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INTRODUCCION

REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR

IMPORTANCIA Y MECANISMOS

La capacidad de las células para regular su volumen es unc de los mecanismos
homeostaticos mas importantes y probablemente uno de los mas antiguos, siendo un
rasgo caracteristico preservado a escala evolutiva. En el momento en que represento
una ventaja para las moléculas primitivas rodearse con una membrana y controlar su
medio, fue que cobré importancia el control y mantenimiento de! volumen celular
(Strange, 1994; Chamberlain y Strange, 1989).

Ademas de la necesidad de mantener constante la concentracién intracelular de
solutos, muchos de los cuales son parte de eventos complejos de sefializacién, se ha
propuesto recientemente que el volumen celular participa de manera directa como
mensajero en el control del metabolismo, por ejemplo en sefiales de proliferacion y
como “disparador” de mecanismos que originen la insercion de proteinas membranales,
canales, receptores y transportadores (Pasantes-Morales, 1996).

Las membranas celulares son aftamente permeables al agua. Con excepcitn de
plantas y bacterias, en las cuales la rigidez de |a pared celular impide cambios en el
volumen, alteraciones en la concentracion de solutos entre el espacio intracelular y el
extracelular (cambios en el contenido de solutos que originan una presién osmotica -
condiciones anisosméticas), dan lugar al flujo neto de agua a través de la membrana.
Esto debido principalmente a gradientes de presion osmética con el objetivo de corregir
el desbalance originado, modificandose por consiguiente el volumen celular (Macknight,
1988). Sin embargo las células no se comportan siempre como osmémetros perfectos,
ya que posterior al cambio en volumen originado por la entrada o salida de agua, existe
un proceso regulatorio de volumen que permite a las células recuperar, aunque sea de

forma parcial, sus dimensiones normales (Hallow y Knauf, 1994).




Los mecanismos fisiolégicos involucrados en la regulacién del volumen difieren &
lo largo de la escala evolutiva. Aunque existen organismos que pueden eludir
condiciones anisosmaéticas como es el caso de ciertos moluscos, las celulas animales
carecen de paredes celulares rigidas y no pueden soportar gradientes de presion altos
a través de sus membranas; por esto, la regulacién de su volumen esta dada por
cambios en el contenido intracelular de solutos en la direccién necesaria para corregir
las fluctuaciones en el volumen celular. Estos cambios incluyen transporte de iones y
osmolitos organicos a través de la membrana asi como la acumulacién o sintesis de los
mismos (Kenneth, 1994; Pasantes-Morales, 1996; Haussinger, 1996)

En condiciones fisiclégicas normales el volumen de cada tipo celular se ve
alterado por el gradiente osmabtico impuesto por la presencia de motéculas no difusibles
(necesarias para mantener sus funciones metabélicas) tanto en el espacio intracelular
como en el extracelular. Sin embargo, existe una regulacion cronica del volumen celular
que se realiza de manera constante. Es importante mencionar gue en organismos con
niveles de organizacibn mas complejos, como €s el caso de los mamiferos, se han
desarrollado mecanismos especializadas (por ejemplo funciones renales) que regulan

el fluido intersticial y ei plasma circundante de los tejidos en condiciones nomaltes.

La regulacion crénica del volumen esta mediada principalmente por
modificaciones en los flujos activos y pasivos de iones, y por las permeabilidades
transmembranales y gradientes electroguimicos de los mismos. Se ha descrito a esle
tipo de regulacion como un balance entre el transporte activo por la bomba de scdio ¥
fugas pasivas a través de diferentes vias (Tosteson y Hoffmann, 1860). Se han
propuesto modelos integrados relacionando al volumen celular, el potencial de
membrana, el transporte a través de ésta y la distribucion de solutos permeantes para
una célula animal genérica, introduciendo la idea de que la regulacion cronica del
volumen celular depende tanto del bombeo activo de Na‘ como de la permeabilidad
pasiva al K' (Jakobsson, 1980). Debido a esta accion de la bomba de sodio, el Na”
que entra ala célula por electrodifusion (a través de canates de Na*) o por sistemas de
transporte secundario (cotransportadores de Na‘/H* y de Na*/Ca?", cotransportadores

de Na*-K*CI', o los cotransportadores de Na' y aminodcidos), es transportado hacia el
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exterior, de tal manera que la membrana se comporta como si fuese impermeable al
Na* por lo menos en el estado de reposo. La regulacion crénica del volumen cetular
puede involucrar sintesis y degradacidn de moléculas. Recientemente se ha propuesto
que 1a regulacién cronica del volumen celular debe estar bajo control genético. Este
tipo de regulacién es de vital importancia para la sobrevivencia y buen funcionamiento
de la célula.

La regulacién aguda del volumen celular es un proceso discontinuo que
involucra principalmente la activacion de vias de fuga latentes. Este tipo de regulacion
es muy importante para células expuestas a medios sujetos a amplios rangos de
osmolaridad, o cuando la osmolaridad normal se pierde por un proceso patoldgico, ¥
puede compensar desbalances ocasionales entre flujos de bombeo y fuga (ejemplo:
captura de Na' dependiente de nutrientes).

Cuando las células animales se exponen agudamente a medios anisosmoticos,
inicialments se comportan como osmémetros perfectos, sufriendo cambios en su
volumen debido a movimientos pasivos de agua a través de la membrana (Kenneth,
1994); sin embargo; transcurrido un tiempo determinado, se observa que las células
son capaces de regular su volumen hasta recuperar de manera parcial sus
dimensiones originales. La regulacion del volumen celular ha sido estudiada tanto en
organismos procariontes (Chamberiain y Strange, 1989) como en organismos
eucariontes, desde invertebrados hasta vertebrados asi como en las plantas (Morgan,
1984). En mamiferos, el estudio se ha realizado en distintos tipos celulares como son
eritrocitos, hepatocitos, linfocitos, fibroblastos, entre otros. (Lang et al., 1998).

OSMOLITOS INVOLUCRADOS EN LA REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR

La identidad y concentraciones intracelulares de los principales solutos varia
entre los diferentes tipos de células, asi como con las condiciones a las cuales las
células estan expuestas (Kirk, 1997). Las dos principales clases de solutos en las
células son: 1) compuestos impermeantes organicos como profeinas en su mayoria; y
2) y compuestos permeantes (osmoéticamente activos) de dos tipos: compuestos
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inorganicos, iones que contribuyen a determinar la osmolaridad tanto intracelular como
extracelular, y compuestos organicos (denominados también osmolitos organicos o
compatibles), como  son ciertos compuestos  metilados (mefilaminas:
glicerofosforilcolina y betaina), polyalcoholes (sorbitol o inosito!), urea y aminoacidos
libres y sus derivados (Yancey, 1994).

Los amino4cidos en particular, son los osmolitos organicos que parecen estar
mas involucrados en la regulacién del volumen. Entre ellos, la taurina tiene un papel
predominante. La taurina es un amino4cido azufrado metabblicamente inerte {no forma
parte de las protelnas y, con excepcion de la sintesis del 4cido taurocdlico en el higado,
no participa en ninguna funcién en el organismo} que se acumula en las células por un
transportador dependiente de Na'. Este amino4cido se encuentra presente en todos los
tejidos animales y en algunos, particularmente en los tejidos excitables, alcanza
concentraciones muy altas. Asi, la retina contiene niveles de taurina superiores a 40
mM; en el corazén y el musculo estriado la concentracion es del orden de 10-40 mM.
Estas caracteristicas de la taurina, que durante mucho tiempo no tenian ninguna l6gica,
se explican cuando se piensa en su funcién como osmolito. De hecho, la taurina puede
considerarse como el osmolito ideal, ya que debido a su inercia metabotlica puede
moverse dentro y fuera de la célula modificando el contenido de agua sin afectar el
metabolismo celular. Se ha sugerido que la taurina podria estar actuando como
osmalite no solo a nivel celular sino en el mantenimiento del volumen de espacios
intracelulares, tales como los del reticuto sarcoplasmico en el misculo, los canaliculos
secretores en las glandulas y los espacios discales en los fotorreceptores (Pasantes et

al., 1998).

Ademaés de la taurina, otros amino4cidos como glutamina, glutamico, glicina,
prolina, serina, treonina, p-alanina, aspartico y GABA pueden tambien funcionar como
osmolitos. Aungue la concentracion intracelular de algunos de estos aminoacidos sea
baja, la suma de todos ellos contribuye de manera significativa a la respuesta a
cambios en el volumen celular, mediante la activacién de mecanismos de transporte y/o
cambios en las tasas de sintesis y proteolisis, de manera que la concentracion

intracelular de aminodcidos se incrementa o disminuye en respuesta a encogimiento o
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hinchamiento de la célula. Los aminoacidos tienen un papel importante durante la
adaptacidn a pequefios cambios en la osmolaridad extracelular; sin embargo su
contribucién parece ser menor en la adaptacién a osmolaridades excesivas como en el
caso de médula del rifidn.

REGULACION DEL VOLUMEN EN MEDIOS ANISOSMOTICOS
fncremento Regulatorio del Volumen

£En un medio hiperosmético se ha observado que ciertos tipos celulares, después
de encogerse, incrementan su volumen debido a la captura de solutos del medio,
proceso conocido como Incremento Regulatorio del Volumen (IRV), el cual, en
vertebrados superiores se caracieriza generalmente por una captura inicial de Na* y CI
, seguido de un intercambio secundario de Na" por K* via la activacion de la Na*-K'-
ATPasa, resuitando eventualmente en ganancia neta de K' y CI; esta captura de
solutos es paralela a una inhibicién en los mecanismos de liberacion (canales de Ky
CIN. Los sistemas de transporte idnico mas importantes en la acumulacién de
electrolitos son: e} cotransportador Na*-K'-2CI" y el intercambiador Na*/H*; este dltimo
alcaliniza la célula originando una activacién paralela del intercambiador CI/HCOy". En
algunas células, la acumulacion de electrolitos durante el IRV se lleva acabo por la
activacién de canales de Na® y/o canales catiénicos no selectivos. La despolarizacién
inducida por la entrada de Na* favorece la entrada de CI. Por otra parte se ha visto
una participacion importante de los osmolitos orgénicos durante el IRV, viéndose
involucrados procesos de sintesis y acumulacidn {a través de transportadores
especificos) de osmolitos tales como mioinositol, sorbitol, aminoacidos y sus derivados,
glicerofosforilcolina y urea (Ballantyne y Chamberlain, 1984; Yancey, 1994; Lang et al,
1998) (Figura 1).

Decremento Regulatorio del Volumen

En un medio hiposmético se observa que algunos tipos celulares inicialmente se
hinchan, para después llevar a cabo una fase de encogimientc compensatorio,
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mediante la pérdida de solutos junto con agua osmoticamente obligada (aquella que se
moviliza a favor del gradiente de concentracién de solutos). A este proceso se le
denomina Decremento Regulatorio del Volumen (DRV).

En células de vertebrados superiores, los jones K*, Na*, CI' y HCOs,
comprenden la mayor parte de los solutos osmoticamente activos, siendo el K* yel Cl
los de mayor concentracién intracelular, por Io que el DRV se origina por una perdida
netade K" y CI'. Esto puede ocurrir mediante la activacién del cotransporte de K* - CI,
o la activacién independiente de canales de K* y CI', (Knauf, 1986; Knoblauch, 1989)
que pueden o no, ser interdependientes, En algunos tipos celulares la evidencia
experimental en apoyo a esta suposicion esta basada en las siguientes observaciones:
1) al inhibirse la salida de K* con quinidina se inhibe la recuperacién del volumen; sin
embargo, sise provee una via aiterna para la salida de K* con valinomicina (Hoffmann
et al., 1984) o con gramicidina en un medio sin Na* (Hofmann et al., 1986; Pasantes-
Morales et al., 1984a; 1994c), el volumen disminuye normalmente o se ve acelerado,
sefialando que el canal de CI" se encuentra activo, ademas de indicar que la salida de
K" es el paso limitante en la recuperacion del volumen; 2) el curso temporal de la
inactivacion del canal de CI' es diferente al del canal de K': el primero se activa
abruptamente con el aumento de volumen y se inactiva en aproximadamente 10 min,
mientras que el canal de K" permanece activado por méas tiempo (Sarkadi et al., 1984);
3) la despolarizacion (de aproximadamente 10 mV) observada durante e! hinchamiento,
es consistente con un mayor aumento en la permeabilidad de la membrana para el CI
que para el K*. Esta despolarizacién aumenta la fuerza electromotriz para la salida de
potasio y puede explicar al menos parte de esta salida (Lang et al., 1987).

Los canales anionicos activados por hinchamiento no son selectivos, permitiendo
el paso no sélo de CI' sino también de HCOjy', asi como de aniones organicos y
osmolitos organicos neutros. Adicionalmente el cotransportador Na'fHCO; puede
estar participando en el DRV. Entre otras vias utilizadas para la movilizacion de K* y
CI estan el cotransporte electroneutro de K*/CI, el cual se ha visto preferentemente
activado por hinchamiento isotonico en algunas células. Otro mecanismos para liberar
KCl, es la activacion paralela del intercambiador K'/H" y el intercambiador CI7HCO;', el
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H" y el HCO3' en el interior forman CO,, el cual difunde posteriormente al exterior, por
lo que no es osméticamente activo. También se ha reportado Ia participacion del
intercambiador Na'/Ca*™ de manera inversa, asi como la expulsién de Ca** a través de
ia ATPasa de Ca™, ia activacion de la ATPasa K*-H* y la ATPasa Na*-K*. Asi mismo la
entrada de Ca"™ a través de canales catidnicos no selectivos activa la salida de K* a
través de canales de K’ sensibles a Ca™. Los osmolitos organicos también participan
de manera importante en el DRV, la disminucién en el contenido intracelular de estos
se lieva a cabo mediante fenémenos de liberacién y/o degradacion de los mismos. Asi,
se ha visto que la movilizacién de aminoacidos (principalmente la taurina) esta
involucrada en el DRV en varios tipos celulares de vertebrados, asi como la liberacién
de sorbitol, mio-inositol, betaina. (Ballantyne y Chamberlain, 1994; Yancey, 1994; Lang
et al, 1998) (Figura 1).

Hiposmético / DRV Hiperosmético / IRV
K-l-

cr

AMINOACIDOS

Isosmético

Figura 1. Mecanismos involucrados en la regulacién del
volumen en condiciones anisosmoticas. DRV -
Decremento Regulatoric de! Volumen. IRV Incremento
Regulatorio del Volumen




VIAS DE MOVILIZACION DE LOS OSMOLITOS ORGANICOS: POSIBLE
PARTICIPACION DE UN CANAL ANIONICO

La translocacion de osmolitos subsecuente a hinchamiento hiposmético ha sido
investigada en diferentes preparaciones (Kirk, 1997; Nilius et al., 1897). Se ha
demostrado que la liberacion de taurina en respuesta al cambio de volumen, es
independiente de la presencia de Na* en el medio extracelular y de la temperatura, lo
cual descarta fa participacion del transportador del amino4cido dependiente de Na*
como mecanismo de liberacion inducida por hiposmolatidad. En realidad, el
movimiento de taurina en respuesta al aumento en el volumen celular, se origina a
través de vias difusionales en las que el movimiento de este aminoacido ests dirigido
por su gradiente de concentracién (Sanchez-Olea et al., 1991). Una caracteristica de
los mecanismos de movilizacién de la taurina asociada a cambios en el volumen celular
es que se inhibe por bloqueadores de canales de CI' como el DIDS, el dipiridamol, el
NPPB, la DDF, ios &cidos grasos poliinsaturados y €l &cido niflimico (Sanchez-Olea et
al., 1993, Sanchez-Olea et al., 1996; Pasantes-Morales et al., 1994). Esto ha llevado a
sugerir 1) que el transporte de este osmolito se realiza a través de un canal aniénico
con caracterfsticas tales que permitan el paso de osmolitos zwiteriones como son los
aminogcidos, 2) de una sefial de activacién comdn a las dos vias que se afecta con los
farmacos empleados; o bien, 3) que existe una interrelacion de manera muy estrecha,
de modo que la supresién de uno de los flujos lleva al blogueo de! ofro. Estas
interrogantes no son faciles de aclarar, ya que por una parte, los inhibidores existentes
hasta la fecha no permiten discriminar entre los distintos tipos de canales de Cf y por
otra, los canales de Ci no se han identificado plenamente a nivel molecular.

Las distintas proteinas que pueden funcionar como canales aniénicos ~y de
osmolitos organicos- activados por volumen, se describen a continuacion: 1) CLC-2
(Canal de Cloro Tipo 2). Esta proteina esta ampliamente distribuida en céluias de
mamifero y en lineas celulares. La evidencia disponible sugiere que el CLC-2
responde a cambios en la osmolaridad externa (Gruder et 25, 1992). 2) Glicoproteina P.
Esta proteina es una molécula transportadora cuya principal funcion es Ia expulsién de
drogas citotéxicas en células cancerosas; pero ademas se ha sugerido que puede
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funcionar como un canal anibnico activado por hinchamiento y/o como proteina
reguladora del canal. (McEwan et al., 1992; Rasola et al., 1994; Wang et al., 1984;
Dong et al., 1994; Tominaga et al., 1995; Viana et al., 1995). 3) plan. La expresion de
esta proteina en ovocitos de Xenopus genera una corriente de CI constitutivamente
activa con caracteristicas similares a las del canal aniénico activado por hinchamiento
(Strange et al., 1996; Paulmichl et al., 1992; Gschwenter et al., 1995) han realizado
trabajos que apoyan que esta proteina podria estar participando en el proceso de
regulacién del volumen. 4) Banda 3. La evidencia de que esta proteina podria estar
funcionando como el canal ani6nico activado por hiposmolaridad se basa en que
muchos de los inhibidores de la banda 3 también inhiben los flujos de CI' y osmolitos
sensibles a volumen (Goldstein et al., 1990; Goldstein y Bill, 1991; Garcia Romeu et al.,
1991; Motais et al., 1991; 1992). 5) Fosfoleman. Es una pequefia proteina de 72
aminoéacidos que cuando es reconstituida en bicapas lipidicas forma canales anionicos
con una permeabilidad a la forma anidnica de la taurina 70 veces mayor a la del CI', lo
cual sugiere que esta proteina puede estar relacionada con los flujos de taurina
activados por hinchamiento (Moorman et al, 1995). 6) VDAC (Canal Anidnico
Dependiente de Voltaje). Esta proteina es un canal ani6nico dependiente de voltaje
parecido a una porina y se localiza en la membrana extema de las mitocondrias en
eucariontes. Recientemente se ha descrito que VDAC se encuentra también en la
membrana plasmatica de ovocitos de Xenopus y ademas se reporto que el anticuerpo
anti-VDAC de linfocitos humanos inhibe los flujos iénicos activados por hiposmolaridad

en estas células (Reyman et al, 1995).
REGULACION ISOVOLUMICA

En un estudio realizado por Lohr y Grantham (1986) en células renales se
observé que estas células tenfan la capacidad de mantener su volumen constante en
medios anisosmbticos, siempre que el cambio en osmolaridad se diera en forma
gradual. Este fenémeno se denomind Regulaciéon Isovolumétrica (RIV). Esta
regulacion, si los cambios osméticos son crecientes (el medio se hace hiperosmético),
se lleva acabo mediante la captura de solutos y acumulacién de electrolitos como
resultado de alteraciones en los mecanismos de intercambio ionico en la membrana o

10




mediante la ATPasa Na™-K'y el cotransportador Na*-K*-2Cr" (Lohr et al.,1989: Mountian
y Van Driessche, 1997). Si los cambios en [a osmolaridad son decrecientes (el medio
se hace hiposmotico) la regulacién se consigue mediante la pérdida aparente de
solutos intracelulares por mecanismos que no estan totalmente esclarecidos {Lobr,
1980; Van Driessche et al., 1997) (Figura 2). Sin embarge, no todas las células
expuestas a cambios graduales de osmolaridad tienen la capacidad de llevar a cabo
RIV. En un estudio reciente se demostré que los eritrocitos expuestos a cambios
graduales de osmolaridad no son capaces de regular su volumen de manera eficiente
debido a que la perdida intracelular de osmolitos (K y taurina), no es suficiente para
contrarestar el fiujo neto de agua originado por el gradiente osmético impuesto (Godart,
1999). Aunque en el DRV y el IRV se tiene bien caracterizado los principales
mecanismos de regulacién del volumen, en la RIV no se han caracterizado a fondo. De
hecho actualmente solo existen estudios en una linea celular de nefrona (AB) vy en
tubulos renales proximales (Lohr et al., 1990; Van Driessche et al., 1997).

Regulacién Isovolimica

Na
N‘ - E E
_C: ! Na* K"
HIPEROSMOTIOO

ISOSMOTICO HIPOSMOTICO

SENEFERESpEEEREAORS
EMFTOCro<

Crommprogzne

TIEMPO

Figura 2, Mecanismo involucrados en la Regulzzién Isovolimica
(RIV). Como se aprecia en la figura, las células son capaces de
mantener constante su volumen en respuesta a cambios
graduales de osmolaridad (gradiente osmético) mediante la
activacion de distintos mecanismos.




REGULACION DEL VOLUMEN EN EL CEREBRO

IMPORTANCIA

Los procesos fisiologicos involucrados en el control del volumen celular en el
cerebro tienen implicaciones clinicas importantes, ya que cambios pequefios en el
volumen pueden producir profundas secuelas clinicas. Por ello, la regulacién de
volumen en este érgano ha sido ampliamente estudiada. Los cambios en el volumen
celular del cerebro pueden ser consecuencia de alteraciones en la osmolaridad de los
fiuidos externos o debido a cambios en la distribucién de iones y agua durante
condiciones isométicas (Ballanyi y Grafe, 1988). Los efectos mas obvios de cambios
muy pequefios en el contenido de agua son mecanicos, debido a que la funcién de las
neuronas depende de su arquitectura, su estratificacion y la localizacién especializada
de las sinapsis. A nivel celular, el aumento o disminucién del volumen puede alterar el
metabolismo debido al cambio en las concentraciones de enzimas y substratos, y
modificar los niveles de moléculas que sirven como sefiales de transduccion (O°Neill,
1999)

Los cambios patolégicos que conllevan a una disminucién en el volumen
cerebral estdn asociados principalmente a cambios en la osmolaridad de! medio que
originan estados hipertonicos tales como la hipemnatremia, hiperglicemia, diarrea
severa, falla renal, diabetes mellitus e insipidus, diuresis osmotica con deshidratacion,
efc. Sin embargo existen reportes en los gue se observa un encogimiento de las células
en condiciones isosmaticas durante la estimulacion rapida por agonistas, lo que origina
la perdida intracelular de K* y CI' (O"Neili, 1998).

Cuando la hipernatremia se desarmolta dentro de 4 a 8 horas (hipematremia
aguda), no se observa la activacién de mecanismos de regulacién del volumen. Bajo
estas circunstancias, el cerebro actlia como un osmomeifro perfecto, exhibiendo el
decremento en el volumen esperado debido al flujo neto de agua a favor del gradiente
osmético (McManus y Churchwell, 1994). Sin embargo, es mas comuln que esia
patologia se desarrolle depués de un periodo de 24 a 72 horas, manteniéndose el

volumen relativamente constante. Durante la hipernatremia crénica el volumen
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cerebral se mantiene cerca de los niveles normales debido a la acumulacién de
electrolitos y moléculas organicas tales como mio-inositol, taurina, glutamina y betaina.
El incremento en las concentraciones de iones se lleva acabo principalmente a través
de sistemas de transporte dependientes de Na®, mientras que la acumulacion de
osmolitos organicos se da a través de mecanismos de transporte o por el aumento en
la sintesis. La hiperglicemia activa procesos de regulaciéon del volumen similares a los
que se observan durante la hipernatremia, ya que se ha reportado una acumulacién de
electrolitos y osmolitos organicos .dentro de las primeras 12 horas del desarrolio de un
cuadro diabético (Trachtman, 1892).

Edema Cerebral

El edema cerebral representa un cuadro clinico muy severo. Se ha reportado
que un incremento por arriba del 5% del volumen cerebra!l puede originar mortalidad y
morbilidad substancial (Trachtman, 1982). Dada la restriccion que impone la caja
craneana a la expansioén del tejido cerebral, el edema celular es en muchos casos una
complicacién ain mas grave que la propia patologia que le dio origen (Pasantes-
Morales, 1996). Mientras la presion intracraneal se eleva réapidamente, el
desplazamiento caudat del parénquima del cerebro a través del foramen magnum
puede causar la muerte por paro cardiaco o respiratorio debido a la opresion de los
nucleos del tallo cerebral. €l volumen intracraneal se encuentra distribuido en un
modelo de cuatro compartimentos: el sanguineo, el espacio intracelular y el
extracelular, y el liquido cerebroespinal, por lo que el incremento en el volumen de un
compartimento debe estar acompafada por un decremento reciproco en &l volumen
total de los tres compartimentos restantes. Aunque el liquido cerebroespinal, puede
disminuir de forma significativa sin detrimento, la pérdida de volumen sanguineo
conllevaria finalmente & dafio cerebral y profundas secuelas clinicas. Por otra parte, un
cambio en el volumen citosolico puede provocar alteraciones en la funcion de
organelos como resultado de fluctuaciones en el pH intracelular y las concentraciones

de enzimas, cofactores, calcio y fuerza idnica.
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{os cambios patolégicos en el edema cerebral pueden ser agrupados en dos
categorias: Citotoxicos (Isosmoticos) y Anisosméticos. Las alteraciones citotbxicas que
conllevan a edema cerebral involucran patologias como isquemia, encefalopatia
hepética, excitotoxicidad, hipoxiafanoxia, y situaciones de estrés oxidative. El edema
celular anisosmoético ocasionado por alteraciones en la tonicidad del plasma esta
asociado a patologias como hiponatremia, sindrome de secrecién inapropiada de
hormona antidiurética, intoxicacion por agua, uso inapropiado de diuréticos,
deshidratacién, diabetes mellitus, diabetes insipidus, y un componente hiposmbtico en
la isquemia.

La hiponatremia puede ser definida como una baja anormal en la concentracién
de sales de Na® en el fluido extracelular . Aunque el rifién es un organc importante en
la patogénesis, el érgano blanco de los cambios que producen morbilidad y mortalidad
es el cerebro. El edema cerebral asociado con la hiponatremia puede originar severas
secuelas clinicas de manera secundaria como edema pulmonar, infarto cerebral,
ceguera cortical, estado vegetativo persistente, paro respiratoric y coma. La
hiponatremia se atribuye principaimente a la inapropiada secrecion de la hormena
antidiurética, falla renal que conlleva a una pérdida de sales en el fluido cerebral y una
disminucion en el fluido extracelular (Harrigan, 1996; Zafonte, 1997). También puede
ocurrir cuando la ingestién de agua excede la habilidad del riién de excretarla o
cuando hay una pérdida urinaria de cationes monovalentes (Na* y K" en
concentraciones que exceden su ingestion. La hipotonicidad de! plasma, asociada a
hiponatremia, es observada mas frecuentemente a nivel clinico que la hipertonicidad.
La hiponatremia debida a una baja en el volumen circulante de sangre se observa en
individuos con desnutricion, falla cardiaca congestiva, sindrome nefrotico y cirrosis
hepética (donde la cantidad de sal y agua retenida provoca la formacion de edema). La
hiponatremia con volumenes de sangre circulante normales y expandidos ocurre
debido a intoxicacién por agua Gomo aculre en cuadros psicéticos y por sindromes de
secrecién inapropiada de hormona antidiurética. En pacientes en periodo
postoperacional se pueden presentar cuadros de hiponatremia debido a las altas
concentraciones (5%) de dextrosa que se administra en el suero y en los que los
niveles de vasopresina se aumentan debido estrés.
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Bajo las condiciones arriba mencionadas, las células cerebrales han
desarrollado mecanismos de respuesta adaptativos, disefiados para modular el
contenido citosélico de los solutos osméticamente activos en respuesta a alteraciones
en la osmolaridad del fluido extracelular. Este proceso se ha visto regulado por
hormonas incluyendo la arginina vasopresina y las hommonas sexuales, Cuando la
hiponatremia dura menos de 12 horas, hay un incremento osmométrico en el contenido
de agua intracelular en el cerebro con una reduccion paralela en la concentracion de
Na*, K* y CrI; esta reduccion en el contenido de electrolitos se debe de manera parcial
a una transferencia directa de la célula al plasma asi como a través de una via
adicional por el liquido cefaloraquideo (Melton et al., 1987; Silver et al.,1999).

La hiponatremia cronica se desarrolla de manera incidental en un periodo
indefinido de tiempo y con frecuencia fos pacientes permanecen asintomaticos. En la
hiponatremia aguda se produce edema cerebral y severas alteraciones neurolégicas,
sin embargo, €n la hiponatremia prolongada el edema no es tan severo debido a
profundas reducciones en el contenido de electrolitos y osmolitos celulares con o que
el volumen celular cerebral regresa a fa normalidad (T: rachtman, 1992). Sin embargo,
este cambio sustancial en el contenido de osmolitos, puede llevar a situaciones de
riesgo si se corrige la hiponatremia en forma aguda (Verbalis y Gullans 1993).

Las células del cerebro reaccionan ante diversas patologias asociadas a
hinchamiento celular como la hiponatremia, activando vias de salida de electrolitos y
osmolitos organicos como son taurina, glutamico, aspartico, glutamina y GABA dentro
de los aminoacidos, asi como también myo-inositol, creatinina y N-acetil aspariico,
siendo la contribucién de los electrolitos de un 60%-70% v la de los osmolitos organicos
de un 30%-40% para el DRV (Thurnston et al., 1987: Lien et al., 1991; Trachtman et al.,

1980).
Mecanismos celulares

En el cerebro, el IRV ha sido estudiado principalmente en lineas celulares de

glioma C6, neuroblastomas, terminaciones nerviosas aisladas y astrocitos en cultivo de
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rata y ratén, asi como en sistemas in vivo (Bedford y Leader, 1993; Pasantes-Morales
1994b). A partir de estos trabajos se ha identificado al myo-inositol y a los amino
acidos libres como glutamato, glutamina y taurina como los principales compuestos con
funcién osmoreguladora y al sistema de cotransporte de Na'K'Cl' como mecanismo
involucrado en la movilizacién de osmolitos inorganicos (Isaaks et al., 1994, Strange et
al., 1991; Babila et al, 1990). Los astrocitos en cultivo expuestos a soluciones
hiperosméticas responden con un rapido decremento en el volumen celular de una
magnitud proporcional al incremento en la osmolaridad. In vivo se ha viste en los
primeros minutos de hipernatremia aguda, una acumulacién activa de Na‘', K"y Cl en
el liquido cerebroespinal (Na'Cl) y el plasma (K'Cr), asi como una sintesis y
acumulacién de solutos organicos en respuesta a los cambios en volumen originados
durante una fase mas lenta de respuesta, o que hace posible que durante el desarrollo
lento de hipernatremia, el contenido de agua y el tamafio celular se mantengan casi
normales (Pollock y Arieff, 1980). Durante la fase inicial de IRV la acumulacién
intracelular de Na*, CI" y K* es preferente y subsecuentemente la contribucién de los
osmolitos organicos se vuelve progresivamente mas importante llegando a ser
responsable del 50 o 40% del agua recuperada. La acumulacién de osmolitos empieza
aproximadamente de 10 a 24 horas después del estimulo hiperosmético y alcanza un
nivel estable una semana después. Cuando las condiciones de hipertonicidad duran
varios dias, los electrolitos acumulados en la fase inicial de la correccion del volumen

son progresivamente remplazados por osmolitos orgénicos.

El DRV ha sido estudiado principalmente en células en cultivo, lineas celulares,
neuronas y células gliales (Kimelberg y Ranson, 1986; Pasantes-Morales y Schousboe,
1988: Pasantes-Morales et al., 1893b, 1994¢; Mountain et al., 1996; Pasantes-Morales
et al., 1997). En neuronas y astrocitos, el DRV es un proceso rapido que se completa
en un periodo de 15-30 min. Las células expuestas a condiciones hiposmoticas se
hinchan rapidamente para posteriormente recuperar su volumen aun persistiendo estas
condiciones. La eficiencia del DRV se relaciona de manera inversa con la magnitud del
cambio osmético del medio. Se ha visto que el DRV es dependiente de Na* y
temperatura, asi como sensible a bloqueadores de canales de C!" como el acido 5-nitro-
2-(3-phenylpropylamino)  benzoico (NPPB), Ila 1,9.dideoxyforskolina (DDF), el
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dypiridamol y el &cido nifiimico. Se ha observado también que el DRV es dependiente
de CI en células C8, pero no en astrocitos y neuronas (Pasantes-Morales et al., 1993a,
1994b; 1984a). Los principales osmolitos involucrados en el DRV en neuronas y
célutas gliales en cultivo son el K' y el CI', los amino4cidos osméticamente activos y el
myo-inositol (Kimelberg et al., 1990; Pasantes-Morales, 1996).

Aunque el estudio de los mecanismos de regulacién del volumen celular han
sido ampliamente estudiados en células en cultivo y lineas celulares, poco se ha hecho
por conocer las respuestas originadas por cambios osméticos en sistemas mas
complejos como serfan rebanadas de tejido nervioso o sistemas in vivo. En rebanadas
de corteza la exposicién a condiciones hiposméticas determinan hinchamiento medido
como la reduccin del espacio extracelutar al final del experimento (Oja y Saransaari,
1992: Law, 1994a, 1996a), pero ninguna evidencia de DRV se ha presentado ain. En
el hipocampo de rata se han hecho diferentes estudios (lineas celutares, in vivo y
rebanadas) en los cuales se presentan datos confroversiales sobre la existencia de
regulacién de volumen (Andrew y MacVicar, 1994; Andrew, 1997,Chebabo et al,
1995a; Aitken et al., 1899). Se ha propuesto de manera hipotética que el hinchamiento
en neuronas hipocampales es prevenido en condiciones anisosméticas por una
reduccion en la permeabilidad al agua en la membrana debido a un cierre de canales
como respuesta uniforme del soma neuronal y de las dendritas proximales a distintos
ambientes adversos (Somjen et al., 1993; Somjen, 1999). En cuanto a la movilizacion
de osmolitos en respuesta a condiciones hiposméticas en rebanadas de corteza de
rata, se ha observado que la liberacién de taurina debido al hinchamiento esta asociada
a un mecanismo dependiente de CI' y pH y sensible a acido niflimico, TMB-8 y
trifluoperazina (estos dos Cltimos conocidos bloqueadores de la liberacién intracelular
de calcio) (Law, 1994c¢), v a la liberacién de ofros amino4cidos como son L-aspartico,
GABA, glicina y L-glutdmico, que es sensible a DIDS, NEM, TFP y tapsigargina (Law,
1994b: 1996a; 1996b). En preparaciones in vivo e in vitro de corteza cerebral ocurre
también una liberacién de taurina y GABA en respuesta a concentraciones bajas de
Na* (Saransaari y Oja, 1992; Oja y Saransaari, 1996; Haugstad et al., 1997). También
se ha visto la liberacién de otros aminoacidos como glutdmico, aspartico, glicina y
fosfoetanolamina, siendo la fiberacién de taurina la mas sensible a blogueadores de
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canales ani6nicos (DIDS, SITS, tamoxifén, acido niflimico, acido araquidénico y
NPPB). El mecanismo de liberacién parece estar modulado por PKC y PKA (Estevez
et al, 1999a; 1999b). En estudios en el hipocampo, en respuesta a medios
hiposméticos se observa un aumento en la concentracion extracelular de taurina
(sensible a furosemida), glutamico, aspartico, fosfoetanolamina, GABA, alanina y N-
acetylaspartato (Solis et al., 1988; Wade et al., 1988; Lehmann, 1989; Lehmann et al.,
1991: Haugstad et al., 1995; Haugstad y Langmoen 1996; Davies et al., 1998). En
estudios in vivo en hippocampo de rata se observa también un inctemento en Ia
liberacién de taurina en medio hiposmético 50% (Bruhn et al., 1996)

Estos mecanismos pueden estar actuando in vivo, y ser responsables de los
cambios en los niveles de osmolitos observados. Se ha visto que en respuesta a
condiciones hiponatrémicas, las células nerviosas reaccionan activando el flujo de
osmolitos organicos e inorganicos. Existe una fase dentro de las primeras 3-24 hen la
que se observa una disminucién del 10-30% en las concentraciones de de Na*, K"y CI
(Meiton, 1987); en una segunda fase (aproximadamente de 2 dias) se origina una
disminucion (50-80%) en el contenido de osmolitos organicos, principalmente
aminoéacidos (taurina, glutamico, aspértico, glutamina y GABA), myo-inositol, creatinina
y N-actyl aspartato (Thurston et ai., 1980: Verbalis et al., 1991, Sterns et al., 1993;
Bedford et al., 1993). Debido a que el contenido de osmolitos inorganicos es superior al
del de los organicos, su contribucion al DRV es mayor (80%-70%) que la de los
organicos (30-40%) (Lien et al., 1891).

En tejido nervioso, la regulacién isovolumica solo se ha estudiado en células de
glioma de rata C6 en condiciones hipertdnicas (Mountian y Van Driessche, 1997),
donde se ha encontrado que el aumento gradual en la osmolaridad del medio conlleva
a una captura de electrolitos por la bomba de Na’/K* y el cotransportador Na*-K'-2CT,

La contribucién de los osmolitos a la RIV en células nerviosas no se conoce.

1 os mecanismos involucrados en la regulacién del volumen se han estudiadoc
principalmente en respuesta a cambios sUbitos de osmolaridad, lo que no refleja
condiciones fisio-patolégicas reales debido a que fales cambios en la osmolaridad
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externa de! medio no suceden en la realidad ni en magnitud ni en rapidez, aun en
condiciones de hiponatremia aguda. Por otra parte, la mayoria de los estudios de
regulacidon del volumen se han realizado en células en cultivo o aisladas, lo que {limita
el estudio de este proceso a un solo tipo celutar, mientras que in vivo existe una gran
nimero de interacciones celulares, para el caso del tejido nervioso, entre las células

neurcnales y las gliales principalmente

En el presente trabajo se escogié como preparacién expetimental ala rebanada
de hipocampo. La rebanada de hipocampo de rata es un sistema integrado y complejo
donde la relacion neurona-glia y su funcion sinaptica se mantiene refativamente intacta,
lo que permite estudiar los mecanismos celulares de respuesta que presenta un tejido
de manera compuesta con todos sus componentes celulares. cuando es cortado en
forma transversal a su eje longitudinal (septal - temporal), el hipocampo exhibe un
arreglo aferente de tres vias conectadas conocidas como circuito trisinaptico o asa que
permanece relativamente intacto, permitiendo estudiar {a respuesta integral del tejido.
Esta preparacion es vulnerable particularmente a distintos procesos patologicos
incluyendo isquemia, enfermedad de Alzheimer y epilepsia, los cuales tienen un
componente de edema asociado (Amaral, 1978, Amaral et al., 1989, Kande! et al,
2000).

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue estudiar los mecanismos de regulacién de
volumen en respuesta a decrementos en ia osmolaridad del medio en el hipocampo de
rata. En este estudio se caracterizo el grado de hinchamiento y la movilizacion de
osmolitos orgéanicos (aminoacidos osméticamente activos) e inorganicos (iones como el
K") originados en respuesta a cambios subitos y cambios graduales de osmoléridad

comparandose ambos paradigmas experimentales diferentes.




externa de! medio no suceden en la realidad ni en magnitud ni en rapidez, ain en
condiciones de hiponatremia aguda. Por otra parte, la mayoria de los estudios de
regulacion del volumen se han realizado en células en cultivo o aisladas, lo que llimita
el estudio de este proceso a un solo tipo celular, mientras que in vivo existe una gran
namero de interaccidnes celulares, para el caso del tejido nervioso, entre las células
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En e! presente trabajo se escogié como preparacién experimental a la rebanada
de hipocampo. La rebanada de hipocampo de rata es un sistema integrado y complejo
donde la relacion neurona-glia y su funcién sinaptica se mantiene refativamente intacta,
lo que permite estudiar los mecanismos celulares de respuesta que presenta un tejido
de manera compuesta con todos sus componentes celulares. cuando es cortado en
forma transversal a su eje longitudinal (septal - temporal), el hipocampo exhibe un
arregio aferente de tres vias conectadas conocidas como circuito trisinaptico o asa que
permanece relativamente intacto, permitiendo estudiar la respuesta integral del tejido.
Esta preparacién es vulnerable particularmente a distintos procesos patelogicos
incluyendo isquemia, enfermedad de Alzheimer y epilepsia, los cuales tienen un
componente de edema asociado (Amaral, 1978, Amaral et al., 1989, Kandel et al,
2000).

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue estudiar los mecanismos de regulacion de
volumen en respuesta a decrementos en la osmolaridad del medio en &l hipocampo de
rata. En este estudio se caracterizé el grado de hinchamiento y la movilizacién de
osmolitos orgénicos (aminoacidos osméticamente activos) e inorganicos (iones como el
K*) originados en respuesta a cambios sibitos y cambios graduales de osmolaridad

comparandose ambos paradigmas experimentales diferentes.
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METODOLOGIA

MATERIALES

Los compuestos radioactivos (**Rb, *H-taurina, *H-Daspartato, *H-GABA) fueron
adquiridos en New England Nuclear, Boston MA. Las diferentes sales (NaCl, CaCP,
MgCly, KHoPO4, KCl), Glucosa y HEPES fueron adquiridas en Sigma St. Louis MO.,
mientras que los distintos inhibidores de canales anidnicos (NPPB, DDFK y acido
niflumico) fueron adquiridos en (Research Biochemical International).

REBANADAS DE HIPOCAMPO E INCUBACION

Se utilizaron ratas Wistar (machos) de 200-250 g de las cuales se disectd el
cerebro para obtener los hipocampos. Estos se sumergieon en medio isosmético (300
mOsm), con la siguiente composicidn (en mM): 135 NaCl, 1.0 CaCls, 1.17MgClz, 1.7
KH,PO,, 5 KCI, 5 Glucosa y 10 HEPES (pH 7.4) (el tiempo aproximado de diseccion
hasta que fueron sumergidos fue el menor posible, aprox. 40 seg, tratando de evitar el
dafio producido por anoxia en e! tejido). De ambos hipocampos se sacaron rebanadas
transversales de 400 micras utilizando una rebanadora de tejido Chopper Mcliwain,
procurando solamente sacar las rebanadas de la parte media de cada hipocampo; esto
debido a que aunque longitudinalmente ios componentes celulares son los mismos, las
capas celulares varfan en espesor y por lo tanto los tipos celulares varian en
abundancia. Se sacaron solamente 10 rebanadas por hipocampo (Figura 3).
Posteriomnente, las rebanadas se sumergieron en medio isosmobtico a 37°C
(temperatura a la cual se realizaron todos los experimentos), durante 5 minutos

aproximadamente para su estabilizacion.
CAMBIOS SUBITOS DE OSMOLARIDAD

Las rebanadas se perfunden inicialmente con un medio isosmético durante el

tiempo indicado en cada experimento. Posteriormente se cambié el medio de perfusion
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de forma sUbita a medio hiposmético 150, 225 6 270 mOsm, segun sea el caso {la
hipsomolaridad se alcanzd reduciendo solamente la concentracion de NaCl). Las
osmolaridades finales de los distintos medios fueron checadas en un osmometro de
punto de congelacion (Osmette A, Precision Systems Inc.).

Cal

Figura 3. Ubicacion del hipocampo en el cerebro de rata. Como
se observa en la figura, el corte longitudinal mantiene intacta la
circuiteria del tejido.

CAMBIOS CONTINUOS DE OSMOLARIDAD

Para generar un gradiente osmético (cambio gradual de osmolaridad a una tasa
determinada), se utilizé un sistema de vasos comunicantes similar al descrito por Lohr y
Grantham (1986) (Fig. 4} Este sistema consta de dos vasos de vidrio
intercomunicados entre si; en uno de los cuales se pone el medio isosmotico con [a
osmolaridad a partir de la cual comenzara la reduccion continua en la osmolaridad al
irse mezclando gradualmente con el medic hiposmético que se coloca en el otro vaso,

alcanzando al final del tiempo de perfusién la osmolaridad de este (150mOsm).
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Para probar éste sistema se comié una curva contra osmolaridad,
recolectandose fracciones cada minuto del medio perfundido (Fig 5). Posteriormente,
se midié la osmolaridad de las muestras recolectadas y se calculd la tasa de cambio o
de reduccién de la osmolaridad del medio en nuestro sistema. Utilizando la formula
establecida por Van Driessche y colaboradores (1997) se determiné la tasa de cambio
tedrica para el sistema:

ah=n2=-(n"2- n1) x (DI 2V )t + =°2

donde 7b es la osmolaridad de la muestra del medio recolectada para determinado
tiempo (t); x2 es la osmolaridad del vaso 2 siendo igual a zb; n°2 es la osmolandad
inicial del vaso 2 (isosmoético 300mOsmy); =1 es la osmolaridad del vaso 1 que no
cambia (hiposmotico 150 mOsm.); D es la velocidad de perfusion de la bomba
peristaltica (en la figura, d = D/2); y Vo es el volumen inicial tanto del vaso 1 como del 2
(250 ml). Como se observa en la figura 5, la tasa de cambio experimental fue de 2.47
mOsm/min, similar a la esperada de 2.5 mOsm/min (tedrica) con una r? de 0.9971. En
la figura se observa como, después de 60 min de perfusion, el medio alcanza una
osmolaridad de 150 mOsm (50% hiposmético).

Y
N
q1 M

_dy D, o
pia & o podlica :Pj
K1 K2

Figura 4. Sistema de vasos comunicantes (Lohr y Grantham
1986)
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Figura 5. Cambio de la osmolaridad del medio en relacién el
tiempo en el sistema de vasos comunicantes (Fig 4). La tasa de
cambio en nuestro sistema fue de 2.47 £ 0.06 mOsm por minuto,
a una velocidad de perfusion de 1ml por min, mientras gue la
obtenida de manera tedrica fue de 2.5 mOsm por mip. Al final
del tiempo de perfusién (60 min) la osmolaridad del medio
alcanza las 150 mOsm. r* =0.99
VOLUMEN

Los cambios en el volumen de la rebanada se cuantificaron a pariir de los
cambios en el contenido de agua intracelular del tejido, determinados de la siguiente

forma:
ESPACIO EXTRACELULAR O INULINICO

Se utilizo 1a técnica de la determinacion del espacio inulinico que ha sido
empleada para determinar cambios en el espacio extracelular en diferentes
preparaciones (Steenbergen et al., 1985 Law, 1987; 1992; Vom Dahl y Haussinger,
1996). Las rebanadas de hipocampo son incubadas individuaimente durante 1 hr. en

medio isosmotico con 1uCifml de 140 Jnulina. Posteriormente son expuestas a los
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cambios de osmolaridad correspondientes (stbitos o graduales). Después del tiempo
indicado, las rebanadas son escurridas determinandose el peso humedo del tejido
(peso final). Luego se digieren en NaOH 0.4N y la radioactividad remanente del tejido
asi como la liberada en el medio en el que son sumergidas se contabilizan en un
Contador de Gentelleo Liquido agregandose previamente (T ritosol).

El espacio extracelular o inulinico se determina mediante la siguiente formula
(Chan et al., 1979). Los datos se expresan en % de espacio inulinico en la rebanada

[(d.p.m./g de peso humedo final) / (d.p.m./ ml del medio)} x 100
CONTENIDO DE AGUA INTRACELULAR

Las rebanadas son sumergidas en MKH ( 150, 225 o 270 mOsm) y MKN
(controf) durante diferentes tiempos ¢ expuestas a cambios continuos de osmolaridad.
Posteriormente se extraen los tejidos, se escurren y se pesan individuaimente
obteniendo el peso hamedo del tejido después del tratamiento (PHT). Luego, las
rebanadas son secadas en un homo a 80 °C durante 24 hr para obtener el peso seco
(PS) del tejido. El contenido de agua total de |a rebanada se determina mediante la

siguiente férmuia:
PHT-PS = contenido de H;0O total

al cual se le resta el % de espacio extracelular o inulinico de! tejido obteniendo el
contenido de agua intracelular en la rebanada para cada condicién. Los datos se

expresan en pl de H;O pormg de peso seco {ps)
contenido de H,0 total "% espacio inulinico = pl de HzO/mg ps

En este caso el espacio inulinico de las rebanadas de hipocampo fue de 17% + 0.61y
no varié en ninguna de nuestras condiciones. Este valor cae dentro de los resuitados

obtenidos por Mcbain y colaboradores (1988)
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LIBERACION DE AMINO ACIDOS Y RUBIDIO. SISTEMA DE
PERFUSION

Las rebanadas son incubadas en el mismo medio, con diferentes aminoacidos
marcados radioactivamente: 3uCiiml de *H-taurina durante 1 hr, 1uCi/ml de *H-D-
aspartico y *H-GABA durante 30 min, o con 1uCifm! ®Rb como trazador de K* durante
30 min.

Las rebanadas son colocadas en camaras (3 rebanadas por camara), a cada
una de las cuales se perfunde medio a una velocidad de 1 = 0.1 ml por min por medio
de una bomba peristaltica (Figura 6). Durante fos primeros 15 min se lavd
continuamente el tejido con medio isosmético para eliminar la radioactividad remanente
& adherida al tejido (sin recolectar muestras). Posteriormente se empieza a recolectar
muestras cada min. Primero se recolecté una basal (5 min para cambios sidbitos de
osmolaridad y 10 min para cambios graduales de osmolaridad) y después, se cambi6 la
osmolaridad del medio de perfusion (de manera subita o continua) recolectandose
muestras durante 20 min (cambio subito) y 60 min (gradiente osmético). A los viales se
s agregé Tritosol y posteriormente, en un Contador de Centelleo Liquido Beckman se
obtuvieron las CPM (cuentas por minuto} o DPM (dessintegraciones por minuto)

correspondientes.
Los resultados de los experimentos anteriores son expresados en tasa de
liberacién (.. el porcentaje de radioactividad en la rebanada al inicio de cada periodo

de recolecta de muestra). La tasa de liberacion (f) es calculada de acuerdo a la

acuacion;
f= Al{t+At)

donde A representa la radioactividad perdida en el intervalo t y At representa la
diferencia entre ¢! total de la radioactividad acumulada por las células durante la
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incubacién y la radioactividad liberada al tiempo de perfusién dado. (Sanchez-Olea R et
al., 1991).

LY ————‘ ‘
Hiposmdtic Isosmotic .

® ©

<%

Flujos
isotopicos

Contenido
de agua

Figura 6. Sistema de perfusion para cambio s(bito y gradual de
osmolaridad.

EFECTO DE INHIBIDORES DE CANALES DE CI

El efecto de conocidos inhibidores de canales de CI' como son el DDFK
(100pM), NPPB (600uM) y 4cido niflimico (600 pM) sobre la liberacion de aminoacidos
(*H-D-aspartico, *H-GABA y *H-taurina) estimulada por cambios de osmolaridad se
estudio en el presente trabajo. Estos farmacos se preincuban 15 min antes de la
recolecta de la basal y se encuentran presentes a lo largo de todo el experimento.

AMINOACIDOS Y POTASIO ENDOGENO

Se utilizaron rebanadas de hipocampo obtenidas de la misma manera que en los

experimentos anteriores, que no fueron incubadas con ningin tipo de marca
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radioactiva. Posteriormente, se realizaron experimentos de cambio subito y cambio
continuo de osmolaridad en estas rebanadas de la manera descrita previamente, sin
recolectar muestras del medio perfundido. Se recuperaron los tejidos de las camaras
de perfusién y se trataron de la manera en que se especifica mas adelante para
cuantificar el potasio y los aminoécidos endégenos remanentes en el tejido
comparéndolos con controles perfundidos durante el mismo tiempo con medio

isosmético y tratados de la misma forma.

Para cuantificar la cantidad de amino4cidos remanente en las rebanadas, se
realizé e siguiente procedimiento. Las muestras fueron homogeneizadas y sonicadas
en alcoho! al 70%: posteriormente, son centrifugadas a 5000 rpm durante 5 min,
recuperando el sobrenadante para después filtrario. Los aminoécidos contenidos en la
muestra filtrada son cuantificados por HPLC y los resultados son expresados como

nmolas de aminoécido por mg de peso himedo.

Para cuantificar el contenido enddgeno de potasio en el tejido, las muestras son
homogeneizadas y sonicadas en agua bidestilada (1ml); luego se les agrega HC! 0.1N
(4mi) y son hervidas durante 15 min para lisar todas las membranas celulares.
Después, las muestras son centrifugadas a 6000 rpm durante 5 min. El potasio
contenido en ia muestra es cuantificado por Espectrometria de Absorcién de Atémica, y
los resultados son expresados en mmolas de K" por mg de peso seco.
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RESULTADOS

CAMBIOS EN EL VOLUMEN

Esta etapa de! trabajo incluyé el estudio de los cambios en volumen originados
por reducciones en la osmolaridad del medio de manera gradual o subita,
caracterizando el grado de hinchamiento o aumento en volumen y la existencia de una
regulacion dinamica del mismo. Como ya se mencioné en la metodologia, en todos
estos experimentos el cambio en el volumen en el tejido, se evalué haciendo la
sustraccion del espacio inulinico previamente determinado (17.1%).
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Figura 7. Curso temporal del cambio en el contenido de agua de las
rebanadas de hipocampo expuestas a cambios sibitos de osmolaridad.
Después de 10 min en medio isosmético las rebanadas fueron expuestas a un
medio 50% hiposmético durante el tiempo indicado (barras en diagonal. Los
controles (barras en btanco) muestran el contenido de agua de los tejidos en
medios isosmoticos antes del experimento y después de regresarse durante 5
min 2 medio isosmético posterior a 25 min. en medéo hiposmético 50%. Los
datos se expresan como pl de H,O por mg de peso seco (ps) y son promedios
{n=4-8) £ ES. Los asterlscos significan diferencias significativas con respecto
al control (isos) *p<0.005, **p<0.05
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En la figura 7 se observa el curso temporal del cambio en el contenido de agua
de las rebanadas de hipocampo expuestas a un medio 50% hiposmotico. El contenido
de agua aument6 alcanzando su méximo a los 2 min con un 58% de incremento,
manteniendose este pico hasta los 10 minutos posteriores al estimulo. A partir de este
momento, se observé una disminucioén en el contenido de agua, recuperando el 74.5%
de su volumen original sin alcanzar completamente el nivel basal registrado en el
control. Sin embargo, en el momento en &! que el tejido se regresa a un medio
isosmético, éste recupera el contenido de agua inicial. Estos resultados indican la
existencia del proceso de regulacion del volumen (DRV), en rebanadas de hipocampo.

[#4)
S
— %

piH,O/mg ps

%0

ISOS H10% H25% H50%

Figura 8, Cambios en el contenido de agua de las rebanadas de
hipocampo expuestas a cambios subitos en la osmolaridad del
medio. Las rebanadas fueron expuestas durante 5 min. al medio
con la osmolaridad indicada (isos - 300mOsm, HI0% -
270mOsm, H25% - 225mOsm H50%-150mOsm). Los datos se
expresan como @l de H,O por mg de peso seco (ps) y son
promedios (n=8-10) £ ES. Los asteriscos significan diferencias
significativas con respecto al contrel (isos) *p<0.005
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La figura 8 muestra el contenido de agua en las rebanadas de hipocampo
expuestas de manera subita a medios hiposméticos durante 5 min. El contenido de
agua aumenta de manera proporcional a la reduccion en la osmolaridad del medio. El
incremento en el contenido de agua fue de 22.1, 416 y 63.1 % en medios
hiposméticos de 270 (10%), 225 (25%) y 150 (50%) mOsm respectivaments

El protocolo de cambio subito y decremento importante en ia osmolaridad es
usado muy frecuentemente para estudios sobre los mecanismos de regulacion del
volumen sin embargo, como ya se menciond en la introduccidn, es poco probable que

piH,0/mg ps
-9
|
H
LA

N

N ,

0 510 20 30 40 S50 60
Tiempo (min)

Figura 9. Cambios en cl contenido de agua de las rebanadas de
hipocampo expuestas a cambios graduales de osmolaridad  durante el
tiempo indicado (barras en diagonal). Las rebanadas fueren perfundidas
con un pradiente osmético 2 una tasa de -2.5 mOsm por min. Los
controles (barras en blanco) muestran elcontenido de agua de tejidos en
medio isosmdtico durante el tiempo indicado Los datos se expresan
como ul de H;0 por mg de peso seco (ps} y son promedios (n=4-8) + ES.
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estos cambios refigjen los cambios en la osmolaridad que se originan en condiciones
patolégicas, fisiolégicas y adn en las situaciones asociadas a edema celular. Por lo
tanto, se implemento un paradigma experimental en el que la reduccién en la
osmolaridad del medio es gradual a partir de un medio isosmético (300 mOsm) de
mocio que a una tasa de cambio de 2.5 mOsm/min se alcanza una osmolaridad final de
150 mOsm después de 60 min. Este protocolo se ha empleado anteriormente en
células renales (Lohr y Grantham, 1986). En las rebanadas de hipocampo sometidas a
estas condiciones no se observo ningiin cambio significativo en el volumen reflejado en
cambios en el contenido de agua (figura 8), lo que indica que las ¢élulas de hipocampo
tienen Ja capacidad de desamocllar el proceso de RIV que se describié en la

introduccidn.

Mientras que en el DRV se conocen con cierta precision los osmolitos
involucrados en el proceso compensatbn’o del volumen, existe muy poca informacion
acerca de los mecanismos que subyacen en el RIV. Por ello, en este trabajo se realizd
un estudio comparativo de fa movilizacion de algunos de los osmolitos en respuesta a
condiciones hiposmdticas en los dos sistemas. Se estudio en particuiar la participacion

de los amino4cidos y el K'.
LIBERACION DE AMINO ACIDOS

CAMBIOS SUBITOS DE OSMOLARIDAD.

La figura 10 muestra la liberacion de aminoacidos marcados radioactivamente
(*H-aurina, *H-D-aspartato y *H-GABA) en rebanadas de hipocampo expuestas a un
medio 50% hiposmético. La liberacién de los tres aminoacidos presenta una activacion
répida, seguida de un curso temporal con una cinética y magnitud diferentes entre los
tres. Para el ®H-D-aspartato y el H-GABA, la cinética de liberacion muestra dos
componentes. El primero consiste en una respuesta rapida y transitoria, que alcanza la
tasa maxima de liberacion al primer minuto después del estimulo con una magnitud de
0.184 min™ y 0.56 min™ para *H-D-aspartato y *H-GABA respectivamente (Fig 10A, B.
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Figura 10. Liberacién de aminodcidos de rebanadas de hipocampo de rata expuestas a cambios
sibitos de osmolaridad. Las rebanadas incubadas con *H-D-aspartico (A), H-GABA (B) y *H-
taurina (C) fueron perfundidas durante 5 min con medio isosmético. En el tiempo indicado por la
flecha el medio fue cambiado de manera sibita a un medio 50% hiposmdtico durante 20 min. Los
datos se expresan como tasas de liberacion (min™) y son promedios + ES (n=10). Los insertos
muestran el porciento de liberacién + ES de [os aminodcidos comrespondientes durante el tiempo de
exposicién al medio 50% hiposmético comparado con un control en isosmético continuo

Tabla 1). E! segundo componente tiene una cinética de respuesta mas lenta,
alcanzando la tasa maxima de liberacién a los 4-5 minutos después del estimulo. Este
valor fue de 0.058 min" y 0.036 min’ para el *H-D-aspartato y el *H-GABA
respectivamente (Tabla 1). Al final del tiempo de perfusion, la fiberaci6n total en % (con
respecto al total de la marca radioactiva incorporada en el tejido durante la incubacion)
de °H-D-aspartico y *H- GABA aumento de 7.7% y de 5.5% {condicién control en
medio isosmotico continuo}) a 77% y 52% respectivamente (en medio 50%
hiposmotico). Por otra parte, ia liberacién de 3H-taurina presenta un solo componente
simitar al segundo que presentan los otros dos aminoacidos, alcanzando la tasa
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méxima de liberacion (0.073 min™} a los 4-5 minutos (Tabla 1, Fig 10C). En este caso,
la liberacién total en % de la marca incorporada se incrementé de 7.22% (condicion
control) a 80% {en medio 50% hiposmético).

Tabla 1. Tasas maximas de liberacién de los aminodcidos en relacion al
decremento en la osmolaridad del medioobtenidas a partir de los
experimentos de la figura 10 y 11. Los datos representan las tasas
maximas para cada aminoécido en los tiempos comrespondientes: 1 min
para ! primer componente (A), y 5-6 min para el segundo componente

(B).

Tasas maximas de liberacién min-1 x 102

Isosmético Hiposmético

10% 25% 50 %

A B A B A B

3H-D-aspartico 10 23 18 29 16 164 58
3H-GABA 1.1 12 14 21 17 56 386
3H-taurina 15 - 20 - 29 - 72

Los asteriscos indican ninguna differencia significativa con respecto al
control {isosmotico).

La liperacion de taurina, D-aspartico y GABA en la rebanada de hipocampo en
respuesta a hipotonicidad no fué proporcional al decremento en la osmolaridad del
medio. En el medio 25% hiposmético, la liberacion de los tres aminoacidos es menor
con respecto a la observada en el medio 50% hiposmético; sin embargo adn son
apreciables los distintos componentes de las cinéticas de liberacién de los tres amino
4cidos (Fig 11A, By C). Para el primer componente, la fiberacién de D-aspartico fué la
mas alta con una tasa méxima de 0.029 min™*. En cuanto al segundo componente (o
primero para 1a taurina) la taurina presenta la tasa méaxima de liberacion (0.029 min™).
En e! medio 10% hiposmético ia liberacion de amino &cidos solo es significativa para el

segundo componente en los tres amino acidos, siendo mayor para la taurina (0.02 min
1y, seguida por el D-aspartico (0.018 min "'} y el GABA (0.014 min’™"}.
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Aunque no se puede descartar un factor difusional a través de la rebanada, lo
que podria alterar las cineticas de liberacién de ios aminoacidos observadas en medios
hiposméticos, af realizar experimentos a una velocidad de perfusion de 2 ml por minuto
{el doble de la utilizada en los experimentos anteriores) con el objeto de optimizar la
liberacién, no se observaron cambios en las cinéticas de liberacién para ninguno de los

tres aminodacidos (Fig 12)
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Figura 11. Liberacién de aminoécidos de rebanadas de hipocampo de rata expuestas a cambios
sibitos de osmolaridad. Las rebanadas incubadas con *H-D-aspartico (A), *H-GABA (B) y *H-
taurina (C) fueron perfundidas durante 5 min con medio isosmético. En el tiempo indicado por la
flecha el medio fue cambiado de manera stbita a medios 25% (®) y 10% (HB) hiposmdticos
durante 20 min. Los datos se expresan como tasas de liberacidn (min™) y son promedios £ ES

(n=4-8).
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Figura 12. Liberacién de aminodcidos de rebanadas de hipocampo de reta expuestas a cambios
sibitos de osmolaridad, Las rebanadas incubadas con *H-D-aspartico (A), *H-GABA (B) y *H-
taurina (C) fueron perfundidas durante 5 min a una velocidad de 2ml/min con medio isosmético.
En el tiempo indicado por la flecha el medio fue cambiado de manera siibita a medios 50% (@),
25% (M) y 10% (A) hiposméticos durante 20 min. Los datos se expresan como tasas de liberacién
(min™) y son promedios + ES (n=4), -

CAMBIOS CONTINUOS DE OSMOLARIDAD

La figura 13 muestra la liberacién de *H-taurina, *H-D-aspértico, *H-GABA de
rebanadas de hipocampo expuestas a cambios graduales en la osmolaridad del medio,
a una tasa de cambio de 2.5 mOsm/min. El gradiente osmotico generado estimul6 de
manera casi inmediata la liberacién de aminoacidos, la cual es significativamente mas
aita a los 2 min de perfusién (P<0.005), que corresponde a una disminucion de 12.5
mOsm en el medio (Fig 13). La liberacidon de taurina es 7 veces mayor (comparada con
la liberacion en medio isosmoético) con respecto a los otros dos aminodacidos, mientras
que la del *H-D-aspartico y el *H-GABA presentan un incremento de 3 y 2 dos veces
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Figura 13. Liberacion de aminodcidos de rebanadas de hipocampo de rate expuestas a cambios
graduales de osmolaridad. Las rebanadas incubadas con 3H-taurina (A), *H-D-aspértico (B) y *H-
GABA (C) fueron perfundidas durante 10 min con medio isosmotico. En el tiempo indicado por 12
flecha e medio fue de forma gradual a una tasa de decremento de 2.5 mOsm/min a medio 50%
hiposmético (@).Después de 60 min de perfusion la osmolaridad alcanza 150mOsm. Los controles
(W) son rebanadas perfundidas de manera continua con un medio isosmético. Los datos se
expresan como tasas de liberacion (min'l) y son promedios £ ES (0=8-10). Se encontraron
diferencias significativas (p<0.005) entre la liberacién en gradiente osmético y el control a partir
del minuto 12 (D-aspartico y GABA) y 18 (taurina) posterior al inicio del cambio en la
osmolaridad de! medio.

respectivamente, por encima de la liberacion basal. La cinética de liberacion de *H-
taurina, *H-D-aspartato y 34-GARA en estas condiciones, fue analizada ajustando los
datos experimentales a una funcién lineal (regresién lineal) en distintos segmentos de
la curva. Las cinéticas de liberacion se ajustan a tres constantes (k) (Tabla 2). Los
intervalos de tiempo descritos por cada constante fueron muy similares para los tres
aminoacidos. k1 describe la liberacion desde el inicio del gradiente hasta el minuto 29-
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30, cuando la disminucién en la osmolaridad del medio alcanzé 250 mOsm (16%
hiposmético); k2 describe la liberacion desde ese punto hasta &l minuto 58-59, una vez
que el medio alcanza 175 mOsm (42% hiposmético). Finalmente, k3 describe el uitimo
intervalo de la curva hasta €l min 60-70 (150 mOsm- 50% hiposmotico).

Tabla 2. Constantes de liberacién de -H-Taurina, 3H-GABA y 3H-D-
aspartico en RIV. La liberacién de estos tres aminoacidos en condiciones de
RIV fueron analizadas de manera cinética ajustando los datos
experimentales de fa figura 13 a regresiones lineles en diferentes segmentos
de las curvas como se indica {intervalo) Los valores son las pendientes de
los datos promedio ajustados.

k1 k2 k3
Intervalo {min} 10-30 31-59 60-70
3H-taurina -4.066 £ 0.542 8068+ 0502 3482913733
3H-GABA 0.378 £ 0.121 2.204 £ 0.199 8914+ 1. 23

3H-D-aspartico -2.322 £ 0.111 2.070+0.219 7.138 1 1.070

CAMBIOS EN EL CONTENIDO ENDOGENO DE AMINO ACIDOS
CAMBIOS SUBITOS DE OSMOLARIDAD

La concentracion endégena de los amino acidos mas abundantes en las
rebanadas de hipocampo: glutamico, taurina, glicina, taurina, alanina y GABA, se
muestra en la Tabla 3. Estos amino4cidos representan cerca del 80% de la poza libre
intracelular en el hipocampo (Banay-Schwartz et al., 1989a; 1989b). Cuando las
rebanadas son expuestas a medios hiposmoticos se puede observar una reduccién en
la concentracion de estos aminoacidos (Tabia 3). En el medio 50% hiposmético, los
niveles de aminoacidos disminuyen de 35% a 64%, siendo los mas sensibles, el
glutamico (52%) y la taurina (64%); el GABA fue el menos sensible al cambio en
osmolaridad. La concentracion total de aminoacidos en estas condiciones, disminuy6
50.6% con respecto al control. En ol medio 25% hiposmético, la concentracion de
amino acidos disminuys 10-30%, en este caso, la taurina y la alanina fueron los mas
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sensibles. En el medio 10% hiposmético no se aprecia ninguna reduccion en el
contenido de glutamato, glicina y GABA. Por otra parte, la concentracién de taurina y
de alanina disminuy6 considerablemente (26-32%) (Tabla 3).

Tabla 3. Contenida endégeno de amino4cidos en rebanadas de hipocampo de
rata expuestas de manera sUbita y gradual a cambios graduales en la
osmolaridad del medio. Las rebanadas fueron perfundidas con el medio
hiposmético (H10%, H25%, H50%) por 30 min o con un gradiente osmético
(isosmético = hiposmético; a una tasa de 2.5 mOsm/min) (isovoldmico) por 60
min. Los controles fueron rebanadas perfundidas de manera continua con
medio isosmético (Isos) el tiempo indicado. El contenido de aminoéacidos se
determiné por HPLC

Aminodcidos

{nmolas / mg peso himedo)

Condicion Glutamico Glicina Taurina Alanina GABA

Isos (30 min) 5.76 1.88 4.32 1.67 252
+0.50 +0.19 +0.28 10.16 +0.30

H10% 552 1.81 341" 1.12 2.49
+0.30 10.18 10.04 +0.11 +0.39

H25% 4.88 1.49 301" 1.24™ 2.26
+0.36 +0.12 10.12 +0.08 +0.08
H50% 2.76* 1.06** 1.55" i.78* 1.65*
0.28 0.12 +0.10 10.07 10.09

fsos (80 min) 4.82 1.66 3.98 1.59 23
10.42 10.16 +0.26 £0.18 .27
Isovolidmico 1.06* 1.05™ 0.87* 1.09™ 1.31%
+0.65 +0.13 +0.03 +0.09 10.08

Los datos representan la media de 8 experimentos + E.S. Los asteriscos
indican diferencias significaticas: *p<0.005, *p<0.02, ***p<0.05 comparados
con su control correspondiente (isos 30 min para H10%, H25% y H50%; isos 60
min para e isovolGmico).

CAMBIOS GRADUALES DE OSMOLARIDAD

La tabla 3 muestra el cambio en la concentracién de amino acidos endégencs al final
del experimento con el gradiente osmotico. Todos los aminoacidos disminuyeron de
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manera significativa siendo la taurina (78%) y el glutamato (65%}, los aminoacidos mas
sensibles, seguidos por el GABA (43%), la glicina (37%) y la alanina (32%). El
contenido total de amino4cidos en condiciones isovolumicas, disminuyé 63% con

respecto al control.
EFECTO DE LOCS BLOQUEADORES DE CANALES DECI

Como ya se ha mencionado, existen estudios en los que se ha visto que la
iiberacion de taurina en respuesta a cambios de volumen se inhibe por bloqueadores
de canales de CI' como el DIDS, el dipiridamol, el NPPB, la DDF, el &cido niflamico o
por Acidos grasos polinsaturados {84anchez-Olea et al., 1993; 1996; Pasantes-Morales
et al., 1994; 1999). Con base en esto se decidio probar el efecto de algunos de estos
bloqueadores (NPPB, DDF y el acido niflumico), sobre la liberacion de taurina
estimutada por cambios subitos y graduales de osmolaridad.

CAMBIOS SUBITOS DE OSMOLARIDAD

En medio 50% hiposméticos, el NPPB (100 uM) y el cido niflumico (600 pM)
inhibieron 1a liberacién de taurina activada por hiposmolaridad 58% y 69.6%
respectivamente, mientras que la DDF inhibié apenas un 14.6% (Fig 10A). Con base
en estos resultados, se decidi6é probar el efecto del Acido niflimico sobre la liberacién
de D-aspartato y GABA en condiciones anisosméticas (figura 14B y 14C

respectivamente).

El 4cido niflumico no afectd de manera significativa el primer componente de la
liberacion de D-aspartato, pero inhibié su inactivacion, por lo que el segundo
componente de liberacion parece haber sido enmascarado (figura 14B)

En presencia del acido niflumico 1a fiberacion de GABA ({figura 14C) en el primer
componente aumentd de manera significativa (p<0.02) con respecto a la liberacion en
ausencia de farmaco. Sin embargo, el segundo componente se vid significativamente

disminuido (p<0.005) en su tasa maxima de liberacion.
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Figura 14, Bfecto de los inhibidores de canales de CI” sobre 1a liberacién de aminodcidos extimulada por
medies 50% hiposméticos. Las rebanadas fueron incubadas con H-taurina (A), *H-D-aspértico (B) y “"H-
GABA (C) fucron perfimdidas durante 5 min con medio isosmético. En el tiempo indicado por 1a flecha el
medio se cambié de forma stbita a un medio 50% hiposmético (@), Los inhibidores de canales de CT (&cido
nifltmico 600 M (M), NPPB 100 yuM (¢) y DDF 100 pM (&) se incubaron 15 min antes de la basal y
estuvieron presentes a lo largo de todo el experimento. Los datos se expresan como tasas de Liberacién (min®
'Y y son promedios + ES (n=4-6).

CAMBIOS GRADUALES DE OSMOLARIDAD.

Posteriormente, se decidi6 probar el efecto del &cido nifiimico en la liberacion de
taurina en condiciones isovolumétricas. En la Fig 15, se observé como el #cido
niflimico (600 UM}, inhibe notablemente la liberacion.

40




0.045
0.040
0.035
0.030
0.025
0.020
0.015
0.010
0.005

0000 1 T T T T ¥ 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (min)

Tasa de liberacion (miip

Figura 15. Efecto del 4cido niflimico sobre laliberacidn de ¥H-taurina en rebanadas de
hipocampo en condiciones de RIV. Las rebanadas fueron perfundidas durante 10 min
con medio isosmético. En el tiempo indicado por la flecha la osmolaridad del medie
fue reducida de forma pradual a una tasa de decremento de 2.5 mOsm/min a medio
50% hiposmético (@). .Después de 60 min de perfusidn la osmolaridad alcanza
150mOsm. El 4cido niflimico 600 pM (W) fue incubado 15 minutos antes de la basal y
estuvo presente duranie todo el experimento. Los datos se expresan como tasas de
liberacién (min’") y son promedios = ES (n=4-8).

LIBERACION DE K*

Una vez estudiado el papel de los aminoacidos en la regulacién del volumen
(DRV o RIV) en las rebanadas de hipocampo, el seguiente objetivo fue estudiar la
movilizacién de osmolitos inorgénicos (iones, en este caso K') en condiciones de
estimulacién con medios hiposméticos con dos los protocolos de cambio de
osmolaridad, es decir, cambio s(bito y cambio gradual.

CAMBIOS SUBITOS DE OSMOLARIDAD

Las rebanadas de hipocampo de rata incubadas con ®Rb, al ser expuestas de
manera stbita a medios hiposmoéticos (50%, 25% y 10%), presentaron una liberacion
de ®Rb rapida y transitoria, que alcanz6 el méximo al segundo minuto posterior al

estimulo, con una tasa méaxima de 0.0606, 0.038¢y 0. 0305 min™, respectivamente. El
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curso temporal de la liberacién fue similar en todas las condiciones y la tasa maxima de

Liberacién incrementéd conforme al decremento en la osmolaridad del medio (Fig 16A):

sin embargo, la liberacién solo fue significativa para el caso de medios 25% y 50%

hiposméticos en donde el aumento en el total de marca liberada fue de 26.1% y 16.2%

con

respecto al control, respectivamente.

CAMBIOS GRADUALES DE OSMOLARIDAD

L a exposicién a cambios graduales en la osmolaridad no incremento la liberacién
de Rb® (Fig 16B). Por el contrario, la liberacién de Rb® en un medio isosmotico

continuo, se superpone con la liberacién en condiciones de RIV. Esta liberacién

decayd de manera exponencial (= 009114), durante los 60 minutos de perfusion.
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Figura 16. Liberacién de Rb® en respuesta a cambios en la osmolaridad del medio.
Las rebanadas se incubaron con Rb* durante 30 min. Se recolectaron 5 min de basal.
Posteriormente, en e} momento indicado por la flecha (A) el medio fue cambiado de
manera sibita a medios 50% (@), 25% (M) y 10% (A) hiposméticos durante 20 min o
(B) fue cambiado de forma gradual a una tasa de decremento de 2.5 mOsm/min a
medio 50% hiposmético (@) alcanzando después de 60 min de perfusion una
osmolaridad de 150mOsm. Los datos se expresan como tasas de liberacién (min™) y
son promedios + ES (n=4). *+p<0.001, **p<0.05 comparadas con la liberacién en
medio isosmético durante la misma fraccién de recolecta.
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CAMBIOS EN EL CONTENIDO INTRACELULAR DE K

CAMBIOS SUBITOS DE OSMOLARIDAD

La figura 17A muestra los cambios en el contenido de K' de rebanadas
expuestas a medios hiposméticos, de manera subita (50%, 25% y 10%) durante 15
minutos. En medios 10% y 25% hiposmdticos Ia concentracion de K endégeno
disminuyé 5.4% y 8.3% respectivamente, sin embargo este decremento en la
concentracién no fue significativo. Por el contrario en medio 50% hiposmético el
contenido de K* disminuy® 40% de manera significativa.

400 A 400 - B
300 - J—‘

200 -

300

200 -

100 ~ 100 -

Contenido de K* (mmolas/kg ps)

LI
77—

0
ISOS 10% 25% 50% 20 min 40 min 60 min
Tiempo de perfusion

Figura 17. Cambios en el contenido endégeno de K en respuesta a cambios en la
osmolaridad del medio en rebanadas de hipocampo de rata. En (A) las rebanadas fueron
perfundidas durante 20 min con medios de la osmolaridad indicada ( isos - 300 mOsm;
50% - 150 mOsm; 25% - 225 mOsm; y 10% - 270 mOsm) . En (B} los tejidos se
perfundieron durante el tiempo indicado con el gradiente osmdtico, a una tasa de
decremento de 2.5 mOsm/min. Una vez transcurrido el tiempo de perfusion, los tejidos se
recuperaron y se digirieron con HC], determinandose posteriormente el contenido de K
endégeno mediante espectrometria de absorcién atémica. Los datos se expresan como
mmolas por Kg de peso seco (ps) y son promedios + ES { =3-4). *p<0.05 comparada con
la condicién control (is0s). 43




CAMBIOS GRADUALES DE OSMOLARIDAD

La Fig 17B muestra los cambios en el contenido de K+ enddgeno en rebanadas
de hipocampo perfundidas durante el tempo indicado (20, 40 y 60 min) con el gradiente
osmotico (cambios graduales de osmolaridad) en comparacién con tejidos perfundidos
el mismo tiempo en medio isosmoético (control). Ningun cambio significativo en el
contenido de K' fue detectado en condiciones de RIV, en comparacién con los
controles.
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DISCUSION

DECREMENTO REGULATORIO DEL VOLUMEN EN EL HIPOCAMPO

En este trabajo se demostré la existencia de mecanismos de regulacién del
volumen en la rebanada de hipocampo. Este aspecto es controversial ya que existen
estudios previos en los que no se observa DRV en rebanadas de hipocampo ai ser
expuestas a medios hiposméticos (Melzian et al., 1996; Andrew y MacVicar, 1987,
Aitken et al., 1998; 1999; Andrew et al., 1999), sino que su comportamiento es de
manera osmomeétrica y el aumento en el volumen es proporcional al decremento en la
osmolaridad del medio extracelular. Sin embargo, existe otro reporte en el que al
estudiar el cambio en el espacio intersticial o en la resistencia tisular, si se observa un
DRV parcial (Chebabo et al., 1995). Estas diferencias pueden tener su origen en la
regién del hipocampo estudiada ya que aparentemente es la region dendritica y no la
piramidal en a que ocurré una regulacién dinamica del volumen en el hipocampo
(Andrew et al., 1997). Asimismo en neuronas piramidales aisladas de esta region, se
observa que existen al menos tres poblaciones con distintos comportamientos ante
estimulos hiposméticos. En algunas neuronas se observa un hinchamiento, mientras
que otras son mas resistentes y el cambio en volumen observado es menor. Por
ditimo, existen neuronas que no presentan hinchamiento en condiciones de
hipotonicidad (Aitken et al., 1999). De manera simitar existen estudios en los que se ha
visto como la rebanada de hipocampo responde de manera distinta, tanto en fa
magnitud como en el curso temporal del cambio en volumen en cada regidn estudiada,
siendo ia regién CA1 la mas sensible al hinchamiento (Kreisman et al., 2000}

Los resultados obtenidos en el presente trabajo en cuanto a la magnitud del
hichamiento en retacion con la osmolaridad del medio, se encuentran dentro del rango
reportado en rebanadas de corteza de rata, en las cuales se observa que reducciones
del 16% en la osmolaridad del medio originan incrementos en &l volumen de 9-12%
(Law, 1994a; 1996a). Sin embargo, Fishman y colaboradores (1977) determinaron en

la misma preparacién que una reduccion en la osmolaridad del 71% apenas aumenta el
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contenido de agua un 3%. Existe también controversia cuando el cambio en volumen
se estudia como un cambio en las dimensiones del espacio extracelular. En el trabajo
de Fishman y colaboradores, se observa como el espacio extracelular se reduce de
manera significativa (14.1%) con disminuciones en la osmolaridad de aproximadamente
71%, mientras que al reducir 1a osmolaridad del medio extracelular un 35%, el espacio
extracelular solo se reduce 4.2% (Fishman et ai., 1977). Por otra parte, en estudios
electrofisiolégicos (Chebabo et al., 1995), se observa una reduccién importante en el
espacio extracelular, de manera proporcional al cambio en la osmolaridad del medio (a
partir de reducciones de un 13%), alcanzando decrementos en el espacio extracelular
hasta de un 75% con un estimulo 30% hiposmético. En el presente se
encontraroncambios de hasta un 63% en el estimulo maximo estudiade (50% de

reduccién en la osmolaridad.
REGULACION ISOVOLUMETRICA EN EL HIPOCAMPO

La capacidad que presentaron las rebanadas de hipocampo de mantener su
volumen constante en condiciones de cambios graduales de osmolaridad (para este
caso reducciones de 2.5 mOsm por minuto) que se demostré en el presente trabajo,
indica la presencia de la llamada regulacion isovolumica en esta preparacién. Este
mecanismo adaptativo sélo ha sido descrito previamente en células renales, sin que se
hayan estudiado con detalle los mecanismos fesponsables de esta respuesta (Lohr y
Grantam, 1986; Lohr, et al., 1986; Lohr, 1990; Van Driessche, 1997). Los resultados de
nuestro trabajo contribuyen al conocimiento de este fenomeno. Hemos considerado
alguna de las siguientes posibilidades en relacion con la regulacién isovolumétrica: 1)
que las células no se hinchen, 2) que se origine la activacién de mecanismos aun no
esclarecidos de regulacion que actien de manera eficiente y constante; 3) o a la
combinacion de ambos. En este estudio se considera la tercera posibilidad mas
factible, debido tanto a la salida temprana de osmolitos (aminoacidos) como a la
existencia de tipos celulares resistentes al hinchamiento (Aitken et al., 1999)

46




IMPORTANCIA DE LOS AMINOACIDOS COMO OSMOLITOS EN LA
REGULACION DEL VOLUMEN.

DECREMENTO REGULATORIO DEL VOLUMEN

Como ya se ha mencionado en la introduccién, los aminoacidos funcionan como
osmolitos en celulas nerviosas. Para el caso del hipocampo, es muy probable que
estos compuestos estén participando también como osmolitos en el DRV. La liberacion
de 3H-D-aspartato y 34.GABA en la rebanada en medios hipésméticos (cambio sabito
de osmolaridad) presenté dos componentes, el primero de activacion rapida y
transitoria, y el segundo con una activacién mas lenta y sostenida. Resultados previos
en células nerviosas en cultivo y rebanadas de hipocampo y corteza sugieren que la
exposicién a un medio hiposmotico origina una despolarizacion de la membrana
posiblemente debido a la salida inicial de CI" (Kimelberg et al, 1990; Ballyck et al.,
1991). Por ello, la liberacién inmediata de 3H-D-aspértico y *H-GABA podria ser
entonces el resuliado de esta despolarizacién, en tanto que el segundo componente
corresponderia a la movilizacién osmosensible propiamente. Esta situacion podria
iniciar una cadena propagada de hiperexcitabilidad. Por una parte la liberacion de
aminoacidos excitadores como el 4cido glutamico podria ser responsable del
incremento en los potenciales excitadores postsinapticos (PEPS) observado en
rebanadas de hipocampo expuestas a medios de baja osmolaridad (Huang et al,, 1997)
Por otra parte, la reduccion en el espacio extracelular debido al hinchamiento de las
células, podria generar fendmenos de ftransmision electrotonica y actividad
epileptogénica (Andrew et al., 1989; Roper et al., 1992). Se ha descrito por ejemplo
que el hinchamiento de las dendritas favorece la propagacion electroténica ariginando
fenémenos de depresién propagada (SD) (Chebabo et al., 1995b; Baraban et al.,
1997). igualmente en condiciones hiposméticas se favorece la actividad epileptogénica
debido a la disminucion en el espacio extracelutar, lo que genera la sincronizacion de
los disparos. También se ha visto que un incremento en el volumen celular puede
favorecer interacciones efapticas (cuando una disminucién en el espacio extracelular
origina una interaccion membranal entre las neuronas lo que genera fendbmenos de
propagacion eléctrica) durante la fransmision sinaptica. (Andrew et al., 1990; Rosen y
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Andrew., 1990; Dudek et al., 1990; Ballyk et al., 1991). Todos estos cambios, a su vez,
pueden inducir nuevas o mayores despolarizacibnes que incrementarian la movilizacion
del acido glutamico.

A diferencia de lo observado para el aspartico ¥ el GABA, en la liberacion de
taurina se observé un solo componente cuyas caracteristicas sugieren que se trata de
una liberacién osmosensible. En los resultados de este trabajo se pudo observar como
la taurina se libera en mayor proporcion que el D-aspartico y el GABA.

En apoyo a esia interpretacion acerca del significado de los distintos
componentes de liveracion de los aminoacidos, se encuentra el efecto descrito en este
trabajo del 4cido nifiimico, un bloqueador de canales de CI', cuyos efectos fueron
claramente distintos para la taurina por un tado y para el GABA y el aspartico por el otro
Para et caso de los aminoacidos neurotransmisores se observd que en respuesta a
cambios stbitos de osmolaridad, el acido niflimico aumenta la liberacién asociada a
despolarizacién de D-aspartico y GABA. En relacién con el segundo componente
. (asociado a hinchamiento) sélo para el caso del GABA se observo una disminucion.
Estevez y colaboradores (1999) observaron que en presencia del acido niflimico, la
fiberacién de D-aspartato en corteza de rata in vivo estimulada por medios
hiposméticos, se ve potenciada de manera significativa. Sin embargo la liberacion de
GABA inducida en condiciones anisosmoticas no se ve afectada en presencia del
inhibidor (Estevez et al., 1999a). Estos datos indican que la liberacién del D-aspartico
y del GABA es, en su mayoria, producto de la despolarizacién generada por

reducciones en la osmolaridad del medio.

A diferecia de sus efectos sobre el GABA y el D-aspértico, el acido niflimico
redujo muy notablemente 1a salida de taurina, lo que sustenta la propuesta de que esta
movilizacién es una respuesta exclusivamente al cambio en volumen. A semejanza de
lo que se observa en ei hipocampo, en neuronas en cultivo, la liberacidn de *H-D-
aspartico y 31-GABA en medios 50% hiposmoticas presenta un pico maximo a los 2
min y una inactivacion inmediata (Pasantes-Morales et al., 1993a). En cambio en
astrocitos corticales la liberacion de D-aspartico es mas lenta alcanzando su maximo
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de 4-7 min después del estimulo (Vitarella et al., 1994; Aschner et al., 1994). Esto
podria deberse, siguiendo la linea de interpretacién discutida, & que en las neuronas,
los aminoacidos neurotransmisores son mas sensibles a la despolarizacién producida
por el medio hiposmético, que al cambio en la osmolaridad propiamente.

para el caso del contenido endégeno de aminoécidos, la taurina fue el
amino4cido mas sensible a cambios en la osmolaridad del medio seguido de la taurina.
En células nerviosas en cultive (astrocitos y neuronas) el aminoacido més sensible a
reducciones subitas en la osmolaridad de! medio (30% y 50%) fue la taurina, seguida
de glutdmico, D-aspartico, beta-alanina (astrocitos) y GABA (neuronas) (Pasantes-
Morales et al., 1993a). Sin embargo la cantidad total de aminoacidos movilizada (50-
65% en 50% hiposmoético y 13-31% en 30% hiposmético), concuerda con los
porcentajes totales obtenidos en nuestros resultados. En un modelo in vivo de
perfusién continua en corteza de rata, una reduccion en la osmolaridad del medio de
50 mOsm (15%), provoca una movilizacion mayor de taurina con respecto a los demés
aminoacidos seguida del glutamico, aspartico, glicina, phosphoetanolamina y por
ultimo, el GABA (Solis et al., 1988; Estevez et al, 1998a). Estos resultados en
conjunto subrayan [a importancia de la taurina como osmolito durante el DRV.

REGULACION ISOVOLUMICA

Los resultados del presente trabajo en cuanto a la liberacién de taurina, D-
aspartico y GABA en respuesta a cambios graduales en la osmolaridad, muestran
cinéticas de liberacion diferentes para los tres aminoacidos. En condiciones de IVR, la
taurina es el amino4cido mas sensible, mostrando un umbral mas bajo y una velocidad
de salida mas alta. El aspartico muestra también un bajo umbral, pero la velocidad de
liberacién es menor que la de la taurina, mientras que el GABA fue el menos sensible.
Las diferencias en las tasas de liberacion en los tres aminoacidos podrian deberse a
varios factores: 1) diferencias en la difusion a través de las capas en la rebanada; 2)
diferencias en el coeficiente de permeabilidad a traves de la via de movilizacion
implicada; 3) la disponibilidad relativa de las pozas enddgenas de aminoacidos para ser
liberados durante ia hipotonicidad. EI primer punto no es muy factible debido a que la
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liberacién de los tres amino&cidos en condiciones de cambios graduales de Ia
osmolaridad extracelular, se compara punto a punto con la liberacién en condiciones
isosméticas continuas. Por ofra parte, en células nerviosas en cultivo {monocapa)
donde el componente difusional se elimina, la liberacién de taurina sigue siendo mayor
a la de los otros dos amino4cidos (dates no publicados). En relacién con una mayor
permeabilidad a la via que se activa por hiposmolaridad, los datos de Roy en 1995,
indican que en células gliales en cultivo, el coeficiente de permeabilidad de la taurina
en relacion con la del CI' es de 0.36, mientras que la del aspartico {0.077) y el
glutamico (0.074) es menor. Aunque esto podria explicar la mayor liberacién de taurina
con respecto al aspartico, no explica el por qué el GABA con un coeficiente de
permeabilidad todavia mayor (0.78) que el de Ja taurina, se fibera menos. En cuanto al
tercer punto, es posible que las pozas de taurina tengan una disponibilidad mayor para
a liberacién en respuesta a hipotonicidad, que las de GABA y aspartico. Camo ya se
menciono en la intreduccion, la taurina es un aminoécido' metabdlicamente inerte, por lo
que puede moverse dentro y fuera de la c&lula modificando el contenido de agua sin
afectar el metabolismo celular, ademas de estar mas concentrade en el espacio
intracelular. En cambio, en el caso de los aminoacidos neuroactivos como el GABAy
en especial el glutamico, su acumulacion en el espacio extracelular en el tejido nervioso
puede ilevar a profundas alteraciones en la excitabilidad neuronal. Ademas de su
mayor movilidad observada en experimentos usando el trazador radioactivo, la taurina
gs el aminoacido que durante la RIV presenta un  mayor decremento en la
concentracion endogena en las rebanadas. En conjunto, estos datos apuntan a que,
como en el caso del DRV, también en el IVR este aminoéacido juega un papel

importante como osmolito.

VviAS DE MOVILIZACION DE AMINOACIDOS EN RESPUESTA A
CONDICIONES HIPOSMOTICAS

Las vias de movilizacion de los aminoacidos que se activan en respuesta a
cambios subitos de osmolaridad se conocen con cicrta precision sobre todo por
estudios en células en cultivo. Se postula que el movimiento de taurina en respuesta al
aumento en el volumen celular, se da a través de vias difusionales en los que el
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movimiento de este amino4cido esta dirigido por su gradiente de conhcentracion, sin 1a
participacion de! transportador (Sanchez-Olea et al., 1991). En astrocitos y neuronas en
cultivo, se observa que la liberacion de taurina disminuye notablemente en presencia
de los inhibidores de canales de CT, lo que ha llevado a sugerir una posible via comun,
que podria ser un canal anibnico poco selectivo. Aunque con distinta potencia, estos
inhibidores son todos efectivos para reducir la liberacién osmosensible de taurina
(Pasantes-Morales et al., 1096; Sanchez-Olea et al., 1996; Pasantes-Morales et al
1999). De la misma forma, en el presente trabajo se observé que el &cido niflimico es
un inhibidor muy potente de la movilizacion de taurina, tanto durante el DRV como en el
RIV. De hecho este agente es mucho mas efectivo en esta preparacion que en las
células en cultivo. Estos resultados sugieren una similitud en el perfil farmacolégico de
las vias de movilizacion de la taurina tanto en DRV como en RIV.

CONTRIBUCION DEL K* COMO OSMOLITO EN LA REGULACION DEL
VOLUMEN EN LOS MODELOS ESTUDIADOS.

Los resultados det presente estudio en la rebanada de hipocampo indican la
participacion det K* en el DRV, lo que concuerda con trabajos previos en células
nerviosas en cultivo. En astrocitos se ha visto que la liberacion de Rb* aumenta 30y
11% en medios 50% y 30% hiposméticos, respectivamente. Sin embargo, reducciones
menores en la osmolaridad del medio no originan una liberacion significativa por
encima del control (Pasantes-Morales et al, 1993: Quesada et al., 1998, 1989).
También se ha observado que en astrocitos corticales expuestos a medios
hiposméticos 27%, 37% y 48%, la conductancia del K* aumenta 18%, 561% y 1216%.
Es interesante mencionar que la osmosensibilidad del K* al cambio hiposmético en
estas cSlulas es mayor gue la del CI' (Olson y Li, 1997). En neuronas en cultivo, se
observa que la liberacion de Rb% aumenta de manera proporcional al decremento en la
osmolaridad del medio alcanzando su méaximo a los dos rninutos posteriores al estimulo
(Pasantes-Morales et al., 1993b; Morales-Mulia et al., 1998). Existe evidencia que
sefiala que tanto en neuronas como en astrocitos, la movilizacion de K* se da a través
de vias difusionales (canales), descartando la participacion de cotransportadores. En
astrocitos y neuronas en cultivo 1a movilizacion det K* es el paso limitante para el RVD,
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ya que al abrir una via alterna de movilizacién para el K*, como es la presencia de
iondforos, la regulacion del volumen se acelera (Pasantes-Morales et al,, 1994a:
1994c).

En rebanadas de corteza de rata se ha observado que una reduccion en la
osmolaridad del medio de 71% disminuye la concentracion de K apenas de 9-17%
(Fishman et al., 1977). En el presente trabajo, la reduccion del contenido endégeno de
K * en un medio 50% hiposmético fue de 40%. Estudios realizados en rebanadas de
hipocampo muestran controversia en cuanto a la modificacién de las comientes de K
en hipotonicidad, ya que existen trabajos en los que se observa una disminucion en las
corrientes de K' en neuronas piramidales de CA1, de manera proporcional a la
hipotonicidad del medio (Somjen, 1989). Por otra parte, en condiciones hipotonicas, se
observa una potenciacién significativa de la corriente de K* en las interneuronas del
hipocampo (ias hilares y las de los estratos oriens/alveus y facunosumimolecular),
mientras que las fibras musgosas y las neuronas piramidales del subiculum no se
afectan en presencia de medios hiposmoticos (Baraban et al., 1997, Baraban y
Schwartzkroin, 1998).

Los datos obtenidos en condiciones de RIV contrastan con lo observado en
condiciones de DRV en donde la liberacion de K* parece jugar un papel importante
como osmolito inorganico en la regulacién del volumen. Estudios realizados en células
renales (Lohr, 1990; Van Driessche et al., 1987) implican al K* como un osmolito activo
durante el proceso de RVI, posiblemente mediante su movilizacién a través de canales
y transportadores, siendo un paso limitante para mantener un volumen constante. En
estos estudios, se observa una liberacién de rb%en condicicnes de RIV con un umbral
de activacion de 210 mOsm (30% de hiposmolaridad); cuando la osmolaridad de!
medio alcanza 140 mOSm (50% de hiposmolaridad), las células renales han perdido
presumiblemente el 29% det contenido intracelular de K*. En neuronas granulares de
cerebelo, se observa que en condiciones de RIV el K se empieza a movilizar cuando el
gradiente osmotico generado alcanza aproximadamente una reduccion del 28% en la
osmolaridad del medio. Estos resultados contrastan con los observados en e! presente
trabajo en donde no se pudo observar un incremento en la liberacion de Rb® ni una
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disminucién en los niveles endégenos de K*. Una posible explicacién para estas
diferencias serfa que en la rebanada de hipocampo a diferencia de las células
nerviosas en cuitivo, se mantiene la citoarquitectura del tejido relativamente intacta, por
lo que los mecanismos de amortiguamiento del K" que existen en el tejido nervioso
integro, pueden enmascarar la liberacién sensible a cambios graduales en la
osmolaridad del medio durante RIV, mediante la redistribucién del K liberado. Los
mecanismos involucrados en e} amortiguamiente del K' extracelular son: 1) difusion a
través del espacio extracelular; 2) amortiguamiento espacial del K* a través de las
células gliales; 3) captura neta del K* por las células gliales a través de canales de K

asociado con una captura de CI" por un sistema independiente (Ameder et al., 1997;
' Laming, 2000, Wolfgang, 2000). Es también posible que la movilizacién del K" en el
cerebro se lleve a cabo solo en situaciones que comprometan seriamente [a viabilidad

celular.
IMPLICACIONES F!SIOLOGICAS DEL RIV

Los mecanismos de regulacion isovolimica estudiados en el presente trabajo,
podrian representar aquellos que se activan in vivo durante condiciones de
hiponatremia cronica. En un estudio de hiponatremia cronica experimental en la rata, el
contenido de agua en el cerebro se mantiene constante durante periodos de
hiponatremia prolongada (dias) (Verbalis y Gullans, 1891; Gullans y Verbalis, 1993}.
lgualmente en ratas hiponatrémicas, el contenido de agua en rebanadas corticales
aparece sin cambio, presumiblemente debido a que la entrada de agua originada por el
gradiente osmatico ocurre de manera gradual y es contrarrestada con la pérdida lenta
de solutos intracelulares (Law, 1999a; 1999b). Estos resultados difieren de lo
observado en casos de hiponatremia aguda, en donde si se presenta un incremento en
el contenido de agua en el cerebro. (Trachtman, 1992). Es importante recaicar la
impotancia del control del volumen en los niveles fisiologicos normmailes ya que existen
trabajos en los que se feportan severas alteraciones neurolégicas cuando el volumen
se incrementa 10% como son el origen de cuadros epilépticos (Trachtman, 1992;
Schwartzkroin, et al 1998).
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Durante un estado cronico de hiponatremia existe una reduccion sostenida en el
contenido cerebral de electrolitos de 10% a 30%, mientras que el contenido de agua
s6lo aumenta 0.6% (Verbalis y Drutarosky, 1988). Por otra parte, el contenido de
osmolitos organicos como taurina, inositol, myo-inositol, creatinina y glutamina
disminuye 60% a 84% después de dos dias de hiponatremia (Verbalis y Gullans, 1690,
1991; Sterns 1993). La participacion de los osmolitos organicos y en particular de los
aminodécidos en el control del contenido de agua cerebral puede ser muy importante. El
analisis del cambio en el contenido de osmolitos orgénicos e inorgénicos en losl
estudios de Verbalis y Gullans(1891) y de Thumston y colaboradores (1980), muestran
que la contribucién de las moléculas orgénicas (aminoacidos y otros osmolitos) es
cuantitativamente mayor que la del K* y se mantiene durante un tiempo mas
prolongado (Verbalis y Gullans, 1991). Proporcionalmente, la taurina es un aminoécido
que tiene una mayor contribucién ya que sus concentraciones celulares son las mas
altas y su decremento frente a la hiponatremia es muy importante (67%) (Thurston et
al., 1980).

No sélo en éste, sino en otros trabajos acerca de hiponatremia se observa que
los aminoacidos que disminuyen en mayor grado su concentracion en el cerebro son la
taurina (60-85%) y el glutamato (38.5-69%), seguidos del GABA (56%), la glicina (55%)
y la alanina (52%) (Thurston y Hauhart, 1987b; Bedford et al., 1893; Verbalis, 1991,
1693; Stems, 1993). En estos trabajos se reporta que el contenido total de

aminodacidos disminuye hasta un 61%.

Estos resultados concuerdan con lo obtenido en nuestro modelo experimental,
los cuales sugieren que en condiciones de RIV, el potasio no parece tener un papel
importante en el mantenimiento del volumen. Esto puede tener refacién con e} papel
critico que tiene el K* en e mantenimiento de la excitabilidad neuronal normal.
Aumentos en los niveles de K* extracelular de 5SmM por arriba de las concentraciones
fisiologicas normales, incrementan la frecuencia en las descargas epilépticas
sincronizadas asi como la excitabilidad neuronal en el hipocampo (Tancredi y Avoli,
1987; Stringer y Lothman, 1988; L eschinger et al., 1993). Asimismo, cambios pequefios
en la concentracion de K* extracelular alteran la transmisién sinaptica en la region CA1
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del hipocampo (Lux et al., 1986; Rausche et al., 1990). En estas condiciones, la
contribucién de los aminoacidos como osmolitos organicos puede representar una
ventaja clara para contrarrestar el cambio en volumen sin afectar notablemente las
condiciones normales de excitabilidad. En este sentido, de nuevo la taurina puede
tener una implicacién preferente debido en parte a su inercia metabélica y también a
sus acciones inhibidoras a nivel sinaptico. Se ha descrito que la taurina a
concentraciones altas puede tener un efecto inhibidor mediado probablemente a traves
de la interaccién con los receptores postsinapticos del GABA vy la glicina (L-opez-
Colome y Pasantes-Morales, 1981; Lopez-Colome, 1981; Kontro y Qja, 1983; 1985;
1987). Tal accién podria contrarrestar los efectos del K* y de los aminodcidos
neurotransmisores como el glutamico, involucrados en la excitabilidad neuronal.

Es claro que el modelo experimental de RIV se asemeja mas a las condiciones
fisiolégicas y aun a las patologicas en las que los cambios en ia osmolaridad son
pequefios y graduales. Es importante mencionar que en nuestros resultados, la
magnitud en la reduccion del contenido de aminoécidos no alcanza a contrarrestar los
cambios en la osmolaridad de! medio, por lo que se requiere necesariamente la
implicacion, ya sea de otros osmolitos y/o de hipétesis alternativas. En relacién con la
participacién de otros osmolitos organicos, se sabe que compuestos como la creatinina,
los polialcoholes, el acido N-acetil aspartico, pueden también participar en el control del
volumen en el cerebro (Thumston et al., 1987: Lien et al., 1991). Otra posible
alternativa es a que sugiere que los movimientos de los aminoacidos pueden estar
circunscritos a regiones especificas 0 aun mas, a tipos ceiulares especificos. En
estudios de inmunchistoquimica se ha demostrado que en el cerebelo en condiciones
isosméticas, la taurina se encuentra localizada preferentemente en las neuronas y
ausente en los astrocitos. En respuesta a un estimulo hiponatrémico hay un cambio
dramatico en la distribucién del aminoécido, que aparece ahora acumulado en los
astrocitos y ausente en {as neuronas {Nageinus et al 1983). Es importante enfatizar
que, posiblemente a causa de estos movimientos de ia taurina, es que no se observa
edema celular en las neuronas. Lo mismo sucede con el acido glutamico durante la
isquemia, es decir que hay una transferencia del aminoAcido de las neuronas hacia los
astrocitos, siendo estos ultimos y no las neuronas los que presentan el hinchamiento
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caracteristico del edema celular originado en ésta patologia (Aas et al., 1993). En
esatas condiciones, no necesariamente deberia observarse una salida de los osmolitos
al espacio extracelular, y menos aun al flujo durante la perfusién, sin que esto signifique
que los aminoacidos no estén jugando un papel muy importante en la regulacién del
volumen, en particular en las neuronas. Los astrocitos aqui estarfan desempefiando
una funcion protectora importante hacia las neuronas. Por otra parte existen estudios
en donde se ha visto que la taurina, a parte de funcionar come osmolito en condiciones
hiposméticas, puede modular la secrecién de vasopresina (hormona antidiurética), lo
cual ayudaria a regular el balance de liquidos en el organismo en condiciones de
hiponatremia (Deleuze et al., 1998: Hussy et al., 1997). Finalmente otros mecanismos
de regulacién de |a osmolaridad intracelular podrian contribuir a expficar la constancia
del volumen durante el RIV. Un cambio metabdlico, tal como la sintesis de
macromoléculas (como el glicégeno) pueden contribuir a reducir la poza intracelular de
osmolitos necesaria para alcanzar el equitibrio osmotico (Haussinger et al., 1996).
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CONCLUSIONES

« Al exponer la rebanada de hipocampo a condiciones hiposméticas de manera
s(bita, se origina un hichamiento proporcional al decremento en la osmolaridad del
medio. Este cambio en volumen es regulado mediante un proceso denominado
Decremento Regulador del Volumen (DRV), el cuat le permite al tejido alcanzar de

manera parcial su volumen normal

« Este proceso involucra la translocacién de osmolitos organicos {aminoé&cidos) e
inorganicos (K") a través de la membrana para contrarrestar el flujo de agua.

e Los aminoacidos participan de manera activa en el DRV en la rebanada de
hipocampo. De manera particular para el caso del GABA y el D-aspartico existe un
componente importante de liberacién que puede ser originado a partir de la
despolarizacién y cambios en la excitabiidad que ocurren en condiciones

hipoténicas.

« Para el caso de la taurina, ésta se transioca a través de una via difusional sensible
a inhibidores de canales de CI, y es el amino4cido mas sensible a los cambios en la

osmoiaridad del medic.

« la rebanada de hipocampo es capaz de mantener su volumen constante en
condiciones de cambios graduales de osmolaridad, particularmente a una tasa

inferior a 2.5 mOsm de disminucion por minuto.

o Este fenémeno denominado Regutacién Isovolumétrica (RIV), esta mediado a
través de la activacién de vias de movilizacién de osmolitos, las cuales se activan
de manera inmediata para contramrestar el movimiento neto de agua generado a

partir de! gradiente osmatico impuesto.
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En el presente trabajo se observé la activacion temprana de vias de movilizacion de
aminoacidos osmoticamente activos. De manera particular la taurina es principal
aminoacido movilizado en condiciones de RIV en el hipocampo.

Para el caso de la taurina, la via de traslocacion a través de la membrana involucra
la participacién de canales anionicos (CI) sensibles a acido niflimico durante la
RIV.

En contraste con lo observado en DRV, en condiciones de RIV, el K" no juega un

papel importante como osmolito inorganico.

Las condiciones de cambios graduales de osmolaridad utilizados en el presente
trabajo podrian representar un paradigma experimental mas cercano a condiciones
patoldgicas de desarrollo crénico tales como la hiponatremia, en donde los cambios

en la osmolaridad de! medio se originan de manera gradual.
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