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1 N T R o D u e e 1 o N. 

La Membrana Celular. 

. . 

Toda·s las célul~s de.los organismos. estan delimitadas en su superficie por una 

membrana plasmática, mientras que el citosol está surcado por membranas del retículo 
," ··,._ ' . . .. 

endoplásmico, de .. tal manera que el volumen celular total está dividido en el citosol y 
la fase interstici~I o l~rninal (Scheeler, 1990). La membrana cel~lar participa 

activamente en el intercambio de material entre el citosol y su medio ambiente. 

La imagen ~ctual de la membrana como estructura integral se aproxima a un· 

mosaico flu.ído.de lfpidos y proteínas (Mathews, et. al., 1990). be. acuerdo a un gran 

número de estudios bioquímicos y análisis de microscopía electrónica, éste es el 

modelo más consistente y el que mejor explica la estructura y función de la membrana 

y fue propuesto por S. J. Singer y G. Nicholson en 1981, según el cual en la bicapa 

lipídica las proteínas y los lípidos de la membrana estan distribuídos asimétricamente 

en las caras interna y _l3xterna de la membrana. En muchos tipos celulares, las 

proteína~ de la cara interna están ancladas por una red del citoesqueleto constituída 

por microtúbulos y filamentos. Muchas veces, estas proteínas de membrana pueden 

ser parte de transportadores o constituír complejos macromoleculares formando 

i . canales. Por otra parte, en la cara externa de la membrana hay cadenas de 

carbohidratos asociadas a proteínas y lípidos que juegan un papel importante en una 

gran diversidad de funciones, entre las cuales destacan el mantenimiento de la 

organización membrana{ el transporte transmembranal y las propiedades antigénicas. 

·¡ 
1 

..J 

l'!I 

- · 1 - .. ~ : _ ' 

Transporte a tr~ves'cl~ 1a'Mernbrana Celular. 

Las células son sisternas termodinámicamente abiertos, es decir, sistemas que 

intercambian energía y.materia con ·eLmedio. circundante. _Las moléculas pueden ser 

transportadas a través de la membrana celular por varios mecanismos, entre los cuales 

destacan el transporte pasivo, la difusión facilitada, el tran~pórte activo, y el transporte 

en masa (endocitosis). El 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 preferentemente unirse a macromoléculas de una cara de la 

membran~ más 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 acompañan de un ión de signo opuesto o de la expulsión de 

uno de igual .carga. Por último, la existencia de procesos termodinámicamente 

favorables que estan acoplados al transporte membrana!, provoca que ciertas 

sustancias puedan ser transportadas hacia adentro de la célula o hacia afuera aún en 

contra de su gradiente de concentración. Se encuentra, por ejemplo .. que· la gran 

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

tiempo que exportan iones de sodio al exterior, aún cuando la concentración de pota~io. 

en el interior es mucho más alta que en el fluídoextracelular y que la concentración 

interna de sodio es mucho menor con respecto al exterior celular. 

Transporte Pasivo de Sustancias a través de la Membrana. 

El transporte pasivo denota el movimienh?·de qualquier moléculaatrávés dt:¡ la 

membrana no asociado a una actividad rnetabÓIÍÓ~·,<Jqufmica~ Este.fránsfto es regulado 

por el gradiente de concentración del ,solut6·'~'.tr~vés de lél membrana y por la relación 

fisicoquímica entre la membrana y l1a~~st~~~f~ ~d-E;int~o y afuera de·.la célula. Este 

proceso terminará cuando la concerÍt~aciÓhdeF~~IÚ.tosea la misma a ambos ladosde 

la membrana. Las membranas bio!Ógicas, eh el casode moléculas no cargadas, son 

selectivamente permeables. Las rnoléculasde agua están moviéndose contínüamenteí . 

hacia adentro y hacia afuera de la membrana plasmática sin que exist~ un i-riovi~iento 
neto de la' misma. Cuando existe una diferencia de concentración deí sÓlut~s ~rifreél 
interior y el exterior de la célula, el flujo de agua puede ~er mayofh~ciaLriadi~·~cción, · 
provocando que la célula se hinche o se encoja. .,, ;; .. '.:.;< · · 

' ~-':::. - ' :;' ,i:.:. '.-' 
. ·· .. ;~-: ::\/.:.:~:·.- : . 

El agua se mueve de una región dE:! bajaconceqtracióh w:si).1Ut
1

bsáüna región 

de alta concentración de solutos para est~bl~cer:Jn·~:qui.i\b/i~. (Morris; i 9B2). Este 

movimiento de agua (o de algún otro solvent~)' en! re~pue~ia. a LÍ~á gradiente de 

concentración de solutos se denomina ósíllosi~; · Íllien!Ías que el movimiento de 
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moléculas de soluto de una región de. mayor· concentración a una de menor 

concentración se denomina difusió11. La tuerza propÚlsora que impulsa este volumen 
~ . ; .. ' . ' ·. ¡. ,. ··'·. - ,- , - . - . , 

de agua, cuando es considerada como resultado. de lá diferencia de concentraciones 

de los solutos impermeables, ~e dono6e ¿~mo 1a'pre~iÓn osmótica y está dada por la 

diferencia de concentración de sol~tos i~~ehri~ibles, y por lo tanto, osmóticamente 

activos, en ambas caras de la membrana (Stei~, 1990). La membrana celular es 

incapaz de resistir una diferencia de presión hidrostática entre el líquido extracelular 

y el intracelular (Macknight y Leaf, 1977), por lo que la osmolaridad entre los dos 

compartimientos debe de ser la misma. Esto ocurre en condiciones isosmóticas, donde 

el volumen celular permanece constante, lo que indica que tanto la tasa de entrada de 

solutos como la salida de estos, se encuentran en un equilibrio dinámico. Sin embarg;b, 

cuando las células son expuestas a condiciones anisosmóticas, el volumen celular 

sufre variaciones de acuerdo al gradiente osmótico recién formado. Al inicio de este 

proceso, la célula se gomporta como si fuera un osmómetro perfecto, pero después se 

activan sistemas de transporte que movilizan salutes a través de la membrana y 
permiten que la osmolaridad intracelular se vuelva a alejar del equilibrio fisicoquímico 

al mismo tiempo que se restablece el volumen original. 

La cantidad de salutes que se difunden de una región a otra depende del 

gradiente de concentración existente entre el ámbiente celular externo e interno. Si el 

soluto es permeable a la membrana celular, ocurre la difusión en la dirección del 

gradiente de concentración. La capacidad de ciertas sustancias de permear a través 

de la membrana plasmática, está influída por diversos factores fisicoqu!micos, como 

el coeficiente de distribución, el tamaño molecular, la carga, etc. Por ejemplo, los 

electrolitos entran más lentamente que los no electrolitos .del mismo tamaño y los 

electrolitos fuertes entran más lentamente que los débiles; el pH. además, influye en 

el grado de ionización, por lo que la permeabilidad de los iones es también una función 

del pH. Los iones monovalentes permean más rápido que los divalentes. Su carga 

atrae moléculas de aguavecinas que se aHneanalrededor delión formando esferas 

de hidratación y entran ~ sal~~ tje lacéÍula'p~r éa.ílaíes específicos de. la mémbraná 

celular. 
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La tasa de difusión para un soluto está dada por la ecuación de Fick, que 

expresa la base cuantitativ.a de la difusión: 

dS/dt = DA 'c1 - C2 \ 

7 
donde: 

dS/dt Número de moles de soluto. 

D Coeficiente de difusión 

A Area transversal a través de la cual ocurre la difusión. 

C1 - C2 = Gradiente de concentración 

'1f 
Difusión Facilitada. 

Para muchas sustancias permeables a la membrana, el movimiento mediado por 

la simple difusión es insuficiente para las necesidades funcionales y metabólicas ,de 

la célula, por lo qué existe la necesidad de incrementarsuJasa de transpo·ii~. Pra 

gran variedad de compuestos como azúcares y aminoácidos, pasan a través.de la 
.. ··,--··' 

membrana celular hacia el interior a una tasa más alta de la que sus caractedsticas ' 

fisicoquímicas permitirían suponer; su movilización ocurre por mecli~> de ... 

transportadores. Estos son proteínas de membrana o complejos proteicos que se unen 

específicamente al soluto que transportan cambiando de conformación al transportarlo. 

Estos transportadores muestran una cinética de saturación, es decir, la tasa del 

transporte pasivo se incrementa linealmente con la diferencia de concentración hasta 

alcanzar una concentración limitante, que es aquella en la que todos los sitios activos 

estan ocupados. Exhiben, además, una cinética de inhibición competitiva por 

compuestos estructuralmente similares, así como una gran dependencia del pH. La 

función de los transportadores es también sensible a la fluidez de la membrana. 

' .. ·.... ',: - .. · ,:• :· 

Los transportadores muestran un alto grado de especificidad respecto del soluto 

que translocan, distinguiendo, por ejemplo entre dos cationes monovalentes. Algunos 
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transportadores únicamente transfieren el salute de una a otra cara de la membrana, 

y son denofTJinados Uniportadores, como en el caso del transportador de glucosa en 

eritrocitos. Existen otros sistemas de transporte en Jos cuales la transferencia del 

soluto depende de la transferencia secuencial o simultánea de un segundo soluto en . . 
la misma dirección, lo cual se realiza por medio de simportadores, cotransportadores 

o acarreadores como es el caso del transporte de metabolitos acoplados a W o a Na• 

en bacterias y en céluas animales. Estos cotra~sportadores o acarreadores transportan 

dos tipos de sustrato, generalmente un ióil y ótra molécula o ión que se unen 

simultáneamente al transportador antes de que oéurrá el cambio comformacional. 

Cuando el sustrato impulsor es transportado en I~ dirección de su gradiente de 

concentración, arrastra consigo a otro sustrato que:ácarrea en contra de su gradiente 

de concentración (Harold, 1986). 

Por otra part~, cuando ocurre un iransporte acoplado de dos solutos en 

dirección opuesta, el mecanismo involuéradcíse realiza a través de anliportadores. Un 

ejemplo clásico de este tipo de transportadores es el intercambiador,de'd-y¡..¡co3, 

esencial para la función del eritrocito. Estaprotelna transportadora)s áit~rnéríte 
selectiva. Otro ejemplo de antiportadoreses el caso de la bomhá ~a+/i<F','.}~~;,~, ' 

:;V--~>.•;.;~• O:• i~t!:(•;' 
. ;·,;'t ... ,;\:;-:·.·.-~\?¡~~-::.::::· 

Cuando el soluto que va a ser transportado conlleva una cárgai:~et~;;tanlo el 

gradiente de concentración como el grádiente ·eléctrico tótal ~ tr~v~~\Í¡:¡}Krii'.~~.~'ran~ •• 
(el potencial. de membrana) participan en su movimiento de•t~f~ódo,qu'.~·é~,fe es 

influenciado por el gradiente eléctrico. 

TransP,orte Activo. 

En ciertas circunstancias, es imprescindible que la célula sea capaz de transportar . . . ·.. .:. - . ;-

sustancias aú.n en contra de su gradielnte de concentración. Este tipo de movimiento 
- >-; .• · - -

se conoce como transporte activo. El transporte en contra de uh gradiente requiere de 

una fuente de energla, generalmente proveniente de.la hidrólisis del ATP, por medio 

de un acoplamiento transporte-hidrólisis. Un ejemplo de este tipo de transporte es la 

bomba d.e sodio-potasio, que es capaz de movilizar estos iones en condiciones de 
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gradiente muy desfavorables. 

Hay otros tipos de transporte activo que no dependen directamente del ATP como 

fuente de energía, sino que emplean su hidrólisis indirectamente. En estos casos se 

aprovecha la energía libre almacenada en ~n gradiente electroquímico alejado de su 

equilibrio. Tal .es el caso del sistema de cotransporte sodio-glucosa en el intestino 

delgado, y del cotransporte de sodio-aminoácidos, en los que el gradiente de sodio 

aporta la energía necesaria para el transporte. La gran mayoría de transportadores 

utiliza este sistema para la movilización de nutrientes. 

Regulación del Volumen Celular . 

. El mantenimientó del volumen celular es una propiedad vital en células 

a.nimales •. e~peci~lm~nte para especies acuáticas que astan expuestas en forma 

natural a cambios bruscos en la osmolaridad externa (Pasantes-Morales, et. al., 1993). 

En contraste con los animales acuáticos, en los vertebrados terrestres las variaciones 

en el fluido extracelular y contenido de solutos son controlados por el sistema. de 

regulación renal. La osmolaridad de los fluídos corporales de mamíferos es de 

aproximadamente 285 mOsm/I y se mantiene constante, mostrando sólo ligeras 

fluctuaciones que no exceden a un 3% de este valor (Hoffman y Simonsen, 1990). 

Sin embargo, en todos Josvertebnl°dÓs.t~~res¡'re¡¡ estÚdiados y bajo condiciones 

fisiológicas, se sabe que ocurren ·peqG~ñb~' ¿~rhbfos· en el volumen celular por la 

acumulación intracelular de solutos'/y~,'.~~~-~tr;~rci6s ;Jo( moléculas cargadas en el 
- ', ,;:. "." ... :-'-·_,·-.·. -~·.!····:.:.·.~;,;. ·;_'./i'.'-.-:';>:~~:': '·,··.,". 
citoplasma o durante el transporte de nutrientes:·También ·existen ligeras variaciones 

en el volumen celular dur~nt~ algurí·¿~ 6t;a~-)Gn~i~nes ·celulares, como son el 

crecimiento y Ja proliferación celÚiar;yI~s prodésos·de se'creción y de migración. 
, . ;.' '< 

En algunas patologías, sin embargo·,·ta'cismolaridad del plasma puede oscilar 

entre 220 y 350 mOsm/l lo que r~sultaría, en ausencia de propiedades de regulación 

activa en un aumento del volumen que se aproxima al 20% o bien, en una disminución 

cercana al 30% respectivamente (Macknight, 1983, 1985). En el sistema nervioso se 
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presentan condiciones patológicas en las que hay alteraciones importantes en el 

volumen celular, como durante hiponatremia e hipernatremia, isquemia y en patolotías 

que conducen al edema cerebral. Estos cambios del volumen, que son una respuesta 

típicamente osmótica, se ven contrarrestados por procesos activos de regulación que 

se inician casi inmediatamente después de que ocurre el cambio en el volumen celular. 

La regulación del volumen celular por tanto, se define como el proceso por 

medio del cual la célula es capaz de restaurar su volumen a la normalidad 

subsecuentemente al hinchamiento o al encogimiento osmótico (Cala, 1990). Estos 

mecanismos de ajuste involucran la regulación de partículas osmóticamente activas 

denominadas osmoefectores. La regulación d"el volumen es una consecuencia del flujo 

neto de solutos y el flujo de agua osmóticamente obligada. El soluto que siNa como 

efector osmótico 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 9elular d.e l,aBegulación del Volumen. 

Un gr~n':nÓrl,~f(;'ct~tip~s celulares en vertebrados son capaces de regular su 

volumen .en uri'af;ibi~hte/~rii;6~hiótico, hincháridose o encogiéndose osmóticamente, 

pero vuelven·. a ~u ~oluinen '6riginal aún con la persistencia de la condición 

anisosmótica, es decir, son~ap~ces de adaptarse a la nueva condición. Esta respuesta 

adaptativa fue caracterizada prirneramente erí el. epitelio de rana, en eritrocitos 

nucleados y en líneas celulares d~ m~~ífero,s (Hoffman, 1985). Posteriormente, se ha 

descrito lá regulación del volumerí' c~lular en una amplia gama de tipos celulares. 

Cuando las célulasson E!xpLiestas a medios de distinta osmolaridad (condiciones 

anisosmóticas) modifican.su vo!Umen inc¡ementándolo en soluciones hiposmóticas y 

reduciéndolo en condicion~s hiperosmóticas. Estos cambios de volumen, que son una 

respuesta osmótica, se veíl'contr~rrestados por procesos de regulación' activo's que se 
inician casi inmediatamente después de que ocurre el cambio en el volumen celular. 
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La regulación del volumen celular es un proceso complejo que . involucra 

diferentes aspectos:. 
', ·., .. 

1. La célula .. d~p~ •• ~;~f:~?~i~~···~~ tj~i,~9t~r·.p~.~~!º~(~,1,::~1_;~$1~q,T~r.'b~1q1~r;.·'es ·. de?ir, 
deben existir s·ensores :.qúif peré:iban el. grado de distehsión'. dá'la. membrana. o que 

.- ~· " . .-.,;¡ !~·;~~~t~:~·:,:.·tft: <~~\:,·(·~·e;,·;.:-~-~\~~:::-:;>·-~-,~--,~;;:"·~; r:.\'.;\:,·~- ::~:; ~:'~·;,:~·.;(;~·::::-::;'.~; ;_:i~;-~D:·:~;'.~>',-'; .. }'.·;·,_,. _¿.· 1_~ •• : :-_· -· • 

detecten cam,b1os ~en'.la; con.centración. d e:solu
1

tos·o···de alguna .•.• sustancia'.en· particular. 

~~ ~=,~:~::~·~f ~~:~jl~~~~~Éi;t~ii~i~~f~{~~~+~o.;1n1r~oá1"'"' 
-:~·, .· ·.:· ·': , :' ':.;.•,,·, -:.' _·, :-~-· .... 

3. Finalment~. la célula debe ser capaz de '"recordar''. =;ú:J()fo'riieh~origIAalde nuevo 

y detener -el. proceso -regulatorio cuando se alcance. e~te'Jb1Jrl}e~t(Montrose;; et. al.,. 
;.;->:-"·· 1990). 

Cuando las células son expuestas a condiciones hipercismóticas, pcúrre Una 

disminución en el volumen celular, directamente relaéio~ada con la m~gnitud ,del 

gradiente osmótico generado. Asf, cuando las células sufren un choque hipetb~~óÚ~o, 
el agua osmóticamente obligada sale de la célula, provbcando unadismin~dógen su 

volumen. Correspondientemente, ciertas células también tienen1 la habilidad de 

contrarestar estos cambios en su osmolaridad para poder recupera( sü volumen 

original, activando otros mecanismos de transporte que tienden a impulsar mimolilos 

hacia el interior celular y ésta capacidad de regulación en condiciones hiperéisrnóticas 

es lo que se conoce como Incremento Regulador del Volumen (IRVJ; 
.. .: <,'' . 

Bajo condiciones hiposmóticas, por otra parte, las células su;i~n.ihiCÍ~lmente un 

aumento rápido en el volumen celular debido a la entrada de ~güF~egGicto'de·dria 
fase de recuperación más lenta, durante la cual las células ·a\caqz~~,:~fü:.iJ~·l§r ITJUY 
cercano ¡:¡I original. Este proceso es lo que se conoce como Decreine.ntó.j;legulador 

del Volumen (DRV). Por medio de la expulsión de moléculas os~oef~~toras se 

reduce la presión osmótica intracelular, y por consiguiente, el contenido deágÚ~de las· 

células. 
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Sin embargo, al parecer la recuperación . de volumen en soluciones 

· hiperosmóticas es menos frecuente que la regulación celular. en condiciones 

hiposmóticas. La mayoría de .las células animales· exp~estas a soluciones 

hiperosmóticas, se comportan como os~ómetto~ perf~ct~{.disminuyen rápidamente .. . ,.. . .. ·. ;.,, ···,· ... - .. · ., 

su volumen 'y no muestran un p_roceso de recuperación mientras permanezcan en 
condiciones de hiperosmolaridad. · .··· 

La reouperaoión del ~olÜmen original de•pué' de ~n hin(~~i~ntO oau•ado por 
la exposición a un medio hiposmótico, ha sido descritci:~t)'.un:gr~n ~órri~ro de tipos 

ce1u1ares de órganismos terrestres: cé1u1as epite1ia1~~'(s~ck;~ et. aL, 1988), cé1u1as 

ascíticas de Ehrlich (Hoffmann, et. al., 1978), astrocÍtc)~ ~~ c~'1uvb (Olson y Holtzman, 

1982, Kimelberg, 1985, Pasantes-Morales, et. al., .1993),.eritrocitos (Kregenow, 1981, 

Cala, 1983), células MDCK (Roy y Sauvé, 1987) y linfocitos humanos (Grinstein, et. 

al., 1982). A pesar d~ que hay ciertos .tipos de células .que no tienen esta capacidad 

de regulación al ser expuestas a un choque hiposmótico como las células del túbulo 

distal de riñón de Amphiuma (Guggino, et. al., 1985), en la mayoría de los linajes 

celulares estudiados hasta la fecha, se observa la existencia de este proceso. P.9r 

consiguiente, esta c"apacidad de regulación del volumen parece ser una caraeterfstica 

que se ha conservado a todo lo largo de la escala filogenética sin irnportar él. alto 

grado de especialización que ciertos tipos celulares han alcanzado, y que ci~rtamente 
en condiciones fisiológicas no estarán expuestos. a cambios:fon brl.Íscos en su 

osmolaridad externa. 

El Decremento RegL1lador del VolttmEm C,elular. 

La respuesta se puede dividir en dbsfases: 

A) Una fase inicial de hi~8hami~rlici•?s~ólicc), enl~ que las células secornportan 

como un osmómetro perf~~ló~~··¡~d~r{ie'~1~ni~u\01üinen en función del grádiente 
osmótico al que son soíll~i\tj~~/'i \.: '.··. . . . . . . • .. ·. . ·.·. . . . 

8) Una segunda fase, más prolongada de disminución del volufrien celular o DRV, 
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cuya duración varía 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 inorgánicos y osmolitos orgánicos. 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 orgánicos 

de mayor importancia se encuentran la urea, los aminoácidos 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 azúcares y compuestos 

cuaternarios de amonio (Fugelli y Thoroed, 1986). 

En la figura 1 se esquematizan los diferentes mecanismos de transporte que 

pueden ser activados durante el proceso de regulación del vqlumen en respuesta a un 

choque hiposmótico. 

pH 
Bario DIOS • 
TEA 

. ,:'<<~'.\:~~: .. ,. !-. 

Mecanismos 'de recuperación dei?oludi~n · $e1Jior ... 

Furosemlda 
OJOS. 

~ 
\1Cl\; " .. } Amllorlda 

DIOS 

osmolllos orQ6nlcos 
(OC) 

Figura 1. Mecanismos de transporto Involucrados para la movilización do diferentes 
solutos y algunos fármacos que inhiben el funcionamiento da éstos durante.la exposicióq 
a soluciones hiposmóticas e hiperosm6ticas en una célula hipotética. " . 

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

La disminución en el contenido de potasio y de cloro intracelulares que se 

observa en células durante el DRV, implica que estos iones se liberan de la célula con 

agua osmótica. El mecanismo de expulsión d~pende del tipo celular. Por ejemplo, en 

eritrocitos de varias especies se ha descrito un sistema de cotransporte electroneutro 

K•¡cr (Mayar, 1985) así como la activación acoplada de los intercambiadores K+/H' y 

Cf"/HC03 , como en el caso de los eritrocitos de Amphiuma, donde se ha observado 

que fa salida de cloro y de potasio está mediada por la activación acoplada de los 

intercambiadores K•/H> y Cl"/HC03 .(Cala, 1980; Kregenow, 1981). En túbulos 

proximales de riñón de ratón y de conejo, la salida de potasio está asociada con 1.a 

expulsión de HC03 y no de c1·.·duíante ~I proceso de DRV (Volk y Lang, 1988). Las 

conductancias para cloroyp,ota~iocÍur~nte el DRV ocurren en diversos tipos celulares 

como en plaquetas, asC.itos:cte'_EhrHch, linfocitos, etc. El evento responsable de la 

pérdida de KCI y HP~-e{~~:;k~inentb en la conductancia del cr en la membrana . 
. ' -' ~-:,~/ ; --~<_;-~, 

En cuan!~ ~I ~~tr~hs~orte 'tr¡k•, se ha implicado en la pérdida de KCI y H2 0 pe 

eritrocitos (Lauf, 19BS) y ~sta vía es sensible al volúmen. En el caso de eritrocitos de 

pato (Mayer, 1985; LY11e y Mamarios, 1987), cuando se hinchan, estas células exhiben . . ... ,. . ; . - . .- - ' - . - . ~ . . . . 
movimientos netos de K•y cr mutuamente interdeP,éndiel1te~ yien; una proporción fija 

uno a uno. Durante el proceso d~ DRV también esiaíl jnv6lücrád~~·,~tr~s sisiemas de 

cotransporte sensibles al SITS, á amiloridá abÚlll~tcinia~'/{tÜrok'~n1itfa(l~imelberg 
y Frangakis, 1986). · .··• .···• >: r • > ' 

... ,_ ·,,'.;··.-' ,_,,. '.---· .. · .' 

.,i :_·-, .. -.,).:~·-_·,_}~-: .... , 

La participación de vías eleciroconducUvas ·(canales ióniCO~)- ~A Já ~ali da· de 

osmolitos inorgánicos es probable~ente ~I mecanismomás'·g~n.erali~ad~ f)~ra la 

expulsión de estos iones duran!~ el DRV. Los canales iÓhi6o~'sbk~'íié:bprbt~Ínas que 
. ' . : ·- .. ' • .' ·~--' '. i ' ,, ' - ·-

atraviesan la membrana gobernando el flujo iónico él travé,s'de. ésta; La direcCión y 

equilibrio eventual de este flujo está determinado rio por el c;:mal, sino por la fuerza 

electroquímica impulsora a través de la membrana. ;\lgunoS. canales fónicos son 

altamente específicos, permitiendo el paso de deterrnlnados- cationes únicamente, ya 

sea de sodio o de potasio, mientras que otrosc~nales muestran una amplia 
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- ''"'"'"'''"'""·'•',"'.''-"""-';' 

especificidad, permitiendo el. paso .de todos los cationes. El flujo de iones a través de 

los canales es pasivo, sin requeriro• de energía m.etabólica. Los canales estan 

relativamente fijos en . la mernbi~n~ forrn~ndo un poro . hidrofílico que . es . . ' .. , - ' ' . . .. . . -~ . . - . 

esteroespecífico para su susfratb fransportélbie. • 
... ,·:,. ,. •'-''.< ··.;.· ~-,: -··' •,/ ':-.·>:. - ' 

. ' : .. _ '.· '-,'.<: ~ 
,.,,·: ~; ' ;, .. 

,.,. 

Ciertos.canales tienell'lápropiedad de poderse abrir y éerrar espontáheamente, 

mientras que otros sk a~ren ~n respuesta a una señal eléctrica, quílniéá. J ;n·~~ánica; 
estos últimos son toda¡; proteínas alostéricas, que tienen dos' estados 

conformacionales relativamente estables y cada uno de ellos representa un estado 

funcional en la célula (Kan del, 1991 ). La apertura de este tipo de canales es transitoria 

en respuesta al reconocimeinto del sustrato adecuado. Los canales se distinguen unos 

de otros de acuerdo a su selectividad iónica y a los factores que controlan su apertura. 

La selectividad iónica depende de la interacción fisicoquímica entre el ión y varios 

residuos de aminoáqjdos que delimitan la pared del canal iónico, mientras que la 

apertura de un canal depende de un cambio conformacional del canal en respuesta a 

un estimulo externo, incluyendo voltaje, unión de un ligando, estiramiento o presión. 

Esta propiedad de apertwa que presentan algunos canales con una capacidad pa~a 

tr.ansportar iones e"s la base de muchas interacciones neurona-neurona, neurona­

músculo o neurona-glándula, y estas acciones dependen del potencial electrico de la 

membrana, donde la distribución adecuada de los iones es mantenida por la acción de 

bombas iónicas. 

En condiciones hiposmóticas se ha demostrado en células de Ehrlich, que se 

produce la activación de canales iónicos selectivos para potasio y cloro en linfocitos 

humanos (Grinstein, et. al., 1984) y en la vejiga urinaria de Necturus (larson y Spring, 

1984). ./ 

En general, el mecanismo utilizado para expulsar c1· o K+ determina el curso 

temporal del DRV, que será más rápido cuando participan canales gue cuando lo 

hacen los cotransportadores. 

16 



t.._é_,.,.;;, __ ~·-·· -"' -~" ._,.;.;;11uHtos Orgánicos en el DRV. 

Las células con propiedades de DRV poseen sistemas de movilización tanto de 

osmolitos orgánicos como inorgánicos, cuya actividad conjunta permiten la respuesta 

regulatoria. Sin embargo dependiendo del habitat del organismo o de la estirpe celular, 

uno u otro mecanismo puede ser preferencialmente utilizado. En [as especies rnai"inas 

por ejemplo, parece ser que los aminoácidos libres son los osmoefe:::tores de 1~·1ayor 

importancia, mientras que en células de mamíferos, la regulación inicial de vo:urnen 

se logra predominantemente por la regul2ción de flujos iónicos a través de la 

membrana, aunque también hay una contribución de osrnolitos orgé..nicos que 

complementan la respuesta regulatOíia. En invertebrados, por el contrario, el orrv' 
depende más de la salida de osmolitos orgánicos, &unc;ue por supuesto \'.:'s flujos 

iónicos complementan el proceso de DRV. Los aminoácidos como la glicina, tat.:rina 

y alanina son los principales osmolitos liberados en este proceso en algunos moluscos. 

Quizás la mayor diferencia entre vertebrados e invertebrados en el DRV radique en el 

curso temporal de movilización de los osmolitos orgánicos e inorgánicos más que en 

la contribución relativa de cada uno de ellos. 

Los tejidos excitables representan al parecer un caso particular, debido a que 

en estos los gradientes iónicos de Na• y !<+, juegan un papel c;ítico tan:o en el 

mantenimiento del potencial eléctrico como durante la generación de señales 

propagadas, por io que su movilización como osmolitos podría interferir con dicl;as 

propiedades. Es probablemente por ello, que en estos tejidos la moviliz&ción ele 

osmolitos orgánicos como son los aminoácidos libres se vea favorecida. . . 

La utilización de osmolitos orgánicos durante el DRV se encuentra ampliamente 

documentada en un gran número de preparaciones, incluyendo células de Oíganismos 

acuáticos (Pierce y Politis, 1987) y terrestres (Pasantes-Morales y Schousboe, 1988). 

Entre estos osmclitos se encuentran aminoácidos libres principalmente, {Guilles, 1979) 

poliaminas (Yamauchi, et. al., 1992) y polialcoholes como el so;bitol (Siebens y Spring, 

1989) y el inositol (Jackson y Strange, 1993). Los niveles intracelulares tanto de 

aminoácidos libres como de sorbitol e inositol se ven disminuídos en soluciones 
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hiposmóticas y se incrementan en condiciones de hiperosmolaridad. Esta disminución 

causada por un aumento en el volumen celular se acompaña de una. liberación de 

estos compuestos en el medio de incubación (Pasantes-Moral~s; et. aL; 1991), lo que 

demuestra que los aminoácidos no son metabolizados, si~o que s'on rrioviliiados hacia 

el exterior celular por algún sistema de transporte pres~ílte en la membrana que se 

activa en respuesta a la hiposmolaridad. También en células de la médula renal de 

conejo y de . rata se han identificado cuatro osmolitos orgánicos: sorbitol, 

glicerofosfocolin.~ (~P:~}, IJ.etaína y myo-inositol, que son !iberados durante el proceso 

de DRV .. 

. . . :··~:;·l:: ··-~~:;~;:.·~ 

Una. Pí.OP~rcióri: alta de, la ·paz~ intracelular .de aminoácidos libres está 

compuestá dé"i3:;riiri~~6id~~ no esenciales como alanina, glicina y taurina y se ha visto 

que contribu~~ri··'~f'pici8~}o d~ DRV, tanto en vertebrados como en invertebrados. 

Estudios reali~ados _sin .célul~s MDCK (línea derivada del riñ.ón canino) sobre la 

regulación del volumen, han demostrado que los aminoácidos: constituyen una poza 

de osmolitos muy importante en estas células, siendo su Concentración total de 

aproximadamente 65 mOsm. Después de un choque hlposmótico, se encontró que 

este contenido de á.minoácidos se redujo en un 50°/o en u~ periodo de diez minutos 

. (Banderali y Roy, 1992). En células MDCK la libera~iq·f1 de aminoácidos endógenos 

sensible a volumen se inhibe en presencia de, pfos,y:tjÜi~idina (Sánchez-Olea, et. al., 

1991); asímismo, la liberación ele sorbifol-~Jriositoí también se inhibe al usar estos .··· - ;-, .---.-,·- '·-'·"·''····. - , ... ·. 

mismos fármacos (Siebens y Spring;)992), leí tji.íe implica que el mecanismo de 

transporte puede ser u~a vra ,collÍú,n .~·10.s:ctiferentes tipos de osmolitos orgánicos 

(Sánchez-Olea, 1993). C~ahdo·lgsii'r1fábj1ci~scin incubados en soluciones hiposmóticas 

I~ concentración celular'.d~~;,,i~6á6icJ6~ libres .se reduce drásticamente. La 'mayoría 

de los aminoácidos ;e lib~'?a;~D t~~pu~st~ a .soluciones hiposmóticas en relac.ión 

directa con· el grado de.· hipoiJi,~¡'a~ict~d del medio . de incubación si bien existen 

diferencias en cuanto .a.Ía ~~h;ibllid~d.ctei'proceso para los diferentes aminoácidos. 
--_ .. _·· --~--~~:~,:·· .. '}t¿._·.:·:N_;~:::.::;·':-~¡i·:·; ··,;-:~=-r- .-:;.·-- . ·,. -. ·.. .. :·;._-,:_ , -'. < . 

. -·~ 

Entre los aminoácid<Js'c,lúe,partici~afren el. proc:esoJ~gulador",de.lvolümen, la 

taurina presenta. carad~dsti~asd8'.un;o~rh;~fe~t~r·.iªé~1''(p~~~n~e;~~of'~lé~; et. al., 

1990a). La taurina. no constituye parte de má.crómoléculas, es dedr, sfompre se le 
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encuentra en su forma libre; Con excepción de su conjugación con las sales biliares 

en el hígado, la taurina no es transformada químicamente ni participa en ninguna ruta 

m~tabólica (Jacobsen y S~iih, 1968)[ es .en este sentido inerte. Se presenta además 

en altas concentraciones ~n los tejidos, eri el orden milimolar, y posee una distribución 

prácticamente ubicua en la escala zoológica. Su carácter de zwiterión la hace 

altamente impermeable a través de la membrana celular. 

En todos los tipos celulares estudiados hasta ahora, la taurinajuntci con otros 

aminoácidos osmoefectores, es acumulada al interior celular por medio de un. 

transportador saturable .dependiente de sodio. No obstante, la participación de este 

acarreador en la liberacion de taurina sensible a volumen parece improbable ya que. 

la liberación de aminoácidos sensible al volumen es independiente de sodio y de 

temperatura, mientras que el transportador dejaría de ser funcional en estas 

condiciones (Pasante§·Morales, et. al., 1990). Por otra parte, al analizar la cinética de 

este transporte sobre la captura de taúrina en astrocitos, se observó que el 

transportador no se activa cuando hay un aumento del volumen celular, sino que sólo 

hay una ligera reducción (Sánchez-Olea, et. al., 1991), resultante quizá de. Ja 

depolarización que "se ha reportado asociada al cambio de volumen en condiciones 

hiposmóticas (Kimelberg y Kettenmann, 1990). Los estudios encaminados al análisis 

de la cinética de transporte en neuronas, señalan que las características cinéticas (Km 

y Vmax) del componente saturable de la captura que corresponde al que se liuva a 

cabo por el transportador, no se afectaron al exponer a las células a condiciones 

hipos~óticas y por consiguiente, a un hinchamiento celular pronunciado (Pasantes­

Morales y Schousboe, 1988; Schousboe et/al(1990).Est6s resultados sugieren que 

ei hinchamiento celular que induc~ la Hberación ele taurina no esta mediado por el 

transporte de alta afinidad trabajando en dirección opuesta (de salida), lo cual es 

consistente con resultados derivados de experimentos realizados en astrocilos, donde 

el hinchamiento que induce la liberación de taurina es independiente de la presencia 

de sodio en ~I medio de incubación, mientras que el transportador de tau:ina y de otros 

aminoácidos es fuertemente dependiente de sodio. (Schousboe, et. al., 1982). También 

se ha observado que la liberación de taurina es insensible a ouabafna y a la 

temperatura (Pasantes-Morales, et. al., 1990b), condiciones ambas que inhiben el 
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transportador (Schousboe, et. al., 1976). 

Además del transportador saturable de taurina, existe otro mecanismo que 

participa en. la acumuiación intra~eiuJar de este aminoácido, que es un componente 

difusional independiente de sodio y que ha sido descrito en diversas preparaciones, 

incluyen~o neuronas (Schousbcie, et. al., 1991) y astrocitos en cultivo (Schousboe, et. 

al., 1976; Larson et. al., 1986;. Sánchez-Olea, et. al., 1991). A diferencia de lo 

observado para el componente saturable, un incremento en el volumen, celular 

aumentó marcadamente la magnitud de este componente difusional. La demostración 

directa del carácter difusional del transporte de taurina durante el DRV proviene de 

experimentos en Jos que las células se exponen a concentraciones extracelularés 

crecientes de taurina, que en un momento excede la concentración intracelular, tanto 

en condiciones isosmóticas como hiposmólicas, y en un medio libre de sodio para 

inaclivar al transport~dor saturable .. Al activarse la vía de transporte en condiciones 

hiposmóticas se observa que la dirección y la magnitud de los flujos de taurina 

producidos por un aumento de volumen, se encuentran determinados por el gradiente 

de concentración para este aminoácido, ya que la célula libera o acumula taurina 

según la dirección· del gradiente de concentración, lo cual es consistente con la 

presencia de un canal durante el DRV (Sánchez-Olea, et. al., 1991, 1993). La 

evidenci<?- que sugiere la participación de una proteína en la liberación de aminoácidos 

sensible a volumen es que tanto en hepatocHos (Ballatoryy Boyer, 1992) como en 

astrocitos, la salida de taurina se ve inhibida en~ pres~ncia de N-etil-maleimida, 

comp~esto que reacciona específicamente con, los gfupós sulfihídrilos de las proteínas. 

Respecto al papel del calcio d~rantéel proces<J deDRV, ~xisten numerosos 

estudios a la fecha en los que se ha descrito que uno de los fenómenos primarios 

asociados con el incremento de volÚmen producido por condiciones hiposmóticas, es 

un aumento en los niveles de calcio intracelular (Cala, et. al.; 1986). Para ciertos tipos 

celulares, ya ha quedado establecido el papel que juega el calcio directa ó 

indirectamente en el proceso de regulación del volumen celulaí(Pi~rce, et. al., 1990) 

donde las alteraciones en la concentración intracelúlaíde calciopúeden cambiar los 

eflujos de K+ y de cr. En muchos tipos celulares, las conductancias iónicas están 
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directamente reguladas por calcio (McCarty, et. al., 1992). No obstante, el mecanismo 

de la función de calcio ¡mede.diferir de un tipo celular a otro. 

Hay sistema~ qu~ ~6 ·d~p~riden en absoluto de calcio extracelular durante el 

proceso de bRV, bbmci e~ en el caso de .las células MDCK (Banderali y Roy,. 1992), 

y en astrocitos de .r~ta en cultivo (Pasantes-Morales, et. al., 1993), mientras que en 

otros tip·os celulares el estímulo hiposmótico induce incrementos en el calcio 

intracelular que a su vez pueden o no ser dependientes del calcio extracelular. 

En algunas preparaciones celulares, la regulación del volumen se inhibe en un 

medio libre de calcio (Suzuki, et. al., 1990). También se ha.encontrado la dependenóia 

de calcio extracelular en los ascitos de Ehrlich (Christensen y Hoffmann, 1992), en las 

células del túbulo renal (Kanli, et. al., 1992) y en células epiteliales no pigmentarias 

(Civan, et. al., 1992)., El sitio de acción del calcio, puede ser directamente los canales 

de potasio activados por calcio (Hazama y Okada, 1988), o bien mediante el sistema 

calcio-calmodulina (Pierce, et. al., 1989). En esta dirección, la participación de sistemas 

de segundos mensajeros durante el proceso de DRV apenas está siendo explorada. 

Los resultados realizados en esta dirección indican que la exposición a soluciones 

hiposmóticas induce un aumento en los niveles intracelulares de AMPc (Watson, 

1990). 

Recientes evidencias experimentales también señalan cambios en la estructura 

del citoesqueleto (Lechene, 1985) asf como la participacion de alguna proteína Gen 

este proceso de regulación de volumen (Ziyadeh, et. al., 1992; Milis, et. al.,1994). 

Aunque se conoce .muy poco sobre los sistemas de segundos mensajeros durante el 

proceso de DRV, es muy probable 1.a participación de estos en la activación de las 

cascadas de transducción conocidas también se activen durante este proceso. 

Antecedentes de la Regulación deI~olu~é~ Celular en el Tejido Cerebral. 
' '··, ' \<:·'.- .~/ .. >" . 
:--,-/~. '::{:'.-:: ·.'., --

Como ya se mencionó, la cápélCidad~de responder activamente a los cambios 

en el volumen celular parece ser úna dracterí~ticageneralizada de células animales 
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(Chamberline, 1989). A la fecha, existe suficiente evidencia experimental proveniente 

de estudios in vivo e invitro para afirmar que .en el tejido cerebral esta capacidad 
también está present~. . . . . . .. . · .. . · . · . · . · 

Actualmente se puéde afirmar que tiáytma contribución importante de osmolitos 

orgánicos durante la regulación ci~lv81~~~~ ~~lular en el tejido nervioso. Entre éstos 

se encuentran diversos aminoácicl~·s cÓm() 1áfaúrina y la glicina, por ejemplo. También 

hay movilización de ciertos p~Ji~Íc~hbles c~rno. el inositol, el sorbitol y el manito!; 

aminas terciarias y azúcares (glucosa, manosa, sacarosa, etc). Lo que no se ha 

establecido con claridad es la contribuciónrela!iva de cada uno de estos osmolitos en 

el proceso integral de regulación, aunque puéde variar dependiendo el tipo celular del 

que se trate. 

La respuesta cTe células dél !ejiqo ne~io~oa fliposmolaridad por la liberación 

masiva de taurina se ha d~scrito e~·un·~¡-~~ ~~riedad de preparaciones en estudios 
' _ .. ·, '..: , ·-~ . -,- . -·-

realizados in vivo e in vitro. También exist~ evid.encia de .qué esta respuesta adaptativa 
''~ ... '· ·. . . . . 

en el cerebro involucra el aumento'.'en,(la~·· c~ncentraciones intracelulares de 

aminoácidos libres, taurina prlncipalm~Ai~. ·.·• ... 
. ;-~ ;· .. ~ '· . "., 

Las primeras observaciones acerca de posibles alteracione~ er¡ -~lyoJumen 

celular en el tejido cerebral fueron realizadas por el grupo de Chan y Fishma'n,(1989). 

Los estudios realizados in vivo en cerebro de rata Y r~t6h ·~xpl.i~stos 
experimentalmente a cambios en la osmolaridad del plasma, han rr1~strad~. que . 
oCurren cambios adaptativos en el tejido cerebral respecto al contenido. de i_onesy de 

otros osmoefectores orgánicos, como ciertos aminoácidos libres. · 

En cerebro de mamíferos ha sido descrito que una condición de 

hiperosmolaridad produce una acumulación intracelular de diversos osmolitos 

organices como inositol, betaina, glicerofosforilcolina y varios aminoacidos libres (Lohr, 

et. al., 1988; Líen, et. al., 1990). 
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Dentro de los estudios realizados in vitro, se ha. demostrado que las altas 

concentraciones de KCI producen hinchamiento en un gran número de preparaciones, 

incluyéndo rebanadas de cerebro (Moller, et. al., 197 4), en retina (Pasantes-Morales, 

et. al., 1988), en terminales nerviosas aisladas (Kamino, et. al., 1973) y en astrocitos 

en cultivo (Waltz, 1987; Pasantes-Morales, et. al., 1993), lo cual desencadena una 

respuesta regulatoria del volumen. En esta misma dirección, se ha demostrado muy 

recientemente la existencia del proceso de DRV.en ástrocitos y neuronas (Pasantes, 

et. al., 1993). 

Los estudios realizados en células cerebr~li~'.:~~>c~ltivo han· abi~rto una línea 

de investigación respecto al proceso de DRVen''~t~t~jld~;ce~~bral. Los';esultados ct'e 

éstas fu~ron derivados de experimentos'reali~~dJs;;!cbH\~lto ~3tasi0 éXtraéelular ~n 
medios hiposmóticos y con una. conce~tr~6i§~·}·¡j~~¡°~Y~1;'i9ióg;·i'.,~g: 1:8.~ que se ha 

demostrado que las celulas se hinchan·y_~~~d~8c;1~~iza'~f~¡:l~~ra1ío potasio provoca 

la liberación de ciertos aminoácidos libr~~~:~·:~u~;·~~t~'í\ti~f~ción. de· aminoácidos no 

depende de la despolarización\~y j'rnás:';:bieri ob~d~~e';~l;ihin~ha;iniento (Pasantes­

Morales, et. al., 1989, 1990, 1,49¿y;>
0

E~t6~.;·é'stüt'iio~ han _ehtatizado el papel de l~s 
aminoácidos libres en el DRV frepÍeserifan la primet¡{desdipci6n del proceso en 

células del tejido cerebral aisladas; 

Varias líneas de evidencia experimental han sugeri.~Ci qu~ l~ taurina fuega un 

papel importante como osmoefector en. el tejiclo cer~l:J~al)(f,ásantes-Morales y 

Schousboe,' 1988, 1989; Wade, et. al., 1988; Martín, et. al., .1990; Kimelberg, et. al. 

1990). Thurston, et. al. (1980), han demostrado que ~~· erci~íébro de ratón una 

condición de hipenatremia, que es un aumento en la concentración el<tracelular de 

NaCI, produce un aumento en la concentración de ciertos ·aminoácidos libres, 

principalmente de taurina. Las condiciones que provocan un aumento eri el volumen 

celular en células granulares y en astrocitos provocan una notable libera~ión de taurina 

que bajo condiciones extremas pueden ser considerables ya qüe contribuyen hasta 

una perdida del 80% de taurina endógena (Pasantes-Morales y Schousbe, 1989) 

sugieriendo que la poza de taurina es más sensible a la liberación que la de otros 
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aminoácidos libres. 

Los astrocitos liberan taurina así como otros aminoácidos durante el proceso de 

DRV y esta movilización de .osmolitos orgánicos internos tiene un curso temporal 

paralelo al procesb de regulación. También se ha demostrado que la liberación de 

taurina es muy. sensible al cambio de volumen celular inducido por un choque 

hiposmótico. Por el contrario, la 1.iberación de potasio se observa sólamente cuando la 

osmolaridad externa es reducida en un 50% y se obtiene solo un 30% de liberaci.ón 

de la poza total de potasio. Cuando los astrocitos)efl cultivo son crecidos en 

condiciones de hiposmolaridad también responcl~n a una acumÚlación intrác~1ül'ar de 

·taurina. Por otra parte, los astrocitos no sólo acumulan .tauiina: siriÓ;ta~bién ofro
1

s 
.··· .: .• :>•:.;.c.§':'::•:··.··:•··:.···::.· ::·· i 

aminoácidos libres cuando son crecidos en con un exceso de: NaCI e1í el medio de 

cultivo; est~ acumulación podría deberse al incremeAto ~n·,Í~·.6~~·biáridad· como 

responsable de este proceso (Sanchez-Olea, et. al., 1992).\ 7: \ , ' ·· 
. . .. · ,.·: .. ~-\~t, >.~~.·:.,::; 

Otros estudios han demostrado que los astrohffos ~h : cultivo érecidos .en 

condiciones de hiperosmo1aridad también respondencóri Uha aci~~u1áciori ínt~ace1u:1ar 
de taurina (Olson y Goldfinger, 1990). En los astro~lt~s:pcir'i() t~ntci, los osmolitos 

.. , '·¡·· ,, ... ':·' . 

orgánicos son se utilizan preferentemente a los osmolitos iri~rg{uiicos bajo cÓndiciones 

hiposmóticas. Al estimular la liberación de ami~·oáciclos por un-éluinéritoen el volumen 

celular se induce también la salida de sorbitol (Sieberis y Springs, 1989) y de inositol 

(Jackson y Strange, 1993) lo que demuestra que existe una Vfa de transporte para 

estos osmolitos que se activa en condicion~s d13 hfpos~ol~ridad .... 

Por otra parte, estudios preliminares reaJizadCJS ill vitre e,n células granulareis de 

cerebelo (Schousboe, et. al., 1990) han' reportado que el c~Íltenid~ cJ1u1ar de 

aminoácidos es rico en glutamina, taurina, glicina y glutamato, y'qu~ el choque 

hiposmótico reduce el contenido intracelular de estas mo1écJ1ás consid~rablemente. 
Así mismo, existe suficiente evidencia experimental que señala qué la pbza intracelular 

de taurina también disminuye al exponer a las neuronas a un choque hiposmótico y 

cuyo curso temporal de liberación es igual al curso temporal del proceso de DRV 
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(Pasantes-Morales, et. al., 1993). Durante la liberación de taurina se observa que 

reducciones en la osmolaridad del .. medio. (15,• 30 .y so%), produc~nincrementos 
' . .. :_•.·<o·,·.· ··:, -, ·: "· ': .. ,·· ,, ,:_., ·._ .. ,, ' .. 

progresivamente mayores en la IÍbe.ratiónii.t'l táµrina. Es importánte notf.r, a~eñlás, que 

el aminoácido es movilizado•·c1af~me~t~~;9~fr~~6r~rn~ntos···de.sólo ef,1§% de .la 

osmolaridad normal. En neuronas 'g-ranular~s-en ,:cultivo;' Ió~ .'mb~irnienios 
transmembranales de taurina s~~~lbl~~-a.~ó·.1J~~~·se.éncueritrandiriglclÓ~'úrii·~;arÍi'erite·. 
por el gradiente de concentracióri d~l,~minoácido y no par~~e,.'í~vb[QBf~r. ·el 

transportador dependiente de sodio. 

Lo anterior sugiere que en el tejido nervioso podría favorec'ers~ l~'Ütiiización qe 
osmolitos orgánicos sobre los inorgánicos durante el DRV: Esfo ~~·bÚ~l}t}~ u~ ~Ustér:i'to. 
lógico si se considera la participación critica que lqs gradient~S d~·Nli:+',:kty CI' j~egan 
en le mantenimiento de la excitabilidad neuronal. La expulsiÓA:rhasi~adepotasio o de 

cloro como osmolitos por una neurona hinchada alterarfaost~nsible~entesu potencial 

de membrana y el de sus células vecinas. 
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OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL: 

C!lll".aicisñ'Zlalc~ón <Jls las vloo ola psiTilall'b!~!ollllol a 1lli'ev&s Ola loo Cll!~ss CX:nJJD11'S e! 

@a.1jo ola o::mrm!irRos ollllrsn~s e! DsCIJ'smsmo R&íJJlll!alloílo ola Vo!ll!msn {DAV) an ílSlllTOílOO 

Síl Cll!WilV<ll. 

Objetivos Específicos: 

Caracterización de algunas propiedades básicas del proceso de DRV en neuronas 
en cultivo: 

a) Dependencia del pH 

b) Dependencia ele La temperatura 

c) Dependencia del calcio extracelular 

11 Caracterización farmacológica de las vías que movilizan a los osmolitos involucrados 
en el DRV. 

A) Osmolitos Inorgánicos. 

B) Osmolitos Orgánicos. 

111 Caracterización de las propiedades de permeabilidad de los osmolitos orgánicos e 
• inorgánicos a través de las vías que se 

activan en condiciones hiposmóticas. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Cultivo celular y Medio de incubación. 

Los experimentos se llevaron a cabo en cultivos primarios de~ neuronas de 

cerebelo de ratón, siguiendo la técnica descrita por Morán y Patel, (1990), yque 

brevemente se describe a continuación. Las suspensiones celulares se obtuvierori por 

disociación enzimática a partir del cerebelo de ratas Wistar de ocho días 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 diámetro. El medio de cultivo estaba compuesto de 

medio basal Eagle suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco), glutamina [2 

mM], 50 U/mi de penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina. Los cultivos se inc~baron a 
37ºC en una atmósfera compuesta por 5% de C02 y 95% de aire. La composición 

celular de los cultivo%, se analizó inmunocitoquímicamente utilizando anticuerpos 

policlonales·como marcadores específicos de neuronas, así como contra la proteína 

fibrilar glial como control negativo para valorar la población de astrocitos. 

Aproximadamente 20 horas después del sembrado, los cultivos se trataron con poli-L­

lisina (5µg/ml) que "se incubaron con citosina arabinosa (1 O µg ) para ·inhibir la 
proliferación de células no neuronales (Morán, et. al., 1992). 

Las células granulares fueron utilizadas de uno a tres días de edad in vitre para la. 

medición 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 1 oª células granulares, 

cuyos cuerpos celulares de.5-6 ~1m de diámetro están empacadas en Ja capa granular 
(Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). En la rata, la mayoría de células granulares se 

desarrollan postnatalmente al dividirse las células de la capa externa germinal (EGL) 

la cual persiste hasta el día 21 después de nacidas. 
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Bajo eslas condiciones, si¡¡. obtienen cultivos compuestos aproximadamente en un 

90% por neuronas granulares, cuya apariencia general se muestra en la figura 2. 

Figura 2. Aspecto moriolégico de las células granulares en cultivo de 2-4 días de edad, 
después que han sido tratGdas como se especifica en la Metodología. 



Cuantificación del Volumen Celular. 

Las medidas del volumen celular fueron llevadas a cabo utilizando un contador 

electrónico. El equipo utilizado consiste de un contador de células Coulter Counter 

modelo ZF acoplado a un analizador de partículas Coulter Chanalyzer 256. Esta 

técnica consiste en hacer pasar a través de un orificio de 1 OO~tm de diámetro, una 
suspensión 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 información acerca de la distribuciór:i del espectro de volumenes en una 

población celular y puede ser utilizado para estudios sobre la dinámica de cambios 

en el volumen inducidos osmóticamente. 

Una alícuota de la suspensión fue diluída 500 veces con medio para dar una 

densidad final de 85-DOO a 95 000 células/mi . El volumen celular promedio (en. 

unidades arbitrarias) se calculó como la mediana de las curvas de distribución de 

volumen celular. El volumen celular absoluto se obtuvo utilizando microesferas de latex 

de poliestireno de 19.64 µm y 12.9 µm como estándares. Las partículas a medir son 
suspendidas en una· solución electrolítica y son conducidas a través de una apertura 

de 100 micrómetros de diámetro en una barrera aislante que separa dos electrodos, 

entre los cuales existe una corriente eléctrica . Cuando una célula ó cualquier otra 

partícula pasa por ésta apertura, se incrementa la impedancia momentáneamente entre 

los electrodos y este cambio es detectado como un pulso de voltaje proporcional en 

amplitud al volumen de la partícula . Una bomba de vacío y un manómetro de mercurio 

proveen la .diferencia de presión a través de la apertura. Las variaciones en el patrón 

de pulsos dan información acerca del tamaño y la abundancia de partículas. Unido al 

contador de partículas 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 solución de tripsina al 0.1 %. Despues de éste procedimiento, 

la suspensión es centrifugada durante tres minutos a 15 000 rpm. 

29 



Soluciones. 

El.medio,KREBS:H13pes norma,.! isosmótico (320 mOsm/I) tiene la composición 

siguiente (en mM): NaÓI: 135; KCI: s: CaC12: 1; Mg804: 1.17; HEPES: 1 o; glucosa: 

1; pH = 7.4. La osmolaridad se veri~c'o rutinariamente con uri osmómetro de punto de 

congelación. ErpH de las soluciones y condiciones experimentales fue de 7.4 en todos 

los casos (excepto cuando la variable a examinar fue ésta). El medio hiposmótico 

utilizado fue al 50% de la osmolaridad normal, i, e, de 150 mOsm. 

Las soluciones hiposmóticas fueron preparadas reduciendo la concentración de 

NaCI. Para los experimentos de remplazamiento de cationes; se sustituyeron 60 mM 

de NaCI por concentraciones equimolares de sales de cloro á' eval~ar: En el _caso de 

remplazamiento de aniones, el NaCI se sustituyó por distintas sales de sodio. 

En los experimentos diseñados para valorar la dependencia de calcio, se omitió 

el CaCl2 y el medio fue suplementado con 0.5 mM de EGTA. En los experimentos en 
. - : .·. ·-: .- ··: i 

los que se examinó el efecto de furosemida, bumetamida, DIOS (4,4-

diisotiocianostilbenceno-2,2 -disulfonato), quinidina y dipiridamol, las "células· fueron . . . ·-- .,., 

preincubadas cinco minutos en medio isosmótico con la drog~ yio.s cambios en el 

volumen se midieron en presencia de ésta. Las células control se tr~taron ~ri páralelo. 
. ~·; •, .. :·.~:: '::·:;r:'.;·:·.;~.(:"t_', .. >··· __ ; ... :·.: ·\ .. _.- , 

Para los experimentos del efecto de aminoácid~~ sobre ;e('.[)RvJ~¡ ~aCI fue 

sustituído por concentraciones equimolares de los dif~re~t~s a~in6á?i~ci~·~~ilizados. 
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R E S U L T A D O S. 

4.1 Efecto del choque hiposmótico en el proceso de DRV de neuronas en cultivo. 

4.1.1 Curso Tsmpors.I c!sl procsso da DRV. 

El volumen celular promedio de las neuronas en cultivo en!Jíl;~~djo. isosm6tico 

fue aproximadam~nte de 0.23 pi + 0.012 (n= 20). En la figur~ ~ sekpi~ci~ ef curso 

temporal del proceso de DRV en neuronas en cultivo, cuanc;fo éstas fueron ·sofnetidas a 
\ . - . ' . ' 

un estímulo hiposmótico de 50%, 70% y 85% por la reducción en la concentración de' 

NaCI extracelular, equivalente a una osmolaridad externa de [i60 mOsm]; ¡220 mO¿mi 

y [272 mOms], respectivamente. 
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Flgura 3. Regulación do volumen en neuronas· mantenidas en condiciones hiposin6licas. Las neuronas 
granulares de cerebelo so cultivaron en cajas do Petrl de 60 mm de diámetro como se Indica en la seeción de 
Métodos. Después de 2-4 dlns In vilro, las células se separaron enzlmálicemente en un medio sin calcio Y so 
resuspendiaron en ·medio Krebs·HEPES lsosmólico (320 mOsm). Inmediatamente después la suspensión so 
diluyó 100 vacos con medio isosm61ico 6 hlposmólico y se midió el volumen celular a los tiempos Indicados. 
Los resultados se expresan como volumen relativo considerando al volumen celular en condiciones isosm6ticas 
como 1. Los valores son el promedio do 4·8 experimentos + E.E. Cuando el error estándar no se muestra es 
menor que el la¡naño do los sl':'bolos. · 
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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 isosmóticas, que es 

máximo entre Jos 30 y Jos 60 segundos después de Ja exposición al medio.hiposmótico. 

Inmediatamente después se inicia el proceso de regulación en el que esta rápida fase 

de hinchamiento es seguida por una respuesta regulatoria activa que tiende a restablecer 

el volumen original. 

Una reducción del 15% en Ja osmolaridad externa produce. un aumento de 

aproximadamente el 23% en el volumen celular en condicii)ne~ÍEiO~\:rióúcasy después 
. • . ·' ~~·---" '.t_-: .. - . • , , 

de 15 minutos Ja célula recupera su volumen a un valor. cercandaloriginál.Después de 

este tiempo, no se observó ninguna reducción significativa:foé,Fvolumen celular. 
·_: .. ~ ,-}<~/· !'.:~ .. < i 

".::,"> _.-

Cuando Ja osmolaridad externa fue de un70%; .Joqú~~e~obsefvaés que el curso 

temporal del proceso~ de DRV es más pronunciado,::p~óv6c~hdcWün'alJmerito dei 40% 

aproximadamente en el volumen celular, y de~pués'9,~'1 f5 r:riiriut~~' e1Y61~~~n celular se 

recupera gradualmente hasta en un so%·. , .. ·. --- - .. 

Finalmente, cuando Ja osmolaridad éXterñ.i.~s:~el 50%Óon respecto al isosmótico 

Ja respuesta se amplifica aún más, provocando un aumento mayor al 65% con respecto 

al volumen celular en condiciones isosmóticas. Es decir, Ja activación del proceso de 

regulación es directamente proporcional al e~Ú,,;ulo hiposmótico infringido. Un análisis 

más detallado permite observar que Ja fase regulatoria muestra dos componentes, uan 

tasa rápida de pérdida de agua y Juego una fase más lenta en Ja 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. 



En la figura 4 se aprecia la regulación del volumen celular a diferentes valores de 

pH extracelular. El proceso de DRV se modificó sólo ligeran:iente. al cambiar el pH del 

medio externo, con una tendencia a ser- más eficiente en pHs básicos. Al disminuír.el pH 

de la solución hiposmótica de 7.4 a 6.0 se redujo ligeramente Ía eficieil'cri!i de{pfocesÓ . .. _,"'-. ' , ;,,,: - .. _ - -_ . ~ ·,_' . 

de DRV. A pHs más básicos, se puede observar que el proceso de regl.Jl~cióJi mliestra. 
··., ... ;.,·;.-.·,-.-.-.;: ,:,,·'' 

una aceleración. 

También se ha de~crito en diversos tipos celulares de vertebra.dosEJst~tende~cia 

hacia la alcalinidad, excepto para eritrocitos (Hoffman, 1988) .. Por o~~a p~rt~;Sha~ estu.dio~ 
recientes que también describen mecanismos reguladores par~ regr~§\á~ ~JHs iJási2o~. 
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! Figura 4, Efecto del pH sobre el DRV en célula; granUlar~s. La regulaci6n del volumen s~ midió en un medio 
! hl osmóllco 50% en los pHs Indicados. Los resuttados. se expresan como volumen relalrvo con$lderando al 
Lvtiumen celular en condiciones 1sosm6lica_s '?°~-º 1.-Lo~ valo~es son el promedio de 4/8 experimentos+ E.E. 
\ cuando el error eslándar no so mues Ira es. menor,quo el lemaño de los slmbolos. 
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El proceso de regulacióíl'd~(i81úrrien ceh.llar fue dependiente de la temperatura 

sólo en un intervalo que va.de ló'~'~oi~ 16~·:3ci'•c:: co~o .. seºmuestra en la figura 5. ' 
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eralura sobre el DRV en células granulares. La regulación del volumen se mi~ló 
Figura s.d~f~;,:~¿~ct:~6% a las temperaturas indicadas. Los resuttados se expresan como volum~.n r~lal~~ 
en u~ me o ' celular en condiciones isosmóticas como 1. Los valores ;;on el.prome 'º e 
cons1dleran,do aJEvoEluCmue~ndo el error estándar no se muestra es menor que el !amano de los símbolos. 
exper men os + . · 



Fluios transmembranales de osmolitos inorgánicos: K+ y cr durante el proceso 

de DRV. 

Los flujos transmembranales de los iones que participan en la regulación del 

volumen pueden tener lugar a través de dos mecanismos generales: 

i) Por medio de transportadores electroneutros 

il) Por medio .de ~anales electroconductores. 

Para dilucidar si los flujos transmembranales activados por hinchamiento está,n 

mediados por un transportador o por un canal, tanto la selectividad iónica como la 

sensibilidad· farmacológica a inhibid ores específicos de transportadores y canales, 

fueron utilizadas com~ herramientas para discriminar entre ambas posibilidades. 

Participación de los transportadores electroneutros en la movilización de K+ y;el 

cr. 

Para el K• y el c1· han sido descritos esencialmente dos tipos de 

transportadores: los cotransportadores de K•-c1· sensibles a furosemida y a bumetanida 

y asociados a los mecanismos de regulación de volumen en algunas células (Hoffman 

y Simonsen, 1989), y el cotransportador de Na•-K•-cr. 

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 energía. Las diferencias en la cinética del transporte de 

solutos y el efecto de los inhibidores con cierta especificidad permite discriminar entre 

un mecanismo de liberación de osmolitos mediado por transportadores y uno mediado 

por canales iónicos. 



Selectividad lónica. 

Los transportadores, corno ya se mencionó, muestran una alta especificidad 

para el cloro, al contrario de Jo que ocurre en los canales, cuya selectividad por el 

cloro puede ser comparativamente baja. Siguiendo este razonamiento, si durante el 

choque osmótico se expone .a las_ células en un medio sin cloro extracelular, la 

modificación en el proceso .de regulación será una medida de Ja función de los 

transportadores corno mecanismo de movilización de potasio y cloro. durante el DRV. 

Los resultados de este éstudio ilustrados en Ja Figura 6 mostraron claramente 

que en ausencia de. ~l¿ro extracelular, no se afectó•'er proceso DRV en células 

granulares. 
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Figuro 6. Electo de la au~~n~la de cloro extracelular en la-regulación do volumen en .célula~ granulares. La 
rogulaclón do volumen so midió en un medio hlposmóllco 50% en el que sil reemplazo N~CI GO mM por una 
concontración oqulmolar do NaCI 60 mM. Los resuttados so expresan como volumen relal1vo considerando al 
volumen celular en condiciones lsosmóticas como 1. Los valores son el promedio do 4·B experimentos + E.E. 
Cuando ol error estándar no se muestra es menor que el tamaño de los símbolos. · 



Farmacología. 

Otro enfoque experirnen!al utilizado para examinar la participación de 

transportadores durante eJDRV es el uso de inhibidores específicos. La bumetanida, 

que es un inhibidor muy seleb!iÍ!Ódel cotransportad~r, tampoco afectó el DRV a una 

concentració,n mayor.de so~~M como puede observarse en.1a figur~ 7. 
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Figura 7. Efec1o de Ja bumetamlda y la furosemlda en Ja regulación de volumen en células granulares. La 
regulación de volumen se midió como se describió en Material y Métodos. Los resuttad~s.· se expresan como 
el porcentaje de recuperación del volumen celular entre el minuto 1 (volumen máximo) y el minuto 15, Los 
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signilicallvas con respec1o al control: 'P< O.Dl; "P<0.001 (1 de Student). · • ·' · · 
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Estos resultados tampoco favorecen la participación del c~t.réll1~~6rtador durante 

el proceso de DRV. Por lo tanto, se consideró la posibilidad ide qüí{'~e~ un Upo de 

canal iónico el que esté implicado en este proceso, para'lo cu~l:se'eix~in,inó el efe.etc 

de inhibid ores de estos canales sobre la regulación del volúm~ií·:c~lifüi;.y ~I efecto de 

la gramicidina. 



Efecto de la Gramicidina. 

La posibilidad de que los flujos de ~·y cr activados durante la regulación del 

volumen ocurran a través de vías electrodifusivas independientes fue investigada 

utilizando el ionóforo catiónjco gramicidina. 
. .• ·-

La gramiCidina esu~ antibiótico qü~ for~a ~~c~~ala Ú~~és de las membranas 

biológicas, específico para el transporte de cationes fn'onovaientes como el Na• y el 

K+. Estos experim~ntos fueron llevados a cabd,eh'.~,~cHó ÍiÍ¡)~~~ótico q~e contenía 

colina, que es un catión impermeable, en vez.de sodio'eX!racelulai, de_ modo que la 

gramicidina en estas condiciones incrementaría:selecúvahle,nte losflujos de K• en I~ 
dirección del gradiente de concentración. · .··.. ... . .... ·. . .. 

La gráfica 8 muestra el efecto de la gramicidiná en condibiones isOsmóticas e 

hiposmóticas. 
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Este experimento permite sacar varias conclusiones. Primeramente, se puede 

apreciar que en condiciones isosmóticas prácticamente no hubo modificación alguna 

en el volumen celular, es decir, cuando se abre una vía selectiva para el potasio, 

aparentemente no hay un aumento en el flujo del potasio. Este resultado puede 

interpretarse considerando que el eflLijo de cloro está restringido en estas condiciones 

y aunque se provea una vía de expulsión específica para el potasio, no hay un 

movimiento neto en la dirección de su gradiente de concentración, ya que no puede 

movilizarse si no hay un flujo paralelo de cloro. Es posible que aún en presencia de 

la gramicidina el volumen celular no se modifique notablemente dado que el potasio 

tendería a salir sólo ligeramente ya que se encuentra muy cerca del equilibrio respecto 

al potencial de membrana. 

.· ; 

Cuando las células son expuestas a un choque hiposmótico con gramicidina, lo 

que se observa es una marcada aceleración en el proceso de regulación del volumen 

celular, que va muchO más allá del control y que restaura el volumen celular en un 

100%. Esta observación indica que a través de la vía catiónica abierta por la 

gramicidina en condiciones hiposmóticas hay una salida importante de potasio junto 

con el cloro, cuya p~rmeabilidad ya no esta limitada en estas condiciones. 

Este efecto acelerador de la gramicidina en condicione.s hiposmóticas sugiere 

que la vía abierta por hiposmolaridad produce un cambio notable en la permeabilidad 

de la membrana al cloro, lo cual, junto con lo observado en condiciones isosmóticas 

lleva a suponer que la permeabilidad al cloro en estas condiciones es relativamente 

baja y se ve drásticamente incrementada como consecuencia del hinchamiento celular, 

de tal forma que ahora el proceso de regulación depende de la velocidad con la que 

sale el potasio y el cloro sigue pasivamente al potasio. 

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

efectivamente los flujos correctores de los osmolitos K+ y cr activados por 

hiposmolaridad ocurren a través de dos vías separadas pero interdependientes. 



Participación de vías electroconductivas en lamovilización de K+ y CI". 

Los experimentos descritos a continu~cióri:'e~tJ~ie~on ~ncaminados a examinar 
el efecto de inhibidores de canales de potasio y··c1d[O',· ~hvlsta de que los resultados 
anteriores apoyan la participación de vías electrcidifu'sivas en la liberación de estos 
osmolitos inorgánicos. . · · : .·. • · · · 

Efecto de inhib!dores _de canales de K• durante el proceso DVR. 

Para examinar la participación ·de canales de potasio, se investigó la acción de 
antagonistas de estos canales durante el DRV. Estos fueron el TEA (tetraetilamonio), 
la 4AP (4-aminopiridina), y la quinidina, fármacos que inhiben canales de potasio 
activados por despolarización. También se investigó el efecto de los iones cesio y 
bario. En la figura 9 se puede observar que el TEA, el Cs, y el Ba no tuvieron ningún 
efecto inhibitorio sobre la regulación del volumen celular, mientras que la quinidina 
inhibió sólo ligeramente el proceso de DRV cuando fue utilizada a una concentración 
de 600µM. La 4AP tuvo un efecto irregular incrementando ligeramente la eficacia del 
proceso de regulación. 
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Efecto de inhlbidores de canales de cr durante el proceso de DRV. 

El efecto de bloqueadores,de canales;'de cloró sobre el proceso de DRV fue 
evaluado utilizando los siguientes inhibid6res:DIÓS, dipiÍidamol, ácido niflúmico, DPC · 

y 9AC. ·En la ~gura 1 o se Óbseivá ei ~feeto de c~dá uno de estos inhibidores. 
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Figura 10. Efecto del dipiridamol, DIOS y ácido nillúmico en la regulación de volumen on células granulares. 
Los resultados se expresan como el porcentaje de recuperación del volumen celular entre el minuto 1 (volumen 
máximo) y el minuto 15. Los valores son et promedio + E.E. de 4-B experimentos. Los asteriscos indican 
diferencias es\adíslicamenle significa\l\las con respecto al control: 'P< 0.01; "P<0.001 (1 de S\udonl). 

El ácido niflúmi'co, el DIOS y el dipiridamol mostraron un efecto inhibitorio sobre 
el DRV. El ácid~ niflúmfco fue el inhibidor más ·potente. La regulación del .voiumen. 
celular se inhibtó hasta en un 60% a una concentración de 300 µM. Los .lrihibidores 
9AC y DPC no tuvieron efecto sobre la regulación. · · · · 
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Selectividad de las vías 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 carácter difusional de la liberación de 
osmolitos, en ia que la dirección de flujos transmembranales activados· durante el 
proceso regulador, está condicionada únicamente por él gradiente de concentración. 
Bajo estas condiciones, el paradigma experimental utilizado. contiene las siguientes 
hipótesis de trabajo: .· · 

A) Sustituyendo al potasio por diferentes cationes y al cloro por d.ifer~rÍtes aniones, 
se puede investigar la especificidad de las vías de permeaclód del p¿tasicí'y el~! CIÓro 
y su interdependencia durante el proceso de DRV. · · · 

B) Si se aumenta la concentración de un ión permeable a esta vía por encima de la 
concentración intracelular en el momento de la activación de la vía por el aumento en 
el volumen celular, la entrada del compuesto permeable puede ser suficientemeryte 
rápida para. compensar la salida de osmolitos y se observará una inhibición de la 
regulación. Si el soluto no es movilizado por esta vía entonces el DRV ocurrirá 
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 aminoácidos 
a través de la vía activada por un aumento en el volumen celular están determinados 
únicamente por el gradiente de concentración, se examinó el efecto de incrementar las 
concentraciones extracelulares de aminoácidos por encima de los niveles intracelulares 
sobre la recuperación 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 vía activada por hiposmolaridad, entonces la pérdida de osmolitos internos 
se verá compensada por la entrada de este soluto y el DRV resultará inhibido. 



Selectividad de las vías que movilizan al K• y al cr . 

Con objeto de investigar la selectividad de las vías electrodifusivas activadas por 
hiposmolaridad en la liberación de los osmolitos inorgánicos K• y cr , se estudió la 
permeabilidad a cationes y a aniones analizando el efecto de la sustitución de Na• y 
cr por diferentes cationes y aniones respectivamente, en medios hiposmóticcis, sobre 
el DRV. Al remplazar el sodio y el cloro por aniones y cationes que sean capaces de 
permear a través de esta vía activada por hiposmolaridad, la eficiencia del proceso 
regulador del volumen (DRV) disminuirá como consecuencia de la entrada de los iones 
que sea~ permeables al interior celular y que por lo tanto, contrarrestarán el eflujo de 
osmoefectores y de agua osmóticamente obligada. 

Permeabilidad a Cationes. 

Para inves.tigar la permeabilidad a cationes, todos los cationes examinados se 
utilizaron como sales de .cloruro remplazando al NaCI. La figura 11 muestra los 
resultados de estos experimentós. . 
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·Figura 11. Efeclo del remplazo da cationes en la regulación de volumen on células 
gran~l~res: La regulación de volumen so midió on un medio hiposmótlco 50% on o/ qua 
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Como se puede observar, no hubo ningún efecto significativo sobre el proceso 
de DRV al remplazar el sodio por colina, glucosamina, TRIS ó litio. Sin embargo, 
cuando el sodio fue remplazado por potasio, se observa claramente una inhibición del 
procsso DVR al igual que con su análogo esiructural, el f'.! 1Ji:i::.i (Ph::.:::: :: 
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Selectividad de las vías que movilizan a los aminoácidos. 

En esta serie de experimentos, también se investigó la permeabilidad de 

diversos aminoácidos a la vía 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 aminoácidos (neutros, 
ácidos y básicos) sobre el DRV cuando en un medio hiposmótico se abre la vía de 

permeabilidad a estos aminoácidos. 

Los aminoácidos investigados fueron aminoácidos básicos: lisina y arginina; 
aminoácidos ácidos: ácido glutámico y ácido aspártico tanto como sales de potasio 
como de sodio, y aminoácidos 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 regulación del volumen 

celular en este ~ipo celular, a una concentración de 90 mM. 
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La naturaleza difusional de los flujos de aminoácidos activados por 
hiposmolaridad se confirmó en esta serie de experimentos. Las características de 
permeabilidad de esta vía se pudieron determinar analizando su eficacia para bloquear 
la regulación del volumen celular. De este modo, las diferencias encontradas en la 
habilidad de cada aminoácido para bloquear el DRV reflejan su facilidad para entrar a 
la célula por esta vía abierta por hiposmolaridad. 

Con objeto de evaluar la permeabilidad relativa de los aminoácidos, los 
experimentos se hicieron en presencia de cuatro concentraciones de estos: a 30 mM, 
60 mM, 90 mM y 120 mM. Se considera que existe una relación indirectamente 
proporcional en la que una mayor regulación del volumen celular indicará una menor 
permeabilidad del aminoácido a la vía activada por hiposmolaridad. En el caso de los. 
aminoácidos neutros los resultados obtenidos muestran que tanto la glicina como 1~' 
taurina, seguidos de alanina, son los osmolitos más permeables en tanto que inhiben 
más el proceso DRV. Por otra parte, la glutamina fue la menos eficiente en bloquear 
la regulación del volumen celular. El curso temporal del DRV en presencia del GABA 
indica que este aminoácido no es muy eficiente para inhibir la regulación ya que la 
primera parte del proceso que es la más importante, no se afectó en presencia del 
GABA. No obstante, sí inhibió marcadamente en la segunda fase del proceso regulador. 
Estos resultados indican que en principio todos los aminoácidos neutros examinados 
son permeables por esta vía, y que el orden de permeabilidad es Gly > Tau > Ala> 

GABA. 

Por otra parte, los aminoácidos básicos, 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 la respuesta regulatoria. Como se aprecia en 
la figura 13, cuando las células son expuestas a estos aminoácidos l;>ásicos no se 
hinchan igual que el control, lo cual podría indicar que posiblemente los aminoácidos 
son permeables en condiciones isosmóticas. 

Finalmente, los aminoácidos ácidos bloquearon el proceso de DRV sólo_ 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 vía sólo es 
permeable al potasio y que en presencia de unión impermeable como el_ sodio como 
catión acompañante, los aminoácidos ácidos (aniones) no pueden permear a través de 

la vía. 
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DISCUSION GENERAL. 

Los resultados de este trabajo muestran que la regulación del volumen celular 

es una característica que se presenta en neuronas al igual que en la gran mayoría de 

tipos celulares estudiados hasta la fecha. Los procesos involucrados en el proceso de 

DRV en las neuronas, implican la activación de vías de permeabilidad transmembranal 

por medio de las cuales hay un eflujo pasivo de osmolitos intracelulares tanto orgánicos 

como inorgánicos. Dentro de los osmolitos inorgánicos, el potasio y el cloro participan 

activamente, movilizándose en respuesta al incremento en el volumen celular, 

movilización que puede efectuarse a través de dos vías básicamente: a través de 
1 . 

cotransportadores electroneutros o intercambiadores, o bien, a través de vfas 

electrodifusivas, o· canales específicos para cada ión. 

Las evidencias, obtenidas en este trabajo en contra de la participación de los 

cotransportadores en el DRV incluye por una parte su insensibilidad a bumetariida y 
furosemida, que s"on dos inhibidores muy potentes del cotransportador K+-cr-, y por otra, 

su independencia de cloro, una observación contraria a la rigurosa dependencia de e~te 
anión que caracteriza a los cotransportadores. Los resultados de este trabajo en 

conjunto señalan que los mecanismos básicos en el transporte transmembranal de 

iones asociados al proceso de DRV en neuronas implican la activación de canales. Los 

resultados experimentales que apuntan en esta dirección son esencialmente el curso 

temporal del proceso regulatorio, el efecto de la grarnicidina y la sensibilidad 

farmacológica del fenómeno de regulación. 

Se sabe que, en general, cuando los canales son los que están involu.crados en 

el proceso regulatorio, su curso temporal es relativamente rápido, del orden de minutos, 

mientras que cuando los cofransportadores son los responsables de la regulación del 

volumen celular, el curso temporal dura varias horas (Cala, 1990). De acuerdo con esto, 

la duración del proceso de regulación del volumen es las neuronas observado en este 

trabajo, sugiere la participación de canales como mecanismo de movilización de los 

· osmolitos. 
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La ausencia de un cambio en el volumen celular en presencia de gramicidina en 

condiciones isosmóticas indica que la permeabilidad al cloro esta restringida, ya que 

al inducirse la formación de un canal artificial con el ionóforo que provoca un eflujo 

masivo de potasio, se esperaría una reducción 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 ión acompañante. Én cambio, en condiciones 

hiposmóticas el proceso de regulación de volumen se acelera muy notablememnte en 

presencia de gramicidina lo que indica que en esta situación, la permeabilidad al cloro 

ha aumentado considerablemente, de tal manera que ahora la permeabilidad al potasio 

como catión acompañante, es el paso limitante de la velocidad de regulación de 

volumen celular. Al abrirse ;una vía alterna de permeabilidad al potasio con la 

gramicidina, el proceso de regulación se acelera. 

En este trabajo se obtuvieron también resultados acerca de las características 

de permeabilidad de la,s vías catiónicas y aniónicas que se activan durante el DRV. Los 

datos muestran q~e la via catiónica es altamente específica para el potasio (y el rubidio, 

aunque éste últim? es irrelevante fisiológicamente). Esto indica que la vía 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 

regulación dei volumen celular (Hoffmann y Simonsen, 1990; Sánchez-Olea, et. al., 

1993). Sin embargo, en células granulares el efecto de estos fármacos fue mucho 

menos potente sobre el proceso de DRV, aún cuando las concentraciones utilizadas 

fueron relativamente altas. Sólo la quinidina tuvo un ligero efecto inhibidor sobre la 
regulación, hecho que háría suponer que los flujos de potasio ocurren a través de un 
canal insensible a las drogas utilizadas o que podría tratarse de un canal distinto a los 
ya caracterizados. También podría 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 mencionó, el cambio en la permeabilidad membrana! al cloro, 
sería un evento fundamental o primario en la regulación del volumen celular. 

La vía aniónica resultó ser poco selectiva, contrastando con las características 
de la vía catiónica, yp. que un gran número de aniones pueden pasar por esta vía y 
servir de ion acompañante del potasio. Los experimentos del remplazo de varios 
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aniones que sirvieron como ion acompañante del potasio, muestran que el orden de 
permeabilidad es el siguiente: Cloruro > Benzoato > !aduro » Nitrato > Tiocionato = 
Sulfato. El gluconato es prácticamente impermeable, lo que confirma estudios anteriores 
en el sistema nervioso. .. 

La vía aniónica, por otra parte, fue sensible .a varios fármacos como el ácido 
niflúmico, el dipiridamol y el DIOS. Se sabe que. éstos bloquean el intercambiador 
aniónico (Falke y Chan, 1986a-c). Es posible entonces que estas drogas estén 
actuando a nivel del componente de canal de cloro de algún tipo de intercambiador. No 
obstante, Ja participación de un intercambiador parece poco probable ya que en 
experimentos en los que se analiza el DRV remplazando el cloro extracelular por otro 
anión impermeable, no se modifica el proceso regulatorio ni en magnitud ni en el curso 
temporal. La magnitud de Ja inhibición observada sugiere Ja participación de canales 
neuronales menos sensibles a las drogas comunmente usadas como inhibidores de 
canales aniónicos o que hay otros mecanismos responsables del proceso DRV, ya que 
el efecto de estos fármacos no inhibió Ja regulación al 100%. 

En cuanto al estudio de las características de Ja vía a través 'de Ja cual se 
movilizan ciertos osmolitos orgánicos como Jos aminoácidos, se confirmaron 
observaciones preliminares sobre el eflujo de aminoácidos durante DRV, donde se 
había señalado que esta respuesta de liberación ·de aminoácido,s en condiciones 
hiposmóticas es por medio de una vía difusional en que Ja fuei:za impulsora es 
únicamente el gradiente de concentración. La vía activada por hinchamiento presenta 
un amplio espectro de permeabilidad a los aminoácidos neutros y ácidos, pero que 
excluye a aminoácidos básicos. Los aminoácidos neutros con grupos R pequeños 
tienen mayor permeabilidad que los de grupo R mayores COI') el siguiente. orden de 
permeabilidad: Gly >Tau >Ala> GABA. La inhibición por el ácido nlflúmico, el DIOS, 
etc., sugiere que la vía de permeabilidad puede s~r un canal de cloro. Estos 
aminoácidos son posiblemente los que se movilizan durante el proceso regulador del 
volumen y son los más permeables a través de Ja vía que se activa durante la 
regulación. · 

Es importante señalar que estos resultados se correlacionan directamente con 
los derivados de experimentos de liberación in vitro en los que se demúestra que existe 
un incremento en Ja salida de los aminoácidos en respuesta a hiposmolaridad, con un 
umbral de liberación correspondiente a las características de permeabilidad observadas 
en este estudio. Es decir, Jos aminoácidos que se liberan más fácilmente son Jos que · 
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mostraron mayor permeabilidad a través de la vía que se abre durante el hinchamiento. 

Igualmente se observa esta correlación en experimentos realizados in vivo. en los que' 
una condición de hiponatremia induce la disminución de los niveles de los aminoácidos 
que son más 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 condición a pesar de que esta presente en altas 
concentraciones. 

Entre los osmolitos orgánicos, los aminoácidos pueden tener un papel muy 
importante en la regulación del volumen celular en las neuronas. En las neuronas 
granulares del cerebelo los aminoácidos libres que están presentes en concentraciones 
elevadas son son el ácido glutárnico, el ácido aspartico, la glutamina, la taurina, la 
glicina y la alanina, y en conjunto constituyen aproximadamente un 82-85% de la poza 
intracelular de aminoácidos libres totales, representando una concentración intracelular 
de 109 mM. 

La función de los aminoácidos libres como osmolitos puede ser de particular 
importancia en las neuronas. Dado el papel fundamental que juegan ciertos iones 
inorgánicos como el potasio y el cloro en estas células, si las neuronas tienen esta 
capacidad de regular su volumen celular, resulta lógico pensar que la realizan a 
travnñes de mecanismos que involucren la particiapción de osrnolitos orgánicos 
preferentemente. Por ello, los aminoácidos 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 exposición a 

soluciones hiposmóticas. 

2) En condiciones isosmóticas la permeabilidad al 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 cultivo, los flujos 

activados de potasio y cloro parecen ocurrir a través de canales iónicos y no de 

transportadores. 

4) La vía catiónica·que se activa durante el DRV es específica para el potasio. La vla 

aniónica es mucho menos específica, permitiendo el paso de aniones con el siguiente 

orden de permeabilidad: Cloruro > Benzoato > loduro > Nitrato > Tiocionato = Sulfato. 

5) El movimiento transmembranal de aminoácidos sensible a volumen se encuentra 

dirigido por el gradiente de concentración únicamente del aminoácido que siNa como 

osmoefector. 

6) El mecanismo de transporte que es activado por un aumento en el volumen celular 

permite la movilización de aminoácidos neutros y de aminoácidos ácidos. Esta vía no 

reconoce a aminoácidos básicos. 

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