsen y Smlth 1968), es en este sentido inerte. Se presenta ademéas
en altas concentracnones en los tendos en el orden mlllmoiar, y posee una distribucién
préctncamente ublcua en la. escala zooldgica. Su caré4cter de zwiterién la hace
altamente lmpermeab[e a trayés 'de [a membrana celular.

En todos los tipos celulares estudiados hasta ahora, la taurina junto con otros
aminoacidos osmoefectores ‘es acumulada al interior celular por medio de un
transportador saturable dependlente de sodio. No obstante, la pamcupamén de este
acarreador en la hberacnén de taurina sensible a volumen parece xmprobable ya que
la liberacién de aminoécidos sensible al volumen -es independiente de sodio y de
temperatura, mientras. que el. transportador déjarfa de ser funcional en estas
condiciones (Pasantes-Morales, et. al., 1990). Por otra parte, al analizar la cinética de
este transporte sobre la captura de taurina.en astrocitos, se observé que el
transponaddr no se activa cuando hay un aumento del volumen celular, sino que s6lo
hay una ligera reduccién (Sanchez-Olea, et. al., 1991), resultante quiza de:la
depolarizacién que ‘se ha reportado asociada al cambio de volumen en condiciones
hiposméticas (Kimelberg y Kettenmann, 1990). Los estudios encaminados al andlisis
de la cinética de transporte en neuronas, sefialan que las caracterlstlcas cinéticas (K
y Vmax) del componente saturable de la captura que corresponde al que se lficva a
cabo por el transportador, no se afeciaron al- exponer alas células a condiciones
hiposmédticas y por consngunente a un hmchamlento celular pronunctado (Pasantes-
Morales y Schousboe, 1988; Schousboe e ,'al ; 1990) 'Estos resultados sugieren que
el hinchamiento celular que mduce Ia llberamén de taunna no esta mediado por el
transporte de alta afinidad trabajando en dlreccu’)n opuesta (de salida), lo cual es
consistente con resultados derivados de experimentos realizados en astrocitos, donde
el hinchamiento que induce la liberacién de taurina es independiente de la presencia
de sodio en el medio de incubacién, mientras que el transportador de taurina y de otros
amino&cidos es fuertemente dependiente de sodio. (Schousboe, et. al,, 1982). También.
se ha observado que la liberacién de taurina es insensible a ouabaina y ala
temperat-ura (Pasantes-Morales, et. al., 1990b), condiciones ambas.que inhiben" el
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transporiador (Schousboe, et. al 1976)

Ademas del transportador saturable de taurina, exnste otro. mecanismo que
participa en la acumulacién mtracelular de este amino4cido, que es un componente
difusional independiente de SOdIO y que ha sido descrito en diversas preparaciones,
incluyendo neuronas (Schousboe, et. al., 1991) y astrocitos en cultivo {Schousboe, et

al.,, 1976; Larson et. al,, 1986 Sénchez Olea, et. al.,, 1991). A diferencia de lo
observado para el componente saturable. un incremento en el volumen . celular
aumenté marcadamente la magnitud de este componente difusional. La demostracién
directa del carécter difusional del transporte de taurina durante el DRV proviene de
experimentos en los que las células se exponen a concentraciones exiracelularés
crecientes de taurina, que en un momento excede la concentracién intracelular, tanto
en condiciones isosméticas como hlposmétlcas, y en un medio libre de sodio para
inactivar al transportador saturable. Al actlvarse la via de transporie en condiciones
hiposméticas se observa que la dlreccuﬁn y la magnitud de los flujos de taurina
producidosvpor un aumento de volumeh,’sé‘encuentran determinados por el gradiente
de concentracién para este amino4cido, ya que la célula libera o acumula taurina
segln la direccién” del gradiente de concentracién, lo cual es consistente con la
presencia de un canal durante el DRV (Sénchez-Olea, et. al, 1991, 1993). La
evidencia que sugiere la participacién de una protelna en la liberacién de aminodcidos
sensible a volumen es que tanto en hepatocnos (Ballatory y Boyer, 1992) como en
astrocntos la salida de taurina se ve. mhlblda en presencta ‘de. N etil- malelmlda,
compuesto que reacciona especfflcamente con los grupos SlJ|fI’hldl' [s s de las protemas

Respecto al papel del calcno durante el proceso de DHV exnsten numerosos
estudios a la fecha en los que se’ ha descrno que uno de los fenémenos -primarios -
asociados con el incremento de volumen produc:do por condnmones hlposmétlcas es
un aumento en los niveles de calcro |ntracelular (Cala, et. al 1 986) Para ciertos tipos
celulares, ya ha quedado establecndo el papel que 1uega el calcuo directa ¢
indirectamente en el proceso de regulacidn del volumen celular (Pnerce et. al.; 1990)
donde las alteraciones en la concentramén mtracelular de’ calmo pueden cambiar los
efiujos de K' y de CI. En muchos tipos ceilulartes,b las- conductancias iénicas estan
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directamente reguladas por calcio (Mc'Cariy,vet' al., 1992). No obstante, el mecamsmo
de la funcién de‘ calcio puede diferir de un tlpo celular a otro,

Hay snstema que'n dependen en absoluto de calcio extracelular durante ei
proceso de DRV como es'en el caso de Ias células MDCK (Banderali y Roy, 1992),
yen astrocntos de rata en'cultnvo (Pasantes Morales, et. al., 1993), mientras que en
otros tlpos celulares el estlmulo hiposmético induce lncrementos en el calcio
intracelular que a su vez pueden 0 no ser dependientes del calmo extracelular.

En algunas preparacnones celulares la regulaCIén del volumen se mhxbe en un
medio libre de calcio (Suzuk| et. al., 1990). Tamblén se ha encontrado la dependencia
de calcio extracelular en los ascitos de Ehrlich (Chnstensen y ‘Hoffmann, 1992), en'las
células de! tdbulo renal (Kanlj, et. al., 1992) y en células epltehales no pigmentarias
(Civan, et. al., 1992), El sitio de accién delvcalclo, puede ser directamente los canales
de potasio aclivados por calcio (Hazémay Okada, 1988), o bien mediante el sistema
calcio-calmodulina (Pierce, et. al,, 1989). En esta direccién, la participacién de sistemas
de segundos mensajeros durante el proceso de DRV apenas esta siendo explorada, -
Los resultados redlizados en esta direccién indican que la exposicion a soluciones
hiposméticaé induce un aumento. en los niveles intracelulares de AMPc (Watson,:
1990). ‘ ‘

Recientes evidencias experiméh_tales también senalan cambios en la estructura
del citoesqueleto (Lechene, 1985) asf como-ia pénicipacion de alguna protefna G en
este proceso de regulacién de volumen (Zlyadeh et al.,, 1992; Mills, et. al.,1994).
Aunque se conoce muy poco scbre Ios sxstemas 'de segundos mensajeros durante el
proceso de DRV, es muy probable Ia pammpacnén de estos en la activacién de las
cascadas de transducmon conomdas tamblén,se actnven durante esle proceso.

Antecedentes de’la ‘ngula‘cibh"dél Volum ce;gia; en el Tejido Cerebral.

responder acllvamente a los camblos ‘
en el volumen celular parece ser una caracterfstlca generalizada de células ammales

Como ya se mencuoné la capacnda
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{Chamberline; 1989) A la fecha, exuste sufi cneme evndencua expenmental proveniente
de estudios m wvo © in.vitro para afirmar . ,que en el tejldo cerebral esta capacidad
tamblén esté preseme

Actualmente se puede af \ar que hay. una contnbucxén 1mportante de osmofitos
orgénicos durante la regulacién d lular en el tejido nervioso. Entre éstos
se encuentran diversos ammoé id my ag;;nay!a glicina, por ejemplo. También
hay movilizacién de cnertos poha _oh kle :mo "el inosital, el sorbitol y el manitol;
aminas terciarias y azlicares (glucosa manosa sacarosa, etc) Lo que no se ha

establecido con claridad es la conmbucnén relauva de cada uno de estos osmolitos en
el proceso integral de regulacxén aunque puede vanar depend(endo el tipo celular del
que se trate. =

nervioso Aa‘hiposr’nolaridad por la liberacidn
ran ar\;edad 'qe'preparaciones en estudios
v encné,dé .’qu_e esta respuesta adaptativa
éngiehtkaciones intracelulares de

La respuesta de células dél te
masiva de taurina se ha descrito e
realizados in viva e in vitro. También

en el cerebro involucra el aum
aminodcidos libres, taurina prinoipa

Los estudlos realizados I
experimentalmente a’ cambios en la osmolaridad del p!asma, han mostrado que'
ocurren cambios adaplativos en el tejido cerebral respecto al contemdo d 3 ones y de
otros osmoefectores arganicos, como clertos aminoacidos hbres : :

En cerebro de mamiferos ha sido des‘cr'ikto': que "una condicién de
hiperosmolaridad produce una - acumulacién intraéélular de diversos osmalitos
organicos coma inositol, betaina, gllcerofosfonlcohnayvanos aminoacidos libres (Lohr, '
et. al,, 1988; Lien, et. al., 1990). - :
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Dentro de los estudios realizados iﬂ_\_/itﬁ,*sé’ h;a',demostrado que las altas
concentraciones de KCI producen hinchamiento en uﬁ"g_rah' nimero de preparaciones,
incluyendo rebanadas de cerebro (Moller,‘ et, al,, 1974), eh’reﬁna (Pasantes-Morales,
et. al., 1988), en termlnales nerviosas aisladas (Kammo, et. al., 1973) y en astrocitos
en cultivo. (Waltz, 1987; Pasantes-Morales, e, al.; 1993), lo cual desencadena una
respuesta regulatoria del volumen. En esta mlsma dueccnén se ha demostrado muy
recientemente la existencia del proceso de DRV en astrocuos y neuronas {Pasantes,
et. al., 1993).

Los estudios realizados en células: cerebrale
de investigacion respecto al proceso de, DRv .en-el;
éstas fueron derivados de experimentos:
medios hiposméticos y con una cone

ultivo han'; biénq’una'ylinea_

xtré’ée’ldlar en
as que se ha
demostrado que las células se hmchan
fa liberacién de ciertos amlnoécxdos’hb

o potasm provoca
lib é'éiéh.de ammoécndos no

Morales, el al, 1989, 19901

Schousboe, 1988, 1989; Wade et. aI 1988: Mamn e 198
1990). Thurston, et. al. (1980), han demostrado que- en‘el’

_ bro de rat(’)n una

condicién de h\penatremla, que. es un aumento en la concentracnénf xtracelular de

NaCl, produce un aumento en la concentracion de 01ertos ammoémdos hbres, ;
principalmente de taurina, Las condiciones que provocan un aumento en el volumen
celular en células granulares y en astrocitos provocanuna notable hberacnén de taurina
que bajo condlcwnes extremas pueden ser considerables ya que contrlbuyen hasta' .
una perdida del 80% de taurina endégena (Pasantes- Morales.y Schousb‘e, 1989).-
sugieriendo que la poza de taurina es més sensible a la liberacién -qué la‘de ofros .
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aminoacidos libres.

Los astrocitos liberan taurina asi como otros amino4cidos durante el proceso de
DRV y esta movilizacién de osmolltos orgémcos internos tiene un curso temporal
paraielo al proceso de regulamén Tamblén se ha demostrado que la liberacion de
taurina es muy. senSIbIe al camblo de volumen . celutar inducido -por un choque -
hiposmético. Por el contrano, la IlberaCién de potasm se observa sGlamente cuando la

osmolaridad externa es reducnda en un 50% y se obtlene solo un 30% de liberacién .-

de la poza total de potasm. Cuando Ios asirocno n5 cultlvo son crecndos en i

cultivo; esta acumulacién podrfa deberse al mcrement
responsable de este proceso (Sanchez-Olea, et. al.,,199

Por ofra parte, estudios prehmlnares reahzados Invitro vnro en células granulares de -
cerebelo (Schousboe, et, al,, 1990) han reportado que el cohtemdo celular de
amino&cidos es rico en glutamina, taurina, gllclna y- glutamato, u ""'el choque )
hiposmético reduce el contenido intracelular de estas moléculas conmderablemente '

Asimismo, existe suficiente evidencia expenmental que sena|a que la poza mtrace!ular o

de taurina también disminuye al exponer a las neuronas a un choque hlpOSméthO vy
cuyo curso temporal de liberacién es igual al curso temporal del proceso de DRV
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(Pasantes-Morales, et. al;, 1993) Durante Ia hberacnén de taurma se‘observa que
reducmones en la osmolarldad del medio (15 30 y 50%) producen mcrementos :

osmolaridad normal En neurona
transmembranales de taunna sen
por el gradiente de concentracion”
transportador-dependiente de sodio.’

en le mantenimiento de la excitabilidad neuronal, La expulsuﬁn maswafde potasm ode
cloro como osmolitos por una neurona hinchada alterarla ostensnblemente su potencnal
de membrana y el de sus células vecinas. : :
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

Caracisrizacién de las vias ds psnmaabiiidad a ravés de las cuales ocums el
flujo de osmolitos durants el Becremanioc Regulaterio de Velumsn (DRVY) en nsurenas
en cultivo.

Objetivos Especificos:

I Caracterizacion de algunas propiedades basicas del proceso de DRV en neuronas
en cultivo:

a) Dependencia del pH
b) Dependencia de |a temperatura
¢) Dependencia del calcio extracelutar

It Caracterizacién farmacoldgica de las vias que movilizan a los asmolitos involucrados
en el DRV.

A) Osmolitos inorgénicas.
B) Osmolitos Orgénicos.
it Caracterizacion de las propiedades de permeabilidad de los osmalitos organicos e

inorganicos a través de las vias que se
activan en condiciones hiposméticas.
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MATERIAL Y METODOS.

Cultivo celular y Medio de incubaclén.

Los experimentos se llevaron a cabo en cultivos ' pnmanos de’ neuronas de
cerebelo de ratén, siguiendo la técnica descrita por Morén y Patel (1990) Yy que
brevemente se describe a continuacién, Las suspens;ones celulares se obtuweron por
disociacién enzimética a partir del cerebelo de ratas Wistar de ocho dias de edad.
Estas células fueron sembradas a una densidad de 700 000 a 1000 000 células/mi de
‘medio, en cajas de 60 mm de didmetro. El medio de cultivo estaba éompuesto’de
medio basal Eagle suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco), glutamina [2

mM], 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina. Los cultivos se incubaron a
37°C en una atmdsfera compuesta por 5% de CO, y 95% de aire. La composicién

celular de los cultivos, se analizé inmunocitoquimicamente utilizando anticuerpos
policlonales como marcadores especificos de neuronas, asf como contra la proteina
fibrilar glial como control negativo para valorar la poblacién  de  astrocitos.
Aproximadamente 20 horas después del sembrado, los cultivos se trataron con poli-L-

lisina (5ug/ml) que 'se incubaron con citosina arabinosa (10 pg ) para inhibir. la
proliferacién de células no neuronales (Moran, et. al,, 1992). '

Las células granulares fueron utilizadas de uno a tres dias de edad in vitro para la:
medicién de su volumen. Las neuronas estudiadas en éste trabajo son células
granulares del cerebelo. Estas neuronas pueden ser mantenidas después de disociar

el cerebelo, en un cultivo monocapa y puede lograrse que sean el tipo celular
predominante. El cerebelo de rata contiene cerca de 1.1 x 10° células granulares,

cuyos cuerpos celulares de 5-6 um de didmetro estén empacadas en la capa granular
(Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). En la rata, la mayorfa de células granulares se

desarrollan postnatalmente al dividirse las células de la capa externa germinal (EGL)
la cual persiste hasta el dfa 21 después de nacidas.
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Bajo sestas condicionss, se obtienen cultivos compuestos aproximadamente en un
90% por neuronas granulares, cuya apariencia general se muestra en ia figura 2.

Figura 2. Aspecto mariolégico de las células granulares en cultivo de 2-4 dias de edad,
después que han sido lratzdas como se especifica en la Metodologia.



Cuantificacién del Volumen Celuiar.

Las medidas del volumen celular fueron Ilevadas a cabo utlhzando un contador
electrénico. El equipo utilizado consiste de un contador de células Coulter Counter !
modelo ZF acoplado a un analizador de particulas Coulter Chanalyzer 258, Esta

tecnica consiste en hacer pasar a través de un orificio de 100um de didmetro, una
suspensién de células junto con una corriente eléctrica. De este modo, se produce un

cambio en la impedancia determinado por el volumen de las células. Este equipo
proporciona informacién acerca de la distribucién del espectro de volumenes en una
poblacién celular y puede ser utilizado para estudios sobre la dindmica de cambios
en el volumen inducidos osméticamente. . ,f

Una alicuota de la suspensién fue dilufda 500 veces con medio para dar una
densidad final de 85.000 a 95 000 células/ml , El volumen celular promedio (en.
unidades arbitrarias) se calcul6 como la mediana de las curvas de distribucién de
volumen celular. El volumen celular absoluto se obtuvo utilizando microesferas de latex

de poliestireno de 19.64 um y 12.9 um como estandares. Las particulas a medir son
suspendidas en una solucién electrolitica y son conducidas a través de una apertura

de 100 micrémetros de didmetro en una barrera aistante que separa dos electrodos,
entre los cuales existe una corriente eléctrica . Cuando una célula 6 cualquier otra
particula pasa por ésta apertura, se incrementa la impedancia momenténeamente entre
los electrodos y este cambio es detectado como un pulso de voltaje proporcional en
amplitud al volumen de la particula . Una bomba de vacfo y un manémetro de mercurio
proveen la diferencia de presién a través de la apertura, Las variaciones en el patron
de pulsos dan informacién acerca del tamaiio y la abundancia de particulas. Unido al
contador de particulas se encuentra el analizador (C256) que recibe y analiza los
pulsos provenientes del contador. Estos pulsos son digitalizados. Para medir el
volumen, las células son lavadas dos veces con un buffer de fosfatos salino (PBS)'y‘
se tripsinizaron con una solucién de tripsina al 0.1 %. Despues de éste procedlmlento

la suspensidn es centrifugada durante tres mmutos ais 000 pm.
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Soluciones.

El.medio KREBS Hepes normai lsosmétlco (320 mOsm/l) tiene la composncnén
sngunente (en mM): NaCl 1385, KCi: 5 CaCIz 1 MgSO4 1.17; HEPES: 10; glucosa:
1;pH=74.la osmolandad se verific'o rutmanamente con un osmémetro de punto de
congelacion. El'pH de las squcnones y condlmones expenmentales fue de 7.4 en todos
los casos (excepto cuando la variable a examinar fue ,}ésta).} El- medio hiposmadtico
utilizado fue al 50% de la osmolaridad nermal, i, e, de 150 rhOsrhv. R

Las soluciones hiposméticas fueron preparadas reduciendo la concentracién de
NaCl. Para los experimentos de remplazamiento de canones ses ‘smuyeron 60 mM=

de NaCl por concentraciones equimolares de sales de cloro a evaluar En el caso de
remplazamiento de aniones, el NaCl se sustituyd por dlstmtas ales de SOdIO

Enlos experimentos disefiados para valorar la dependenmajde calcno se omitié
el CaCl, y el medio fue suplementado con 0.5 mM de EGTA En Ios expenmentos en
los que se examiné el efecto de furosemlda bumetamlda DIDS (4 4-
diisotiocianostilbenceno-2 2 -dlsulfonato) qumldma y dfpmdamol las células fueron
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RESULTADOS.

4.1 Efecto del choque hiposmético en el progesb de DRV de _neurdnas en cultivo.

4.1.1 Curso Temporal del nroceso de DRVY.

El volumen celular promedio de las neuronas en cul_t.ivbl.:' T _
fue aproximadamepte de 0.23 pl + 0.012 (n= 20). En la ﬁgdrq‘aﬂse aprecia:el curso : :
temporal del proceso de DRV en neuronas en cultivo, cuando é’sjas.foeron-,v_som‘é't‘iaés a__‘ -
un estimulo hiposmético de 50%, 70% y 85% por la reduccidn en ‘I:é'éonc'ér-\t{r‘;{ciéﬁ de’
NaCl extracelular, equivalente a una osmolaridad externa de [160 mOsn‘ij;‘][ééO mOsm]
y [272 mOms], respectivamente, L

pot

20r 6—o 50% .
0—O0 70% T
1‘.8. R - A—A’'B5% . .

1.4 *\
' ,1 2 \T\
' ™~

1.0 1 L - —

0 4. 8 12 16

Volumen Relatlvo

Tiempo [ min ]

Flgura 3. Regulacién de volumen en neuronas: mantenidas en condiciones hiposméticas. Las neuronas
granulares de cerebelo so cultivaron en cajas de Pelrl de 60 mm de dl&melro como se Indica en la seecion do
Métodos. Dospués da 2-4 dias In vilro, las células so separaron enziméticamenle en un medio sin calcio y se
resuspendieron en medlo Krebs-HEPES Isosmético (320 mOsm). Inmediatamente después la suspensién se
diluy6 100 veces con medio isosmético 6 hlposmélico y se midib el voiumen celular a los tiempos Indicados.
Los resultados se expresan como volumen telative considerando al volumen celular en condiciones isosmbticas
como 1. Los valores son el promedio do 4-8 expetimentos + E.E, Cuando ol error estandar no se muestra es
menor que el lamaiic de los simbolos. S
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Como se puede observar, en el primer minuto se observa un claro incremento
del volumen celular de un 25% respecto al volumen en condiciones isosméticas, que es
maximo entre los 30 y los 60 segundos después dela exposicion ai medio hiposmotico.
Inmediatamente después se inicia el proceso de regulacion en el que esta rapida fase
de hinchamiento es seguida por una respuesta regulatoria activa que tlende arestablecer
el volumen original. ' ‘

Una reduccion del 15% en la osmolaridad externa: produce un aumento de
aproximadamente el 23% en el volumen celular en condlcmnes sosmétlcas Y despues’
de 15 minutos la célula recupera su volumen a un valor cercano al’original. 'DeSpues de
este tiempo, no se observé ninguna reduccion sugnmcatlva en‘el-volumen celular. , |

Cuando la osmolaridad externa fue de un 70%; 10
temporal del proceso de DRV es més pronunciado, provocando’

eseobserva es'que el curso
umento del 40%
i} volumen_,c‘el_ular’se;‘

aproximadamente en el volumen celular, y después’'de 15 minutos
recupera gradualmente hasta en un 30%;-

Finalmente, cuando la osmolandad externa esdel 50% con respecto al lsosmotlco
la respuesta se amplifica alin maés, provocand un aumento mayor al 65% con respecto ‘
al volumen celular en condiciones lsosmoticas, Es decnr la actnvacnon del proceso ‘de

regulacion es directamente proporc:onal al’ estlrhulo hlposmotlco infringido. Un analisis
mas detallado permite observar que la fase regulatorla muestra dos componentes uan
tasa rapida de pérdida de agua y luego una fase méas lenta en la cual el volumen
disminuye aproximadamente hasta un 40% a partir del minuto 5. Sin embargo el proceso
de DRV no restaura al 100% el volumen celular original.
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4.4.2 Regulacién dal velumen eslular a diferentss valorss do pH.

Enla figura 4 se aprecia la regulacién del volu»men‘ckelula_r‘ a“diferéhié's valores dé o
pH extracelular. El proceso de DRV se modificé sélo ligéféméfr‘\'}e‘, al cambla el pHdel hr
medio externo, con una tendencia a ser més eficiente en pHs basicos, Al disminufr el pH -
de la solucién hiposmética de 7.4 a 6.0 se redujo ligeramente la eficiencia e":’proceig,‘f)' '
de DRV. A pHs mds bdsicos, se puede ob'ser\}ér'qdve‘ el_procesbﬁé’ regulaci ;

muestra.i-
una aceleracidn. :

También se ha descrito en diversos tipos celulares de verﬁebrédo
hacia la alcalinidad, excepto para eritrocitos (Hoffman, 1988)., Po
recientes que también describen mecanismos reguladores para'r

sta tendencia

20r O—O pHEO . ©
K .O-—-O pH 7.4
1.8, ComATA pHBOT S
e . A—ApHSO i
. : \ . AP L .
16 LY

Volumen Relativo’

108t

.lF]gura 4. Efecto del pH sobre ol DRV en qélﬁlas granulares, La ré‘gqlacién del volumen sa midib en un medio

! hiposmético 50% en los pHs Indicados. Los fesultados’se expresan como volJu.men relativo considerandé) él
volumen celular en condiciones isosméticas como 1. Los valotes son el p de 4/8 +EE.
i Cuando el error estandar no se mueslira es menor que el lamaiio 'f"’ fos simbolos.




4.1.9 Rogulacién dsl Velumen @@ﬂ@ﬂm eomo m@g I tomperatura.

El efecto de la ienﬁpeféfu‘ﬁa ok
bifasico. Dentro del Intervalo estudi
inhibicién de la regutacién de volume

de DRV en células granulares fue
':an: ‘quie hay una marcada
&G, con un incremento entre los
30°C'y un segundo incremento de los

30°- 40°C. i

El proceso de reguléci{

fue dép.e:ridien't‘e de la temperatura
s6lo en un intervalo que va.de '

como se'muestra en la figura 5.

80 r

_Volumen Relativo (%)
o
&)

[0} " 2 Il L ‘ 2 — ——

5 10 15 20 25 30 35 - 40

Temgperatura (°C)

Flgura 5. Efecto de la temperalura sobte el DRV en células granulares. La regufacion del Zt;lzﬁ;r;:t{zerlgll?vlz
en un medio hipasmatico 50% alastemperaturas xn_dmada}s: Los resultados se expresan comI e
considerando al volumen celular en confiiclones isosmblicas como 1. Los valores _sor:j el;jps o
experimentos + E.E. Cuando el error estandar no se muestra es menor que el tamano de R
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Flujos transmembranales de osmolitos inorganicos: K' y CI' durante el proceso
de DRV.

Los flujos transmembranales de los iones que paricipan en la regulacidn del '
volumen pueden tener lugar a través de dos mecanismos generales: ‘

i) Por medio de tranksporiadores electroneutros

ity Par medib,dé;qa-g‘ p»trroqondugtpres.

Para dilucidar si los ﬂujo‘s‘tr.ahsme'mbranales activados por hinchamiento estan
mediados por un transportador o por un canal, tanto la selectividad iénica como la
sensibilidad farmacolégica a inhibidores especificos de transportadores y canales,
fueron utilizadas como herramientas para discriminar entre ambas posibilidades.

Participacidn de {os transportadores electroneutros en la movilizacién de K'y el
cr. -

Para el K* y el CI' han sido descritos esenciaimente dos tipos de
transportadores: los cotransportadares de K*-Cl sensibles a furosemida y abumetanida
y asociados a los mecanismos de regulacién de volumen en algunas células (Hoffman
y Simonsen, 1989), y el cotransportador de Na*-K*-CI', '

En general, estos transportadores comparten propiedades similares en cualquier
tipo celular y se caracterizan principalmente por ser notablemente dependientes de la
temperatura, del cloro y de energfa. Las diferencias en la cinética del transporte de
solutos v el efecto de los inhibidores con cierta especificidad permite discriminar entre
un mecanismo de liberacién de osmolitos mediado por fransportadores y uno mediado
par canales idnicos.



Selectividad l6nica.

Los tra_nsportadores; como ya. se menciond, muestran una alta especificidad
para el cloro, al contrario de lo que ocurre en los canales, cuya selectividad por el
cloro puede ser comparativamente l;éja.’Siguiendd este razonamiento, si durante el
choque osmético se ”exponez_,a"lgs‘”éélulas en un- medio sin .cloro exiracelular, la
modificacién en el proceso de regulacién serd una medida de Ia funcién de los
transportadores covm’o ':mec?ahi#rf‘lé' dé_‘deIiizaciéri de pqta'sidy‘éloro_durante el DRV,

Los resultados de este QSiQdiQ:_ihjs'tr"ados;en"la_Figqra*ié'fn_os'_trérbh claramente
que en ausencia de cloro extracelular, no se ‘afecté el proceso. DRV en células

granulares, ..

o e—g -ShCloro .

18l ~ 0—0 control. -
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Flgura 6. Electo de la ausencia de cloro extracelular en la regulacién da volumen en’células granulares. La
- ragulacién de volumen se midid en un medio hiposmélico 50% en e} que sé reemplazo N;\CI GO mM por una
concentracién equimolar do NaCl 60 mM. Los resultados se expresan como volumen relalivo consldarando al
volumen celular en condicionos Isosméticas como 1. Los valores son el promedio de 4-8 experimentos + E.E.

Cuando ol efror estindar no se muestra es menor que el tamario de los simbolos.
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Farmacologia.

Otro enfoque experlmental utilizado para examinar la participacion de
transportadores durante \ 'es el uso. de lnhlbldores especificos, La bumetanida,
que es un inhibidor muy:selectlvo del cotransponador tampoco afectd el DRV a una
concentracion mayor. de 50 'uM como puede observarse en. la figura 7.

22 ¢ L
‘ : - : A=A Control
20 % oo . - e Q-0 .. Bumetanida
. ‘ ) O0—0 ryrosemida
[}
2
]
-a
0@
[~
)
g
3
o
>
i Tiempo [ min ] it
Figura 7, Efecto de la bumetamida y fa furosemida en la regulacién de vol men e'n'celulas lares. La

regulacion de volumen se midid como se describid en Malerial y Métodos. Los tesunados sa expresan come
el porcentaje de recuperacion del volumen celular entre el minuto 1°(volumen méximo) y el minuto 15, Los
valores son el promedio + E.E. de 4.8 experimentos. Los asteriscos. indican diferencias’ estad!slfcamenle
significativas con respecto al conirol: *P< 0.01; **P<0.001 (i de Student).-

Estos resultados tampoco favorecen la participacién dél

otransp rtador‘durante

de inhibidores de estos canales sobre la regulacmn del volume celular y el"efecto de‘
la gramicidina.
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Efecto de fa Gramicidina. ‘ |

La posibilidad de que los flujos de K' y cr acnvados durante la regulacién del
volumen ocurran a través de vias electrodufuswas mdependlentes fue mvestlgada ’
utilizando el |onoforo catlonlco gramncndma 5

La gramlmdma es un antlblohco que. forma un; canal a. traves de Ias membranas
bioldgicas, especnﬁco para el transporte de catlon s monovalentes’ c’om' 3 el Na* yel
K'. Estos experlmentos fueron llevados a cabo n: edlo.,hlposmotlco que contema :
colina, que es un cation: lmpermeable en vez de sodi extracélular ‘de modo ‘que la-
gramicidina en estas condiciones mcrementarla ‘selectivamente los ﬂu;os de K+ enla
direccién del gradlente de concentracién. . 8 i

La grafica 8 muestra el efecto de Ia gramlcndma en condtcnones lsosmotlcas e
huposmohcas : 2 RIS

-‘a—o Hyposmotlco i
L O~—O + Gramxcrdmrh S Ty

o A—A lsosmotloa _
Y==Y.t Gromicidino.’

.Volumen Relatlvo

8 12 16

Tlempoj min ] -

Flgura 8, Efecla de la gramicidina sobre el DRV en células granulares. La regulacién del volumen se midié en
un medio hiposmético 50% en el cual se agregd gramicidina, Los resultados se expi como volumen relalivo
considerando ai volumen celular en condiciones isosm'alicas como 1. Los valores son el promedio de 4/8
experimenlos + E.E. Cuando el error esl'andar no se muestra es menor que el lamafio da los simbolos.
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Este experimento permite sacar varias conclusiones. Primeramente, se puede
apreciar que en condiciones isosméticas practicamente no hubo modificacién alguna
en el volumen celular, es decir, cuando se abre una via selectiva para el potasio,
aparentemente no hay un aumento en el flujo del potasio. Este resultado puede
interpretarse considerando que el eflujo de cloro esta restringido en estas condiciones
y aunque se provea una via de expulsién especffica para el potasio, no hay un
movimiento neto en la direccién de su gradiente de concentracion, ya que no puede _
movilizarse si no hay un flujo paralelo de cloro. Es posible que atn en presencna de,
la gramicidina el volumen celular no se modifique notablemente dado que el potasnof
tenderia a salir s6lo ligeramente ya que se encuentra muy cerca del equmbno respecto‘ :
al potencial de membrana,

Cuando las células son expuestés aun choque hip‘os'métivéo con gramicidina, fo
que se observa es una marcada aceleracion en el proceso de regulacién del volumen
celular, que va muchd més all4 del control y que restaura el volumen celular en un
100%. Esta observacién indica que a través de la vfa catidnica abierta por la
gramicidina en condiciones hiposméticas hay una salida importante de potasio junto
con el cloro, cuya permeabilidad ya no esta limitada en estas condiciones. i

Este efecto acelerador de la gramicidina en condiciones_ hiposméticas sugiere
que la via abierta por hiposmolaridad produce un cambio notable en la permeabilidad
de fa membrana al cloro, lo cual, junto con lo observado eh‘cc‘)hdic'iones isosméticas
lleva a suponer que la permeabilidad al cloro en estas condiciones es relativamente
baja y se ve drasticamente incrementada como consecuencia del hinchamiento celular,
de tal forma que ahora el proceso de regulacién depende de la velocidad con la que
sale el potasio y el cloro sigue pasivamente al potasio.

Finalmente, es de notarse que esta observacidn también apoya la idea de que

efectivamente los flujos correctores de los osmolitos K* y CI' activados por
hiposmolaridad ocurren a través de dos vias separadas pero interdependientes.
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Participacién de vias electroconductivas en la ‘méyilivz_aéyi‘én'de Ky CF,

Los experimentos descritos a comiriuac‘:id vieron encaminados a examinar
el efecto de inhibidores de canales de potasxo y:cloro; en vista de que los resuliados

anteriores apoyan la participacién de vias electrodnfusnvas en la fiberacién de estos
osmohtos morgémcos .

Efecfo de inhibldores de canales de K* d'dlrante el procesa DVA.

Para examinar la participacién de canales de potasio, se investigé la accién de
antagonistas de estos canales durante el DRV. Estos fueron el TEA (tetraetilamonio),
la 4AP (4-aminopiridina), y la quinidina, farmacos que inhiben canales de potasio
activados por despolarizacién. También se investigé el efecto de los iones cesio y
bario. En la figura 9 se puede observar que e} TEA, el Cs, y et Ba no tuvieron ningdn
efecto inhibitorio sobre la regulacién del volumen celular, mientras que la quinidina
inhibid solo ligeramente el proceso de DRV cuando fue utilizada a una concentracién

de 600uM. La 4AP tuvo un efecto irregular incrementando ligeramente la eficacia del
proceso de regulacion.
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Figura 9. Eleclo del barlo, TEA, 4AP (A} y quinidina {B) en Ja regulacién de volumen en células grnnuhm
Ln rugulacnbn do vclumcn so midid en presoncia do Ba [SmLd), TEA {tmid], 4AP {1 mhy), y quinidina a lns

das. Los rosuftados so oxp 1 como volumon rolativo considerando al volumen calular
on condlciones Isosmblicas como 1. Los valores son ol piomedio do 4-8 cxpcnmomo, + E.E. Cuando ol ertor
esthndar no So muosira ¢s monor quo ¢l tamadio da los shmbolos,
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Efecta de inhibid"orevé'd,é canales de CI" durante el proceso,dé DRV.

EI efecto de bloqueado‘ 6 de cloro sobre el proceso de DRV- fue
evaluado utlhzando los sxgunen i 1DS d|p1r|damol &cido niflimico, DPC -
y 9AC En Ia fgura 10 se'observa el efecto de’ cada uno de estos inhibidores.
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Flgura 10. Efecto del dipiridamol, DIDS y acido niflimico en 1a regulacion de volumen en células granulares,
Los resultados se expresan como el porcentaje de recuperacion del volumen celular entre el minulo 1 {volumen
méximo) y el minuto 15. Los valores son el promedio + E.E. de 4-B experimenlos. Los asleriscos indican
diferencias esladisticamente significativas con respecto al control; *P< 0.01; **P<0,001 (t de Student).

El 4cido niflimico, el DIDS y el dlpmdamol mostraron un efecto mhlbuono sobre
el DRV. E écldo nifiiimico fue el inhibidor més -potente. La regulacnén del volumen

celular se inhibl6 hasta en un 60% a una concentracién de 300 uM Los lnhlbldores
9AC y DPC no tuvieron efecto sobre la regulacién. : , .
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Selectividad de las vias que movilizan a los osmolitos.

Paradigma Experimental.

Para estudiar el DRV en neuronas en cultivo, el paradigma experimental
utilizado en el presente trabajo se basa en el cardcter difusional de la liberacién de
osmolitos, en la que la direccién de flujos transmembranales activados durante ef -
proceso regulador, esta condicionada Unicamente por el gradiehte de concentracién
Bajo estas condiciones, el paradigma expenmental utlhzado cont|ene las ssgmentes
hipbtesis de trabajo: Sl

A) Sustituyendo al potasio por diferentes cationes y al clor -por. diferent anlnones
se puede investigar ia especificidad de las vias de permeamén del potasio. y 4el cloro
y su interdependencia durante el proceso de DRV. o B

B) Sise aumenta la concentracién de un ién permeable a esta via por encima de la
concentracién intracelular en el momento de la activacién de ia via por el aumento en
ef volumen celular, la entrada del compuesto permeable puede ser suficientemente
rapida para.compensar la salida de osmolitos y se observara una inhibicién de la
regulacién. Si el soluto no es movilizado por esta via entonces e] DRV ocurrira
normalmente. La eficacia como inhibidor puede ser una medida de la permeabilidad
del soluto examinado.

C) Bajo las mismas premisas, es decir, considerando que los flujos de aminoacidos
a través de la via activada por un aumento en el volumen celular estén determinados
Unicamente por el gradiente de concentracién, se examiné el efecto de incrementar las
concentraciones extracelulares de aminodcidos por encima de los niveles intracelulares
sobre la recuperacién del volumen a fin de determinar la selectividad del mecanismo
de transporte activado por el cambio en volumen. Si el soluto de interés es capaz de
utilizar esta via activada por hiposmolaridad, entonces la pérdida de osmolitos internos
se vera compensada por la entrada de este soluto y el DRV resuitara inhibido.
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Selectividad de las vias que movilizan al K* y al CI".

Con objeto de investigar 1a selectividad de las vias elecirodifusivas activadas por
hiposmolaridad en la liberacién de los osmolitos inorgénicos K*y CI', se estudio la
permeabilidad a cationes y a aniones analizando el efecto de la sustitucion de Na*y
Cr' por diferentes cationes y aniones respectivamente, en medios hiposméticos, sobre
el DRV. Al remplazar el sodio y el cloro por aniones y cationes que sean capaces de
permear a través de esta via activada por hiposmolaridad, |a eficiencia del proceso
regulador del volumen (DRV) disminuira como consecuencia de la entrada de los iones
que sean permeables al interior celular y que por lo tanto, contrarrestarén el eflujo de
osmoefectores y de agua osméticamente obligada.

Permeabilidad a Cationes.

Para invesfigar la permeabilidad a cationes, todos los ca&:ones exammados se
utilizaron como sales de- cloruro remplazandOfaI NaCl La flgura 11 muestra los
resultados de estos expenmentos : - BN
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Flgura 11. Eraclo gel remplazo de cationes an la regulacién do volumen en células

* granulgres. La regulacién de volumen se midié on un medio hiposmético 50% on el quo
se rgemplazé NaCl (60 mM] por una concentracién equimolar de sales de cloruro do
colina, glucosamina, TRIS, litio, potasio o rubidio, Los resultados se expresan como
volumen relativo considerando al volumen celular en condiciones Isosméticas como 1.
 Los valores son of promedio de 4-8 experimenlos + E.E. Cuando ol error estdndar no se
muesira es menor que el tamario de los simbolos.
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Como se puede observar, no hubo ningiin efecto significativo sobre el proceso
de DRV al remplazar e! sodio por colina, glucosamina, TRIS & litio. Sin embargo,
cuando el sodio fue remplazado por potasio, se observa claramente una mhxblcxén del
procesc DVR al igual gue con su andlogo esiructural, el rubidio (Ro), 2o
indlezn gus os Gricos cationas qus son permeehies & iz
hincnanvenic son e Ky ef Rb, Asf, se pusde decii gue fa vin et ¢
pata poingic,

Los experimentos que £2 descitban a condinua
' -acidad dc oires anicnes, ademss ds!
2l polasio dura ue! regulacidn def volt
=8 aniorz'zs en esia vig s9 ilustra en =
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Y porloiznio, sohca
E! cicre parecs sof e mads permeatie va qus no uélo Inle
observa un hinchiamianio secundario
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Selectividad de las vias que movilizan a los aminoacidos.

En esta serie de experimentos, también se investig6 la permeabilidad de
diversos aminoacidos a la via activada por hinchamiento bajo el mismo modelo.
experimental utilizado para aniones y cationes. Esto se hizo analizando el efecto de
concentraciones extracelulares crecientes de tres grupos de aminodcidos (neutros,
4cidos y bésicos) sobre el DRV cuando en un medio hiposmdtico se abre la via de
permeabilidad a estos gminoécidos. '

Los aminoacidos investigados fueron aminoacidos bésicos: lisina y arginina;
_ aminoécidos Acidos: acido glutamico y écido aspértico tanto como sales de potasio
como de sodio, y amino4cidos neutros: glicina, alanina, taurina, glutamina y GABA a
diferentes concentraciones extracelulares: 30 mM, 60 mM, 90 mM y 120 mM. En la
figura 13 se resume el efecto de estos osmolitos sobre la regulacién del volumen
celular en este tipo celular, a una concentracién de 90 mM. ‘
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Flgura 13, Electo de los dminodcidos en la regulacién de vol en células gi : La regulacién de
volumen se midié on un medio hiposmético 50% conteniendo tauring, glicing, lising, arginina (A}, GABA,

glutamina 6 glutamato (B) en una concentracién do 90 mM. Los medios isosmélico ¢ hiposmélice se prepararon
: i o Indiead \
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La naturaleza difusional " de - los - flujos de aminodcidos activados por
hiposmolaridad se confirmé en esta serie de experimentos. Las caracteristicas de
permeabilidad de esta via se pudieron determinar analizando su eficacia para bloquear
la regulacién del volumen celular. De’ este modo, las diferencias encontradas en la
habilidad de cada aminoécido para bloquear el DRV reflejan su facilidad para entrar a
la célula por esta via abierta por hlposmolandad

Con objeto de evaluar la permeabilidad relativa de los amino&cidos, los
experimentos se hicieron en presencia de cuatro concentraciones de estos: a 30 mM,
60 mM, 80 mM y 120 mM. Se considera que existe una relacién indirectamente
proporcional en la que una mayor regulacién del volumen celular indicara una menor
permeabilidad del aminoAcido a la via activada por hiposmolaridad. En el caso de los.
amino4cidos neutros los resuitados obtenidos muestran que tanto la glicina como fa
taurina, seguidos de alanina, son los osmolitos més permeables en tanto que inhiben
mas el proceso DRV, Por otra parte, la glutamina fue la menos eficiente en bloquear
la regulacién del volumen celular. El curso temporal del DRV en presencia del GABA
indica que este aminoécido no es muy eficiente para inhibir la regulacién ya que la
primera parte del proceso que es la més importante, no se afectd en presencia del
GABA. No obstante, si inhibié marcadamente en la segunda fase del proceso regulador.
Estos resultados indican que en principio todos los amino4cidos neutros examinados
son permeables por esta via, y que el orden de permeabilidad es Gly > Tau > Ala >
GABA.

Por ofra parte, los aminoécidos basicos, lisina y arginina, no disminuyeron la
eficiencia del proceso de DRV sino por el contrario, tuvieron un efecto notorio sobre el
aumento del volumen celular, acelerando a respuesta regulatoria. Como se aprecia en
la figura 13, cuando las células son expuestas a estos amino4cidos bésicos no se
hinchan igual que el control, lo cual podria indicar que posnblemente los aminodacidos
son permeables en condiciones isosméticas.

Finalmente, los aminoacidos acidos bloquearon el proceso de DRV sélo cuando
fueron utilizados como sales de potasio pero no tuvieron efecto como sales de sodio, ‘
resultado que confirma las observaciones de la figura 11, es decir, que la via sélo es
permeable al potasio y que en presencia de un i6n impermeable como el sodio como
catién acompanante, los amino4cidos 4cidos (aniones) no pueden permear através de
la via.
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DISCUSION GENERAL.

Los resultados de este trabajo muestran que la regulacién del volumen celular
es una caracteristica que se presenta en neuronas al igual que en la gran mayoria de
tipos celulares estudiados hasta la fecha. 1.os procesos involucrados en el proceso de
DRV en las neuronas, implican la activacion de vias de permeabilidad transmembranal
por medijo de {as cuales hay un eflujo pasivo de osmolitos intracelulares tanto organicos
como inorgénicos. Dentro de los osmolitos inorganicos, el potasio y el cloro participan
activamente, movilizdndose en respuesta al incremento en el volumen celular,
movilizacién que puede efectluarse a través de dos vias basicamente: a través de
cotransportadores electroneutros o intercambiadores, o bien, a través de vias
electrodifusivas o canales especificos para cada ién. '

Las evidencias, obtenidas en este trabajo en contra de la participacién de los
cotransportadores en el DRV incluye por una parte su insensibilidad a bumetanida y
furosemida, que son dos inhibidores muy potentes del cotransportadbr K*-Cl', y por otra,
su independencia de cloro, una observacion contraria a la rigurosa dependencia de este
anién que caracteriza a los cotransportadores. Los resultados de este trabajo en
conjunto sefalan que los mecanismos béasicos en el transporte transmembranal de
jones asociados al proceso de DRV en neuronas implican la activacién de canales. Los
resultados experimentales que apuntan en esta direccién son esenciaimente el curso
temporal del proceso regulatorio, el efecto de la gramicidina y la sensibilidad
farmacolégica det fendmeno de regulacidn.

Se sabe que, en general, cuando los canales son los que estan involucrédos en
el proceso fegulatorio, su curso temporal es relativamente répido, del orden de niinutos;
mientras que cuando los cotransportadores son los responsables de la regulacién del
volumen celular, el curso temporal dura varias horas (Cala, 1890). De acue’rdo con estb,
la duracién de! proceso de regulacion del volumen es las neuronas observado en este
trabajo, sugiere la participacion de canales como mecanismo de Vmorvili.’zaciér'l de los
- osmolitos. o
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La ausencia de un cambio en el volumen celular en presencia de gramicidina en
condiciones isosméticas Indica que la permeabilidad al cloro esta restringida, ya que
-al inducirse la formacién de un canal artificial con el ionéforo que provoca un eflujo
masivo de potasio, se esperaria una reduccién en el volumen celular, Como esto no
ocurre, se puede considerar que la permeabilidad al cloro es muy baja, lo que restringe
la salida de potasio por ausencia de un i6n acompaiante. En cambio, en condiciones
hiposméticas el proceso de regulacién de volumen se acelera muy notablememnie en
presencia de gramicidina lo que indica que en esta situacién, |a permeabilidad al cloro
ha aumentado considerablemente, de tal manera que ahora la permeabilidad al potasio
como catibn acompaiiante, es el paso fimitante de la velocidad de regulacién de
volumen celular. Al abrirse: iuna via alterna de permeabilidad al potasio con la
gramicidina, el proceso de regulamén se acelera,

En este trabajo se obtuvieron también resultados acerca de las caracterfsticas
de permeabilidad de Igs vias catiénicas y aniénicas que se activan durante el DRV. Los
datos muestran que la via catidnica es altamente especifica para el potasio (y el rubidio,
aunque éste Ultimo es irrelevante fisiolégicamente), Esto indica que la vfa activada por
hiposmolaridad es permeable exclusivamente al potasio, si bien es insensible a varios
bloqueadores de canales de potasio utilizados. En otros tipos celulares, se sabe que
el uso de inhibidores de canales de potasio tiene un notable efecto inhibitorio en la
regulacion del volumen celular (Hoffmann y Simonsen, 1990; Sénchez-Olea, et. al.,
1993). Sin embargo, en células granulares el efecto de estos farmacos fue mucho
menos potente sobre el proceso de DRV, aln cuando las concentraciones utilizadas
fueron relativamente altas. Sélo la quinidina tuvo un ligero efecto inhibidor sobre la
reguiacién, hecho que héria suponer que los flujos de potasio ocurren a través de un
canal insensible a las drogas utilizadas o que podria tratarse de un canal distinto a los
ya caracterizados. También podria estar indicando que la permeabilidad al potasio no
se activa ni cambia en este proceso, sino que el potasio sigue al cloro pasivamente, En
este sentido, como ya se menciond, el cambio en la permeabilidad membranai al cloro,
serfa un evento fundamental o primario en la regulacién del volumen celular.

La via aniénica resulté ser poco selectiva, contrastando con las caracter/sticas

de la via catiénica, ya que un gran nimero de aniones pueden pasar por esta viay.
servir de ion acompafante del potasio. Los experimentos del remplazo de varios
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aniones que sirvieron como ion acompanante del potasio, muestran que el orden de
permeabilidad es el siguiente: Cloruro > Benzoato > loduro >'Nitrato > Tiocionato =
Sulfato. El gluconato es practicamente impermeable, lo que confirma estudios anteriores
en el sistema nervioso, ’

La via aniénica, por otra parte, fue sensible a varios fArmacos como el 4cido
niflimico, el dipiridamol y el DIDS. Se sabe que éstos bloquean el intercambiador
aniénico (Falke y Chan, 1986a-c). Es posible entonces que estas drogas estén
actuando a nivel del componente de canal de cloro de algun tipo de intercambiador. No
obstante, la participacién de un intercambiador parece poco probable ya que en
experimentos en los que se analiza el DRV remplazando el cloro extracelular por otro
anién impermeable, no se modifica el proceso regulatorio ni en magnitud ni en el curso
temporal, La magnitud de la inhibicién observada sugiere la participacién de canales
neuronales menos sensibles a las drogas comunmente usadas como inhibidores de
canales aniénicos o que hay otros mecanismos responsables de! proceso DRV, ya que
el efecto de estos farmacos no inhibi6 la regulacién a! 100%.

En cuanto al estudio de las caracteristicas de la via a través de la cual se
movilizan ciertos osmolitos orgénicos como los aminodcidos, se confirmaron
observaciones preliminares sobre el eflujo de aminodcidos durante DRV, donde se
habfa senalado que esta respuesta de liberacién ‘de aminodcidos en condiciones
hiposméticas es por medio de una via difusional en que la fué'[za impulsora es
Unicamente el gradiente de concentracién. La via activada por hinchamiento presenta
un amplio espectro de permeabilidad a los amino&cidos neutros y &cidos, pero que
excluye a amino&cidos bdsicos. Los amino&cidos neutros con grupos R pequeiios
fienen mayor permeabilidad que los de grupo R mayores con el siguiente orden de
permeabilidad: Gly > Tau > Ala > GABA. La inhibicién por el 4cido nifldmico, el DIDS,

etc.,, sugiere que la via de permeabilidad puede sér un canal de cloro. Estos. :";

aminoacidos son posiblemente los que se movilizan durante el proceso regulador del
volumen y son los mas permeables a través de la via que se activa durante .la
regulacién. ‘

Es importante sefialar que estos resultados se correlacionan directamente con
los derivados de experimentos de liberacién in vitro en los que se demuestra que existe
un incremento en la salida de los aminoé&cidos en respuesta a hiposmolaridad, con un
umbral de liberacién correspondiente a las caracteristicas de permeabilidad observadas
en este estudio. Es decir, los amino&cidos que se liberan mas facilmente son los que-
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mostraron mayor permeabilidad a través de la via que se abre durante el hinchamiento.

lgualmente se observa esta correlacién en experimentos realizados in vivo, en los que'
una candicién de hiponatremia induce ia disminucion de los niveles de los aminoécidos
que son mAas permeables como la taurina el glutamato (Verbalis y Gullans, 1991;
Sterns, et. al., 1993), en tanto que la glutamina, poco permeable, es menos reactiva

como osmolito en esta condicién a pesar de que esta presente en aitas
concentraciones. ’

Entre fos csmolitos orgéanicos, los aminodcidos pueden tener un papel muy
importante en fa regulacion del volumen celular en fas neuronas. En las neuronas
granulares del cerebelo los aminoécidos libres que estan presentes en concentraciones
elevadas son son el acido glutdmico, el &cido aspartico, la glutamina, la tauring, la
glicina y la alanina, y en conjunto constituyen aproximadamente un 82-85% de la poza

intracelular de aminoAcidas libres totales, representando una concentracién intracelutar
de 108 mM. -

La funcién de los aminoAcidos libres como osmolitos puede ser de particular
importancia en las neuronas. Dado el papel fundamental que juegan ciertos iones
inorgénicos como el potasio y el cloro en estas células, si las neuronas tienen esta
capacidad de regular su volumen ceiular, resulta l6gico pensar que la realizen a
travNies de mecanismos que involucren la pariciapcién de osmolitos orgénicos
preferentemente. Por ello, los aminoacidos libres cuya poza intracelular es
relativamente alta, resultan ser buenos candidatos para ser considerados como
moléculas osmoefectoras en células del tejido cerebral.
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CONCLUSIONES.

1) Las neuronas granulares del cerebelo en cultivo presentan un decremento
regulador de volumen después de que su volumen ha aumentado por exposicién a
soluciones hiposmadticas.

2)  En condiciones isosmaticas la permeabilidad ai cloro de las neuronas es baja.
Durante el DRV se incrementa notablemente y la permeabilidad al potasio se vuelve
el factor limitante del proceso regulador.

3) Durante el proceso de DRV que exhiben las neuronas en cuitivo, los flujos
activados de potasio y cloro parecen ocurrir a través de canales idnicos y no de

transportadores.

4) Lavia catidnica-que se activa durante et DRV es especifica para el potasio. La via

aniénica es mucho menos especifica, permitiendo el paso de aniones con el siguiente - )

orden de permeabilidad: Cloruro > Benzoato > loduro > Nitrato > Tiocionato = Sulfato.
5) El movimiento transmembranal de amino&cidos sensible a volumen se encuentra
dirigido por el gradiente de concentracién Unicamente del aminoacido que sirva como
osmoefector.

6) El mecanismo de transporte que es activado por un aumento en el volumen celular
permite la movilizacién de aminodcidos neutros y de aminoécidos 4cidos. Esta via no

reconoce a aminodcidos basicos.

7) Los inhibidores de canales de cloro tienen un potente efecto inhibidor sobre el DRV,
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