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INTRODUCCIÓN 

REGULACIÓN DEL VOLUMEN CELULAR 

La capacidad que tienen las células para regular su volumen es un mecanismo 

homeostático muy importante. Este es probablemente uno de los más antiguos, 

ya que esta propiedad se ha preservado a través de la evolución (Chamberlin y 

Strange, 1989). 

El mantenimiento del volumen celular es critico para el funcionamiento 

celular normal y para la sobrevivencia de la célula (Macknight, 1988). Para 

mantener constante la concentración de solutos intracelulares, muchos de los 

cuales son parte-de complejos eventos de señalización, es necesario mantener un 

volumen ceÍ~la~'; ~stable. Además, se ha propuesto que el volumen celular 

participa directamente como un mensajero para el control metabólico, como señal 

para el crecimiento_ y proliferación y como disparador de mecanismos que inician 

la inserción de_ proteinas de membrana, tales como: canales, receptores y 

transportadores (Pasantes-Morales, 1996). 

La regulación del volumen celular se da de manera paralela a las funciones 

celulares básicas, durante los procesos de transporte de sustancias nutritivas; 

tales como azúcares y aminoácidos, durante las funciones de secreción, en los 

movimientos del citoesqueleto y durante las fases de crecimiento y división celular 

(Macknight, 1988). 

Las membranas de las células animales son sumamente permeables al 

agua. Por ello, siempre que existan diferencias en la concentración de los solutos 

celulares con el exterior, es decir, un gradiente osmótico entre el interior y el 

exterior celular, se observarán movimientos netos de agua. Ante un gradiente de 

presión osmótica, el agua se moviliza del compartimento de menor al de mayor 



presión osmótica; como consecuencia, el volumen celular aumenta en soluciones 

hiposmóticas y disminuye en soluciones hiperosmóticas. Sin embargo, las células 

se comportan como osmómetros perfectos sólo al inicio de Ja exposición a 

soluciones anisosmóticas, ya que posteriormente se activa una serie de procesos 

que permiten la recuperación del volumen inicial a pesar de que persistan dichas 

condiciones. 

La regulación del volumen celular que ocurre tanto en condiciones 

hiposmóticas como en hiperosmóticas tiene Jugar debido a un cambio, ya sea una 

disminución o un aumento según sea el caso, en el contenido de solutos 

intracelulares osmóticamente activos, de manera tal que la presión osmótica 

tiende a alcanzar el mismo valor que la externa. 

La regulación del volumen se ha estudiado tanto en organismos 

procariontes como ·en eucariontes (Chamberlin y Strange, 1989). Con relación a 

estos últimos, se ha estudiado prácticamente en todos los grupos más inclusivos. 

Se ha investigado en levaduras (Ramos et al., 1990), protozoarios (Geoffrion y 

Larochelle, 1984; Bursell, 1992), plantas (Morgan, 1984) y animales desde 

invertebrados hasta vertebrados. En mamíferos, se ha detectado en distintos tipos 

celulares como: eritrocitos, linfocitos, células del epitelio intestinal, astrocitos y 

neuronas (Lang et al., 1998). 

REGULACIÓN CRÓNICA DEL VOLUMEN CELULAR 

La membrana plasmática de la mayorla de las células es altamente permeable al 

agua, y en menor grado y de maner.a selectiva, permeable a varios solutos de bajo 

peso molecular y prácticamente impermeable a las proteínas. Debido a que el pH 

intracelular es ligeramente básico (7.2-7.4) con respecto al punto isoeléctrico de la 

mayoría de las protelnas, éstas se comportan como aniones polivalentes. Esto 

trae como consecuencia que la presión coloidosmótica intracelular sea mayor que 

la del líquido extracelular. Como la membrana es permeable al agua y a solutos 
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como el Na•, K+ y cr, si los iones y el agua se distribuyesen de acuerdo al 

equilibrio de Gibbs-Donnan, las células se hincharían en condiciones isosmóticas. 

De acuerdo con esta teoría, en el estado de equilibrio, la concentración total de 

solutos intracelulares debería ser mayor que la de los extracelulares, lo cual 

resultaría en una disminución de la presión osmótica del agua en el interior, con 

respecto al exterior celular. Este gradiente de potencial químico del agua causaría 

un flujo osmótico neto de este solvente hacia el interior celular. Como la 

membrana de las células animales es distensible, cede ante pequeñas presiones 

hidrostáticas, por lo que dicho flujo osmótico neto de agua causaría un aumento 

de volumen y eventual lisis celular. Sin embargo, normalmente este aumento de 

volumen celular no ocurre y las células mantienen niveles constantes de agua y 

so lutos. 

Los mecanismos que previenen el hinchamiento coloidosmótico en 

condiciones isosmóticas son el transporte de iones a través de vías pasivas y 

activas, con la generación de cambios en la permeabilidad y en el potencial 

electroquímico de los mismos. La hipótesis que explica estos mecanismos es la 

de la "bomba y la fuga" propuesta por Tosteson y Hoffmann (1960). El modelo 

desarrollado (Cooke y Macknigth, 1984) sostiene que la membrana celular posee 

mecanismos de transporte activo que generan un flujo de solutos; el 

transportador responsable de esto es la bomba de Na•1K•. Con la actividad de 

este transportador se gana Na•, se pierde K• y se genera y mantiene un gradiente 

electroquímico hacia el interior celular para Na• y hacia el exterior para K•. Con el 

establecimiento de este gradiente se activa otra serie de transporte de salutes 

cuyo movimiento ocurre acoplado a los movimientos de Na• y K•. Entre éstos 

están los intercambiadores Na•;H•, Na•1ca• y K•1H• y los cotransportadores 

Na•/aminoácido, K•;cr y Na•1K•1cr (Hallows y Knauf, 1994; Alvarez-Leefmans y 
Reuss, 1996). Finalmente, la suma de los flujos de Na• hacia el exterior e interior 

celular es cero, comportamiento esperado si la membrana plasmática fuera 

totalmente impermeable al Na•. Lo mismo ocurre para el potasio. Considerando la 

ganancia y pérdida de K+ el resultado es un_ movimiento neto de cero, por lo que 
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puede considerarse que la membrana plasmática es impermeable al K+. 

Entonces, como el Na• y K+ no entran en el equilibrio electroquímico de Gibbs­

Donnan, las células no se hinchan en condiciones isosmóticas (Hallows y Knauf, 

1994). 

REGULACIÓN DEL VOLUMEN CELULAR EN CONDICIONES 
ANISOSMÓTICAS 

La regulación del volumen en condiciones anisosmóticas involucra una cadena 

compleja de eventos que requiere al menos los siguientes componentes: 1) Un 

sensor que detecte los cambios en el volumen celular; 2) Un efector activado que 

inicie el proceso regulador: las vias de flujos transmembranales de osmolitos; 3) 

Un sistema de transducción de señales entre el sensor y el efector, y 4) Una 

"memoria" del volumen celular original y la consiguiente inactivación del proceso 

de regulación (Pasantes-Morales, 1996). 

REGULACIÓN DEL VOLUMEN EN CONDICIONES HIPOSMÓTICAS 

Cuando una célula animal es expuesta a un medio hiposmótico, se observa un 

aumento inicial rápido en su volumen celular debido a la entrada de agua, seguido 

de una fase de recuperación más lenta, durante la cual la célula alcanza un valor 

muy cercano a su volumen original (Fig. 1 ). Esta fase de recuperación conocida 

como Decremento Regulador del Volumen (DRV), constituye un proceso activo en 

el cual ocurre una expulsión de solutos intracelulares osmóticamente activos, lo 

que hace que se reduzca la presión osmótica intracelular y por consiguiente, el 

contenido de agua de las células. La recuperación del volumen inicial, después de 

un aumento producido por soluciones hiposmóticas, se ha descrito en una gran 

variedad de células animales, tales como eritrocitos (Kregenow, 1971 ), linfocitos 

(Grinstein et al., 1982; García et al., 1991 ), células renales (Roy y Sauve, 1987), 

astrocitos y neuronas (Pasantes-Morales, 1993; 1994b). Esta diversidad indica 

que esta propiedad parece ser una caracteristica general de las células animales. 
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Sin embargo, este fenómeno no tiene carácter universal, ya que algunas células, 

como las del túbulo contorneado distal, son incapaces de recuperar su volumen 

original una vez que éste se ha incrementado en soluciones hiposmóticas 

(Guggino et al., 1985). Además, sólo una pequeña fracción de eritrocitos humanos 

posee los mecanismos para regular eficazmente el volumen celular (O'Neill, 

1989). 

DRV 

Hiposmótico 
cr 

Na· K·cr 
\;\ Na• 

uco,-~, .- u· cr ,, ... _ 
·, 

aa Na• 
Hiperosmótico 

IRV 
Figura 1. Regulación del volumen en condiciones anisosmóticas. Cuando una célula es 
expuesta a un medio hiposmótico, aumenta inmediatamente su volumen desencadenando el 
proceso regulador DRV, con la respectiva salida de osmolitos. Por el contrario, cuando una 
célula es sometida a una solución hiperosmótica, se encoge y se activa el IRV, iniciándose la 
entrada de osmolitos. 
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Osmolitos involucrados en el DRV 

Durante el DRV se activan distintos sistemas de transporte que permiten la salida 

del interior celular de osmolitos de diferente identidad (Fig. 1 ). En células de 

vertebrados superiores, los iones K+, Na+, cr y HC03-, constituyen la mayor parte 

de los solutos osmóticamente activos (Yancey, 1994). El K+ y cr son los que se 

encuentran en una mayor concentración intracelular, por lo que el DRV está dado 

primordialmente por una pérdida neta de estos iones. Los sistemas de transporte 

que se activan con más frecuencia en una célula hinchada para movilizar K+ y cr 
son canales de K+ y canales aniónicos (Lang et al., 1998b). Los canales de K+ 

activados por volumen son muy selectivos y permean únicamente K+ y Rb. Los 

canales aniónicos activados por hinchamiento celular a diferencia de los de K+ no 

son selectivos, ya que permiten el paso no sólo de cr y dé todos los aniones 

monovalentes sino también. de . HC03- y de aniones orgánicos y osmolitos 

orgánicos neutros. Además de. lcis canales aniónicos, el KCI puede movilizarse a 
)'-:' '<:;<· 

través de cotransporte_. . ::;: ) . \> 
,. ~·,; .. :.. 

,·_~<,=.:~.~:~>;· ~;~~x 

El m~vi~~~'6!0~\¡e·K.+9 '.~1~'á través de los canales puede o no ser 

interdepénd.i~nte, ,La eviden'cia experimental que apoya esta última hipótesis 

proviene d~: ~~tudio~ ef~ctuad8s en células de Ehrlich que mostraron los 

siguientes ~~sultados: 1) cuando se inhibe la salida de potasio con quinidina se 

inhibe la recuperación del volumen; sin embargo si se provee una vía alterna para 

la salida de potasio con valinomicina (Hoffmann et al., 1984) o con gramicidina en 

un medio sin sodio (Hoffmann et al., 1986; Pasantes-Morales et al., 1994; 1994c) 

el volumen disminuye normalmente, lo que indica que el canal de cloro se 

encuentra activo, además de que el potasio es el paso limitante. 2) El curso 

temporal de la inactivación del canal de cloro es diferente al del canal de potasio: 

el primero se activa abruptamente con el aumento de volumen y se inactiva en 

aproximadamente 1 O minutos, mientras que el canal de potasio permanece 

activado por más tiempo (Sarkadi et al., 1984). 3) La despolarización (de 

aproximadamente 1 O mV) observada durante la fase reguladora del volumen es 

consistente con un mayor aumento en la permeabilidad de la membrana para el 
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cloro que para el potasio. Esta despolarización aumenta la fuerza electromotriz 

para la salida de potasio y puede explicar al menos parte de esta salida (Lang et 

al., 1987). 

El cotransporte electroneutro KCI se activa, principalmente en hinchamiento 

celular isosmótico (Garcia-Romeu et al., 1996). Se ha visto que la salida de KCI 

puede efectuarse a través de la activación paralela de los intercambiadores K+/H+ 

y Cl"/HC03". El H+ y HC03" intercambiados por KCI forman C02 , el cual difunde al 

exterior celular y no es osmóticamente activo (Lang et al., 1998b). 

El Na• sale de la célula a través del intercambiador reverso Na•1ca2• con la 

salida paralela de Ca2
• por medio de la ATPasa de ca2

•. Alternativamente, se 

activa una ATPasa de Na• insensible a ouabaina o una ATPasa Na•1K•. El 

hinchamiento celu_lar puede estimular o inhibir la ATPasa Na•1K•. El cotransporte 

Na.(HC03-) tambilm participa en el DRV. 

Dural'lte_l'.~l;DRV también se activan canales catiónicos no selectivos que 

parecen no contribuir a la regulación del volumen, ya que, debido a la diferencia 

de potencial negativo a través de la membrana, el movimiento del catión seria 

hacia el interior celular. Sin embargo, a través de estos canales puede entrar el 

ca2
•, el cual activa canales de K+ sensibles a Ca2

•, a través de los cuales podria 

movilizarse K+ en cantidades suficientes para contribuir a la regulación del 

volumen celular, ya que algunos de estos canales, los BK, tienen una 

conductancia grande. 

Además de la liberación de los osmolitos inorgánicos ya mencionados, 

durante el DRV también existe una liberación de osmolitos orgánicos, 

principalmente de aminoácidos que contribuyen con cerca del 15 % a la 

regulación del volumen celular en el modelo de cambio súbito en la osmolaridad 

externa. Durante la regulación de volumen, la poza intracelular de aminoácidos 

disminuye significativamente. Los aminoácidos que tienen una participación en la 
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regulación c:leivolumen son: la taurina, el aspartato, el glutamato, el GABA, la 

glicina, la alallinay I~ glutamil'la (Kimelberg et al., 1990; Pasantes-Morales et al., 

1993a). Otros osmCÍHtos orgánicos que tienen un papel en el DRV son los 

polialcC>hol~s {~~~bitc;;f~<irío~ltol) y las metilaminas (glicerofosforilcolina y betalna) 
~:? (Yancey, 1994)'. 

Entre,aminoácidos la taurina destaca como un osmoefector importante, ya 

que se encuentra en altas concentraciones en la mayoria de las células animales 

(Jacobsenn y Smith, 1968), constituyendo más del 65 % de la poza total de 

aminoácidos libres (Pasantes-Morales et al., 1991). Además, parece tener 

propiedades ideales de osmolito, ya que no participa en ninguna reacción del 

metabolismo primario ni se encuentra constituyendo parte de la estructura 

primaria de las proteínas (Jacobsenn y Smith, 1968). Asl, la taurina participa en 

gran magnitud como osmoefector sin que modificaciones en su concentración 

alteren otras funciones celulares. 

REGULACIÓN .... DEL 
HIPEROSMÓTICAS:. 

: '· ..• '~··,~:·, '.>;!:"_:'.' 

VOLUMEN EN CONDICIONES 

Al expon~r''a 1i:i's;célu1·~~'a Una solución hiperosmótica, ocurre una disminución en 

el volum~~ ''ci~1t·1~·a·ifci@~~lllente relacionada con la magnitud del gradiente 

osmótico" {ITlp.be~X<>fl{si~· e;:i:;ba'rgo, la recuperación del volumen en soluciones 

hiperosmótic1~s)~1i:1~l~ ~ér .menos frecuente que la regulación en condiciones 
.-/'·~.:'.·:··:·:/,:~:c.',\,~~":~:< .. ::·:-·>.:· ·->. 

hiposmóticai»;~ Este:i proceso de recuperación de volumen en soluciones 

hiperosmÓticas es <?onecido como Incremento Regulador del Volumen (IRV) (Fig. 

1 ). Ante. condiC:iones hiperosmóticas, la mayorla de las células animales se 

comportan como osmómetros perfectos, disminuyen rápidamente su volumen y 

muestran un proceso de recuperación muy lento en comparación con el DRV. el 

cual se lleva acabo en alrededor de 15 minutos (Pasantes-Morales et al., 1993b). 
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Osmolitos involucrados en el IRV 

Los osmolitos que principalmente participan en el IVR son los iones Na+. K+ y cr, 

al igual que osmolitos orgánicos, preferentemente aminoácidos y polialcoholes 

(Fig. 1). En las células encogidas se activa el cotransportador electroneutro 

Na+/K+/2Cr, con la respectiva acumulación intracelular de estos iones. También se 

activa el intercambiador Na+/H+, el cual alcaliniza a la célula lo que conduce a la 

activación paralela del intercambiador Cl"/HC03-. El H+ y el HC03- forman C02 que 

difunde al interior celular y de esta manera no tiene contribución osmótica (Lang et 

al., 1998). 

En algunos tipos celulares, durante el IVR se acumula Na+ intracelular 

mediante la activación de canales de Na+ y/o canales catiónicos no selectivos. La 

entrada de Na+ induce una despolarización que favorece la entrada de cr a la 

célula y esto, junto con el agua dirigida osmóticamente, ajusta el volumen celular. 

En cuanto a los osmolitos orgánicos involucrados en el IRV se encuentra el 

myo-inositol que se acumula por medio del cotransportador dependiente de Na+, 

cuya sintesis se induce por la condición hiperosmótica. También se activan los 

transportadores de los aminoácidos glutamato, glutamina y taurina. 

VÍASDETRANSPORTE ACTIVADAS DURANTE EL DRV 

Como ya se habla mencionado, los principales osmolitos liberados durante el DRV 

son K+, :Cr, ~ aiTi'i~l:Jécidos, entre los cuales destaca la taurina. 

Los canales de K+ activados por hinchamiento celular pueden colocarse en 

dos grupos principales de acuerdo a sus propiedades electrofisiológicas y su 

dependencia al Ca2+. Un grupo está constituido por canales dependientes de Ca2+ 
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caracterizados por una alta conductancia (100-200 pS), los cuales reciben el 

nombre de canales BK (Big Potassium). El segundo grupo de canales de potasio 

activados por hiposmolaridad consiste de canales de baja conductancia (20-30 

pS), la mayoría de los cuales son independientes de Ca2
• (Pasantes-Morales y 

Morales-Mulia, 2000). 

Se ha propuesto al canal de K+ tipo N Kv1 .3 como el responsable de la 

regulación del volumen en respuesta al estrés hiposmótico. La evidencia que 

apoya esta propuesta proviene de un estudio efectuado en células CTLL-2 

(Deutsch y Chen, 1993). Esta linea de linfocitos T carece de canales de K+ 

dependientes de voltaje y es incapaz de regular su volumen, pero cuando a este 

tipo celular se le transfectó con canales Kv1 .3 recuperó su capacidad para regular 

volumen. 

Por otro lado, los canales de cr activados durante el DRV son 

independientes de ca2
• en su gran mayoría. Las moléculas propuestas para 

actuar como canales de cr activados por volumen son las siguientes: 

1, CIC-2. Es una proteína de 99 KDa compuesta por 907 aminoácidos que forma 

parte de una fa~ili~ de' proteínas de membrana que funcionan como canales 

de cr (CIC-a· :...c1c~?. CIC-K1 y CIC-K2) (Brandt y Jentsch, 1995). Análisis de 

Northern-blot muestran que el CIC-2 está ampliamente distribuido en células 

de mamíferos y hay evidencia de que el CIC-2 forma un canal aniónico 

sensible a volumen (Gründer, et al., 1992). Sin embargo, sus características 

farmacológicas, electrofisiológicas y de selectividad iónica son completamente 

diferentes de las reportadas para los canales aniónicos rectificadores salientes 

sensibles a volumen. 

2. Glicoproteína-P. Codificada por el gen mdr1 y perteneciente a la familia de 

transportadores ABC (ATP-binding-cassette, presentan una secuencia 

consenso para unir ATP). Se ha sugerido que esta proteina puede funcionar 

como un canal aniónico activado por hinchamiento y/o como proteína 

reguladora del canal. Sin embargo, esta interpretación ha sido cuestionada, ya 
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niveles de expresión de la glicoprotelna-P y la actividad del canal activado por 

hinchamiento (Rasola et al., 1994; McEwan et al., 1992; Dong et al., 1994; 

Kunzelmann et al., 1994; Morin et al., 1995; Viana et al., 1995). 

3. plcin· Esta protelna de 235 aminoácidos fue clonada originalmente de la.s 

células MDCK (Paulmichl et al., 1992). La plc1n está ampliamente distribuida y 

conservada. Cuando esta proteina es expresada en ovocitos de Xenopus 

genera una conductancia al cr constitutivamente activa con caracterlsticas 

similares a las del canal aniónico activado por hinchamiento (Strange et al., 

1996). Los grupos de Paulmichl (1992) y Gschwentner (1995) han realizado 

estudios que apoyan el hecho de que esta proteina podria ser la responsable 

del proceso de regulación del volumen. Sin embargo, otros trabajos indican 

que la. protelnafeS,~¡3 • principalmente localizada en el citoplasma celular 

(Krapivinsky ét al.', 1994); lo que lleva a suponer que sirva entonces como un 
' •• <. ,.;; • ,: ' 

regulador citosóllcotJcle·~;un canal endógeno activado por hinchamiento 

(Acke~man;·ef!aí'.(1'é'é4);; /Paulmichl y sus colegas han descrito resultados 

preliminar~s ql.1~··$'1.JgÍ~re·~ que aunque la proteína está normalmente presente 

en el citoso1:vnigra a la membrana en repuesta al hinchamiento osmótico. 

(Paulmichli et<91., 1996). Sin embargo, se encontró que la plc1n de células 

endoteliales ~·e encuentra predominantemente en el citosol. sin distinguir 

ninguna alteración en su distribución intracelular en respuesta al hinchamiento 

osmótico, por lo que se descarta como canal activado por hinchamiento o 

como regulador. Estos resultados no descartan la posibilidad de que la 

translocación de la lc1n sí ocurra en otros tipos celulares. 

4. Banda-3. Esta proteína es el principal constituyente de la membrana 

plasmática de los eritrocitos de muchas especies de vertebrados y tiene su 

parte homóloga en otros tejidos. Es un intercambiador aniónico electroneutro 

(Cl"/HC03-). Muchos inhibidores del intercambiador Banda-3 inhiben al canal 

aniónico activado por hinchamiento, lo que sugiere que esta molécula podría 

estar involucrada en la actividad del canal activado por hinchamiento o actuar 

en sí misma como un canal de cr unidireccional (Goldstein et al., 1990; 

Goldstein y Bill 1991; Garcla-Romeu eta/., 1991; Motais eta/., 1991; 1992). 
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. nombre de canales BK (Big Potassium). El segundo grupo de canales de potasio 

activados por hiposmolaridad consiste de· canales de baja conductancia (20-30 

pS), la mayoría de los cuales son independientes de Ca2+ (Pasantes-Morales y 

Morales-Mulia, 2000). 

Se ha propuesto al canal de K+ tipo N Kv1 .3 como el responsable de la 

regulación del volumen en respuesta al estrés hiposmótico. La evidencia que 

. apoya· esta propuesta proviene de un estudio efectuado en células CTLL-2 

- (Deutsch y Chen, 1993). Esta línea de linfocitos T carece de canales de K+ 

dependientes de voltaje y es incapaz de regular su volumen, pero cuando a este 

tipo celular se le transfectó con canales Kv1 .3 recuperó su capacidad para regular 

volumen. 

Por otro lado, los canales de cr activados durante el DRV son 

independientes de Ca2+ en su gran mayoría. Las moléculas propuestas para 

actuar como canales de cr activados por volumen son las siguientes: 

1. CIC-2. Es una proteína de 99 KDa compuesta por 907 aminoácidos que forma 

parte de una familia de proteínas de membrana que funcionan como canales 

de Cr (CIC-0 - CIC-7, CIC-K1 y CIC-K2) (Brandt y Jentsch, 1995). Análisis de 

Northern-blot muestran que el CIC-2 está ampliamente distribuido en células 

de mamíferos y hay evidencia de que el CIC-2 forma un canal aniónico 

sensible a volumen (Gründer, et al., 1992). Sin embargo, sus caracteristicas 

farmacológicas, electrofisiológicas y de selectividad iónica son completamente 

diferentes de las reportadas para los canales aniónicos rectificadores salientes 

sensibles a volumen. 

2. Glicoproteína-P. Codificada por el gen mdr1 y perteneciente a la familia de 

transpórtadores ABC (ATP-binding-cassette, presentan una secuencia 

consenso para unir ATP). Se ha sugerido que esta proteína puede funcionar 

como un canal aniónico activado por hinchamiento y/o como proteína 

reguladora del canal. Sin embargo, esta interpretación ha sido cuestionada, ya 

que existen trabajos en donde se muestra que no existe correlación entre los 
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5. Fosfolema. Proteína de 72 aminoácidos que cuando es reconstituida en 

bicapas lipídicas forma canales aniónicos con una aparente permeabilidad a 

la forma anió_nicá de la taurina 70 veces mayor sobre la del cr. Esto sugiere 

que la prote,ina·poéfria estar relacionada preferentemente con el transporte de 

la taurin~ reg~l~do,por volumen (Moorman et al., 1995). 
',. '.,. -" .. 

6. VDAC. El camilaniónico dependiente de voltaje (VDAC) es parecido a una 
~-o·· " 'l• · - , 

porina· y·,se'ha· encontrado formando parte de la membrana externa de las 

mitocÓndri~~'· ~n eucariontes y podría también estar presente en otras 

fracciones de membrana plasmática (Reymann et al., 1995; Junankar et al., 

1995). Se ha reportado que el anticuerpo dirigido contra el VDAC de linfocitos 

humanos inhibe los flujos iónicos activados por hiposmolaridad en estas 

células. Estos datos avalan la hipótesis de un papel para VDAC en la actividad 

del canal aniónico activado por hinchamiento (Reymann et al., 1995). 

Con respecto a la via de movilización de los osmolitos orgánicos, hay que 

mencionar que los más estudiados han sido la taurina y el myo-inositol, que se 

transportan de manera independiente de ca2
• (Pasantes-Morales y Morales-Mulia, 

2000). Los estudios realizados por Sánchez-Olea y colaboradores (1991) y 

Schousboe y colaboradores (1991) sugieren un proceso difusional más que un 

transporte de alta afinidad para la liberación de taurina. Con esos trabajos se 

demostró que la dirección de los flujos de taurina activados por hiposmolaridad 

está determinada primariamente por el gradiente transmembranal. 

Existe evidencia circunstancial que sugiere una ruta sensible a volumen 

común para cr y aminoácidos. Parte de esta evidencia la constituye la semejanza 

observada en las acciones de los inhibidores de canales de cr (ácido 5-nitro-2-(3-

fenilpropil-amino) benzoico (NPPB), 1,9-dideoxiforskolina (DDF), dipiridamol y 

ácido niflúmico) sobre los flujos de cr y taurina (Law 1994; Sánchez-Olea et al .. 

1996). En estudios electrofisiológicos se han encontrado corrientes de aspartato, 

glutamato y taurina aniónica a través de un canal aniónico activado por 

hinchamiento (Banderali y Roy, 1992). Se piensa pues que este canal es muy 
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poco selectivo, permitiendo el paso de varios aniones. Sin embargo, también 

existe evidencia en contra de una vía común para cr y osmolitos orgánicos 

sensible a volumen. A pH intracelular fisiológico normal la taurina se encuentra 

predominantemente en forma electroneutra, y en un estudio realizado en 

eritrocitos de pez. se demostró que es en esta forma como se libera este 

aminoácido de células hinchadas (Guizouarn, et al., 2000). En células de Ehrlich 

la liberación de taurina estimulada por hiposmolaridad se inhibe por DIOS y se 

potencia por ácido araquidónico, mientras que la liberación de 36Cr no se afecta 

por DIOS y se inhibe por ácido araquidónico (Lamber! y Hoffmann, 1994). Se ha 

sugerido que la taurina permea través del fosfolema. El fosfolema forma canales 

aniónicos con una aparente permeabilidad a la forma aniónica de la taurina 70 

veces mayor sobre la del cr (Moorman et al., 1995). Esto sugiere que la proteína 

podrla estar relacionada preferentemente con el transporte de la taurina regulado 

por va.lumen. En sustento de esta propuesta está un estudio en el que 

oligonuc;:,leótidos construidos contra fosfolema, reducen la liberación de taurina 

ante.condiciones de hiposmolaridad en más de 60 % sin afectar los flujos de cr 
(_Morales-Mulia et al., 2000). Este resultado descarta a esta proteína como canal 

de cr activado por volumen y sugiere que la permeación de taurina ocurre a 

través de una molécula parecida a un canal aniónico, pero no idéntico al canal de 

cr activado por volumen. 

REGULACIÓN DEL VOLUMEN EN EL CEREBRO 

lmportan.cia 

El mantenimiento del volumen celular en el cerebro tiene importantes 

implicaciones clínicas, ya que cambios pequeños en el volumen celular pueden 

producir profundas secuelas patológicas. Los cambios de volumen celular en el 

cerebro pueden deberse a alteraciones en la osmolaridad de los fluidos externos o 

a cambios en la distribución de iones y agua en condiciones isosmóticas (Ballanyi 

y Grafe, 1988). Los efectos más obvios de los cambios en el volumen celular son 
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mec;¡.nicos, ya que la función de las neuronas depende de su arquitectura y 

estratificación. A nivel funcional, una modificación en el contenido de agua puede 

alterar las reacciones metabólicas a través de los cambios que ocurren en las 

concentraciones de enzimas y sustratos (O'Neill, 1999), así como en los 

mecanismos de señalización que están a cargo de la comunicación intercelular. 

El volumen intracraneal tiene cuatro compartimientos, a saber: volumen de 

sangre, volumen extracelular, volumen intracelular y volumen del fluido 

cerebroespinal. Debido a que el cráneo es rígido no provee espacio para la 

expansión, así que un incremento en el volumen de cualquiera de los 

compartimientos debe ser acompañado por una disminución recíproca en el 

volumen total de los tres restantes. Cabe resaltar que el volumen intracraneal 

más grande, el intracelular, ha sido el menos estudiado. Los cambios que ocurren 

en este último pueden ser de aumento (edema) o reducción. 

Los estados patológicos que provocan una reducción en el volumen 

cerebral del compartimiento intracelular son principalmente los estados que 

inducen hiperosmolaridad en el plasma, los cuales incluyen: hipernatremia, 

hiperglicemia, diarrea severa, falla renal, diabetes mellitus, diabetes insipidus, 

diuresis osmótica con deshidratación y deshidratación. 

En la hipernatremia, cuando los cambios en la osmolaridad del plasma son 

agudos, los mecanismos de restauración del volumen dependen del transporte de 

electrolitos, mientras que cuando los cambios son crónicos, los mecanismos 

involucran la acumulación lenta de solutos orgánicos, que ya han sido 

mencionados y que incluyen aminoácidos, polioles, metilaminas y moléculas 

orgánicas pequeñas que no perturban la función celular a altas concentraciones 

(McManus y Churchwell, 1994). 

Los cambios en el volumen del compartimiento intracelular que involucran 

un aumento, llevan al edema celular, el cual tiene dos orígenes: citotóxico y 
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anisotónico ~(McMa~nus y Churchwell, 1994). Mientras que en el edema 

anisosmótico si hay corrección del volumen posiblemente a través de mecanismos 
- - --,, 

similáres al DRV, no parece que haya esta regulación en el edema citotóxico. Esto 

podrla deberse ~que en este tipo de daño los sistemas de transporte encargados 

de regular el volumen, principalmente los flujos de cr. están funcionando a la 

inversa, ya· que debido a la despolarización que implica la acumulación de Na• hay 

una entrada continua de cr a la célula. En estas condiciones, es posible que la 

liberación de los aminoácidos no sea suficiente para lograr una regulación de 

volumen, aunque si podría reducir la magnitud del edema. 

El edema celular cerebral citotóxico involucra daño celular; las patologías a 

las que se asocia son: isquemia, trauma craneal, episodios de hipoxia y anoxia. 

Los cambios en el volumen celular cerebral que ocurren por cambios en la 

tonicidad 'del plasma, no implican daño celular primario. Sin embargo, las 

alterélcio'ries anisotónicas en el volumen producen morbilidad y mortalidad 

importante. Las secuelas clinicas asociadas a las alteraciones anisosmóticas en el 

volumen son daño focal neurológico y edema cerebral severo, el cual lleva a 

coma y muerte. 

La causa principal de edema anisosmótico es la hipotonicidad del plasma, 

la cual puede deberse a hiponatremia de distintos origenes o a hipoglucemia. Se 

considera una condición hiponatrémica cuando la concentración de Na• en 

plasma alcanza valores iguales o menores a 130 mEq/I. La hiponatremia se 

desarrolla cuando el consumo de agua sobrepasa la capacidad del riñón de 

excretarla (intoxicación por agua), o cuando la pérdida de cationes monovalentes 

sobrepasa su consumo (Na• y K+ fundamentalmente) (Fraser y Allen, 1997). Esto 

trae como consecuencia la disminución de la concentración de Na• en el plasma y 

por tanto, una reducción en su osmolaridad. El desequilibrio osmótico entre el 

plasma y el fluido extracelular cerebral, provoca la entrada de agua al espacio 

intersticial y la reducción osmolar del medio, generando edema celular y cerebral. 
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La hiponatremia se define como una disminución en la concentración de 

Na+ en plasma por debajo del valor normal y está asociada a desordenes tales 

como insuficiencia renal, falla hepática, falla cardiaca e intoxicación por agua 

como ocurre en ciertos estados psicóticos (Fraser y Allen, 1997). La hiponatremia 

es un desequilibrio en la distribución de fluidos corporales y de los electrolitos 

disueltos en ellos, debido principalmente a la retención excesiva de agua y en 

ocasiones a una baja reabsorción de sodio. La disminución en la concentración de 

sodio de los fluidos genera medios hiposmóticos, los cuales provocan 

hinchamiento celular, el cual es corregido por mecanismos compensatorios que 

contrarrestan eficientemente el edema celular, mientras que otros corrigen los 

niveles de Na+ en plasma. No obstante, las secuelas más importantes debidas a 

este trastorno ocurren cuando se involucra al sistema nervioso central, ya que los 

limites a la expansión impuestos por el cráneo da márgenes limitados para el 

amortiguamiento d~ !c;>s cam1:>ios en el volumen intracraneal y a medida que la 

presión aumenta,'eldesplaiamiento caudal del parénquima cerebral a través del 

foramen m¿gn~r1{pu~~e. C::onc:lucir a la muerte por paro respiratorio y cardiaco 

(Pasantes-Mci;~,1~¿;•1996).C ' · 

Uná c~~sac)mp()rtante de hiponatremia es el síndrome de secreción 

inapropiada d~'va~ipi~~ina, también conocida como hormona antidiurética (ADH). 

Esta hormona ~s lap~incipal responsable en la regulación del agua del cuerpo. Se 

sintetiza e~ i~s núcleos supraóptico y paraventricular del hipotálamo y se 

almacena para su liberación en la glándula hipófisis. Dos estímulos primarios 

provocan la liberación de la ADH: un aumento en la osmolaridad del plasma y u_n_a 

disminución en el volumen intravascular (Share, 1996). El efecto de la hormona 

liberada es la retención del agua ingerida, lo que provoca una disminución en la 

osmolaridad del plasma y la recuperación del volumen plasmático. Una vez que 

estos parámetros alcanzan sus valores normales, la liberación de ADH se inhibe y 

cualquier exceso en la ingesta de agua es eliminado en forma de orina. Otros 

factores diferentes de la elevación en la osmolaridad del plasma y la hipovolemia 

pueden ocasionar la liberación de la ADH con los subsecuentes efectos en la 
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osmolaridad y volumen del plasma. El incremento en los niveles de la ADH en 

estas circunstancias es referida como síndrome de secreción inapropiada de la 

hormona antidiurética. Los pacientes que desarrollan este síndrome presentan 

hiposmolaridad en el volumen intravascular y disminuciones en los niveles 

plasmáticos de Na+, urea, ácido úrico y creatinina (Fraser y Arieff, 1997). 

La hiponatremia o la hipotonicidad del plasma impone un gradiente 

osmótico a los compartimentos de volumen intracraneal, promoviendo 

eventualmente edema celular cerebral. Ante esta situación, las células cerebrales 

activan la salida de electrolitos y osmolitos orgánicos. La primera respuesta 

cons_iste en_ la liberación rápida de Na+, K+ y cr. la cual es detectable dentro de 3-

24 h del inicio de la hiponatremia y provee un mecanismo para contrarrestar el 

ede~a cerebral (Melton et al., 1987). Después, se observa ~n descenso en los 

niveles celuÍares de osmolitos orgánicos (Thurston et al., 1980; Tratchman et al., 

1991; Líen·. et al., 1991; Verbalis y Gullans, 1991; Sterns et al., 1993). Los 

osmolitos ~Í.g~nicos que predominantemente contribuyen a corregir el volumen 

cerebral eri?respuesta a la hiponatremia son aminoácidos (taurina, glutamato, 

aspaítato; glütamina y GABA), myo-inositol, creatina y N-acetil aspartato. La 

disminució~. eri, los osmolitos orgánicos ocurre a los dos días del curso de la 

hiponatrem:ia' y su contenido permanece a niveles reducidos durante el tiempo que 

la condlcióri'~~~ó;ic;a c~e~manezca alterada~'. . 
. ';. ~ ~ ~'., ;;, . , .. ' ' . ,· ' 

'.~{.·'.!.:~~.~/ < ·. 
El po~.ce:ntaJ:~ cié disminución de los osmolitos orgánicos es de 50-80 %, el 

cual éxC:ecie. é1fcié%s ~lectrolitos de 10-30 %, pero debido a que los electrolitos 

están más cdn~~~-trád;:;s en el cerebro, su contribución al DRV es más grande (60-

70 %) que l_a de los osmolitos orgánicos (30-40 %) (Thurston et al., 1987; Lien et 

al., 1991). 

Mecanismos celulares 

El DRV ha sido ampliamente investigado en células cerebrales en cultivo, tanto 

en neuronas (Pasantes-Morales et al., 1994) como en células gliales (Kimelberg y 

17 



Frangakis, 1986; Olson et al., 1986; Pasantes-Morales y Schousboe, 1988; 

Bender et al., 1992). Además, se ha estudiado en lineas celulares cerebrales 

(Falke y Misler, 1989; Medrana y Gruenstein, 1993; Lohr y Vahe, 1994). La 

regulación de volumen en neuronas y astrocitos en cultivo es un proceso que 

ocurre de manera rápida, y se concluye dentro de 15-30 minutos (Pasantes­

Morales, 1994; 1994b). La fase de hinchamiento mostrada por las células 

expuestas a soluciones hiposmóticas es seguida por una rápida de disminución 

en el volumen celular, la cual ocurre aún cuando persisten las condiciones 

hiposmóticas. La eficiencia del DRV está relacionada con la severidad del 

estimulo osmótico impuesto; es parcial en soluciones muy hiposmóticas y total en 

soluciones de baja hiposmolaridad. El DRV es independiente de temperatura y de 

Na•. Este proceso no se afecta por inhibidores de los cotransportadores de 

osmolitos orgánicos e inorgánicos tales como furosemida, bumetanida y florizina, 

pero es sensible a bloqueadores de canales, particularmente de aquellos que 

afectan a los canales de cloro; entre ellos están: el ácido 5-nitro-2-(3-

fenilpropilamino) benzoico (NPPB), la 1,9,dideoxiforskolina (DDF), el dipiridamol y 

el ácido niflúmico (Pasantes-Morales, 1994b). El DRV es insensible a los 

inhibidores comunes de los canales de K•, tales como: bario, 4-aminopiridina y 

tetraetilamonio (TEA). Únicamente la quinidina muestra un efecto inhibitorio 

(Pasantes-Morales, 1994b). Los ácidos grasos poli-insaturados, ácidos 

araquidónico, linoléico y linolénico están entre los más potentes inhibidores del 

DRV, pero este efecto no está mediado por el metabolismo del ácido araquidónico 

(McManus et al., 1994; Sánchez-Olea et al., 1995). La dependencia al CJ" del DRV 

se ha observado en una linea celular C6 pero no en neuronas ni astrocitos 

(Pasantes-Morales et al., 1993; 1994b), lo que sugiere que la permeabilidad al cr 
en condiciones isosmóticas es baja. Durante el hinchamiento, la permeabilidad al 

cloro aumenta y la permeabilidad al K+ es limitante para el DRV, ya que cuando 

se abre una ruta alterna para el K+ con gramicidina (en ausencia de Na•), se 

observa una aceleración en el DRV. 
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Los osmolitos liberados durante el DRV en neuronas y células gliales en 

cultivo son esencialmente los mismos que in vivo, K•, cr. aminoácidos y myo­

inositol. Sin embargo, la diferencia en el curso temporal entre el flujo de 

electrolitos y osmolitos orgánicos observada in vivo no ocurre en células en 

cultivo. La liberación de aminoácidos en neuronas y astrocitos (Pasantes-Morales 

y Schousboe, 1988) es rápida y sigue al curso temporal del DRV. La liberación de 

cr también es rápida, mientras que la de K+ y myo-inositol es más lenta, pero 

también ocurre en el curso de minutos (Sánchez-Olea et al., 1993; Strange et al., 

1993; González et al., 1995). La liberación de taurina y otros aminoácidos, en 

rebanadas de cerebro expuestas a un medio hiposmótico, también ocurre de 

manera rápida (Law, 1995). 

La liberación de taurina y myo-inositol estimulada por hinchamiento en 

neuronas y astrocitos ocurre a través de una via difusional y no involucra al 

cotransporte dependiente de Na• (Sánchez-Olea et al 1991; Strange et al, 1993). 

Esta via difusional para osmolitos orgánicos podría ser un canal aniónico, como se 

discutió en la sección general correspondiente. En general, la liberación de K+ y 

cr en neuronas y astrocitos ocurre a través de los mismos mecanismos y canales 

ya descritos anteriormente. 

REGULACIÓN.·ISOVOLÚMICA 

En un estudio realizado por Lohr y Grantham (1986) en células renales, se 

demostrÓ'que fas células son capaces de mantener constante su volumen al ser 

expuest~.~ ~ condiciones anisosmóticas, siempre que el cambio en la osmolaridad 

externa ocurriera de forma gradual, manteniéndose éste dentro de ciertos limites. 

A este nuevo tipo de regulación de volumen se le llamó regulación isovolúmica 

(RIV) (Fig. 2). En este tipo de regulación, las células pierden solutos intracelulares 

cuando los cambios en la osmolaridad externa son decrecientes (el medio se hace 

hiposmótico) y ganan solutos intracelulares cuando los cambios son crecientes (el 

medio se hace hiperosmótico). 
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En condiciones hiperosmó~icas, los osmolitos internalizados por la célula, 

que le permiten mantener constante su volumen, son Na+, K+ y cr, mediante el 

cotransportador Na+/K+/2Cr y la ATPasa Na+/K+ (Mountain y Van Driessche, 

1997). En condiciones hiposmóticas, los mecanismos de transporte que llevan a 

cabo la regulación aún no están bien definidos (Lohr, 1990; Van Driessche et al., 

1997). Más aún, no todos los tipos celulares presentan regulación isovolúmica en 

condiciones hiposmóticas, ya que en un estudio llevado a cabo por Godart (1999) 

en eritrocitos, se demostró que este tipo celular no exhibe regulación isovolúmica 

aún cuando la velocidad de cambio en la osmolaridad externa es muy pequeña 

(0.7 mOsm/min.). En los eritrocitos expuestos a estas condiciones se activó la 

salida de K+ y taurina que, sin embargo, no fue suficiente para contrarrestar la 

entrada de agua debida al gradiente osmótico impuesto. 

2.0 

1.5 

1.0 ·-·-·-·-·-·-·-·-·-·-· 
0.5 

o.o 

50 70 90 110 130 150 

Osmofaridad externa (%) 

Figura 2. Regulación isovo/timica. Cambios graduales y continuos en la osmolaridad externa 
(±50 %) no afectan el volumen celular. 

Mientras que los mecanismos de regulación en el DRV y en el IRV están 

bien caracterizados, los mecanismos de fa regulación isovolúmica aún no están 
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esclarecidos; además, este tipo de regulación sólo ha sido estudiado en células 

de túbulos proximales y en una linea celular de nefrona (A6) (Lohr, 1990; Van 

Driessche eta/., 1997). 

La regulación isovolúmica en cerebro sólo se ha estudiado en la línea 

celular C6 (glioma de rata) ante condiciones hiperosmóticas. El mecanismo de 

regulación en este sistema involucra la captura de iones por medio de la bomba 

Na+/K+ y del cotransportador Na+/K+/2Cr (Mountian y Van Driessche, 1997). 

Entender los mecanismos responsables de la RIV es muy importante, ya 

que estas condiciones experimentales pueden reflejar más de cerca los cambios 

que ocurren en el volumen celular en condiciones fisiológicas. Más aún, también 

podría considerarse como un modelo de estudio para situaciones patológicas en 

donde los cambios en la osmolaridad ocurren de manera lenta y no súbita, como 

ocurre en el modelo de IRV y DRV. Con estos antecedentes, el presente trabajo 

tiene por objeto identificar los mecanismos que sustentan la RIV en células 

nerviosas, en particular en las neuronas. 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si las células granulares de cerebelo en cultivo presentan regulación 

isovolúmica, asi como los mecanismos involucrados en este proceso de 

regulación. 

Objetivos específicos 

l. Examinar la presencia de regulación isovolúmica en neuronas en cultivo. 

11. Caracterizar los flujos de K+ y cr en este proceso. 

111. Caracterizar farmcológicamente la via de movilización del K+. 

IV. Determinar la importancia relativa de los flujos de K+ activados en la RIV. 

V. Determinar la contribución de vías de transporte aniónicas al proceso de 

regulación. 
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METODOLOGÍA 

SOLUCIONES 

Las soluciones isosmóticas (300 mOsm/I) utilizadas como medio de perfusión 

tienen la siguiente composición en mM: 135 NaCI, 4. 7 KCI, 1 CaCl2, 1.17 MgS04, 

1.7 KH2P04 , 5 Dextrosa y 10 HEPES (pH 7.4). Las soluciones hiposmóticas 30 

·% (210 mOsm/I) y 50 % (150 mOsm/I) se prepararon reduciendo la concentración 

de NaCI. Las soluciones hiperosmóticas 30 % (390 mOsm/I) y 50 % (450 mOsm/I) 

se prepararon aumentando la concentración de NaCI. La osmolaridad final de los 

medios se verificó con un osmómetro de punto de congelación· (Osmette A, 

Precision Systems lnc., Natick, MA). 

CUL TIVÓS PRIMARIOS 
CEREBELO 

DE CÉLULAS GRANULARES DE 

Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo (CGC) de rata se 

obtuvieron de a.cuerdo a la técnica descrita por Morán y Patel (1989). Una vez 

realizada lá decapitación de las ratas, el cerebelo se disecó y las células se 

disociaron con· fripsina. Las suspensiones de células disociadas del cerebelo de 

ratas Wistar d~'a · dlas de nacidas se sembraron a una densidad de 265 x 1 O' 

células/cm2 en b~Jas petri de plástico de 35 mm, previamente cubiertas con poli-L­

lisina (5 µg/,:;,I), pa/~ permitir su adherencia. El medio de cultivo es el Medio Basal 

Eagle (Sigrn~. St Louis, MO) suplementado con 10 % de suero fetal bovino 

inactivado por calor, 2mM de glutamina, 50 U/mi de penicilina y 50 µg/ml de 

estreptomicina. Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 ºC en una atmósfera 

de C02 (5 .· %) y aire saturado con vapor de agua (95 %). El enriquecimiento en 

neuronas' -de los cultivos utilizados se determinó por inmunofluorescencia, 

contando células positivas a enolasa especifica de neuronas y a la proteína ácida 
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fibrilar glial (GFAP) (Dakkopatts, Carpinteria, CA). La proporción de neuronas en 

estos cultivos fue de 95-97 % y la de células gliales de 2-4 %. Las neuronas se 

utilizaron después de un dfa in vitro. Para las medidas de volumen celular, las 

neuronas granulares se sembraron en cubreobjetos a baja densidad (200 x 103 

células/cm 2
). 

GRADIENTE OSMÓTICO. SISTEMA DE PERFUSIÓN 

El método utilizado para generar un gradiente osmótico (cambio gradual en Ja 

osmolaridad a una determinada tasa) fue un sistema de vasos comunicantes 

similar al descrito por Lohr y Grantham, 1986 (Fig. 3). 

,.¡ 

VI VJP 
.. 2 

_V2 
p 

Bomba 
Peristáltica 

Figura 3. Sistema de· vasos comunicantes que genera un gradiente osmótico. "'· 
osmolaridad del vaso 1 (V1) 150 mOsm/J; "" osmolaridad del vaso 2 (V,); P, velocidad 
de perfusión de la bomba peristáltica (2 mllmin); Y.P, la mitad de Ja velocidad de 
perfusión de la bomba peristáltica; , válvula de interrupción. 

!81 

Este sistema consta de dos vasos de vidrio idénticos interconectados entre 

si, uno de los cuales contiene medio isosmótico (MI) y el otro, Ja misma cantidad 

de medio hiposmótico (MH) 50 %. El medio se mantuvo a 39 ºC, colocando los 

vasos en planchas a temperatura constante y con agitación magnética. El medio 
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de perfusión del primer contenedor se succiona con una bomba peristáltica, 

produciendo que el medio hiposmótico entre a este cilindro, mezclándose gradual 

y continuamente con el medio isosmótico. De esta manera, se produce un 

gradiente de osmolaridad en el cual, al final del experimento (82 min después) se 

alcanzaron 150 mOsm. 

Para probar este sistema, se colectaron muestras cada minuto del medio 

prefundido y se les midió la osmolaridad con un osmómetro de punto de 

congelación. Se obtuvo una curva osmolaridad contra tiempo, a partir de la cual se 

calculó la tasa de cambio del sistema. Se calculó la tasa de cambio teórica para el 

sistema, con la ecuación establecida por Van Driessche, et al. (1997): 

7tv = 7t2 = - (n°2 - 7t1) (P/2Vo) t + n°2 

Donde: 

7tv es la osmolaridad de la muestra colectada al tiempo t 

7t2 es la osmolaridad del vaso 2 y es igual a nv 

7tº2 es la osmolaridad inicial del vaso 2 (300 mOsm/I) 

7t1 es la osmolaridad del vaso 1, la cual no cambia (150 mOsm/I) 

P es la velocidad de perfusión de la bomba peristáltica (2 ml/min) 

y Vo es el volumen inicial de cualquiera de los vasos (375 mi). 

La tasa dé'cambio experimental fue de -1.74 ± 0.015 mOsm/min, similar a·la 

esperada de -1.8 mOsm/min. 

LIBERACIÓN DE IONES 

Las células en cultivo se incubaron a 37 ºC en el medio de cultivo con 1.0 µCi/ml 

de 86Rb, como trazador de los flujos de K+, durante 60 min. Después del periodo 
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ce incubaci6n, lascajas de cultivo se peñundieron durante 18 mina una velocidad 

de 2 ml/min, por medio de una bomba peristáltica, con MI para eliminar la 

radiactividad no internalizada celularmente. Después de este periodo, se alcanzó 

una liberación basal (6 min) y se colectaron muestras cada minuto. 

Inmediatamente después, los cultivos celulares fueron peñundidos bajo el 

gradiente osmótico (Fig. 4) durante 82 min hasta alcanzar una hiposmolaridad del 

.5;0 o/.;. Se colectaron muestras cada minuto y la radiactividad se cuantificó por 

medio de un contador de centelleo liquido (LS 6000SC, Beckman, CA) a través de 

la interacción con lfquido de centelleo (tritosol). Se obtuvo el número de cuentas 

por min y los datos se expresaron como tasa constante de liberación, la cual 

representa la cantidad de radiactividad liberada en una fracción dada dividida por 

la cantidad total de marca presente en las células en ese momento. 

VzP p 
v, Bomba 

Peristáltica 

0000 
viales 

Células 

·.,Bomba 

Peristáltic~ 

Figura 4, ·Sistema de perfusión. Las células fueron perfundidas bajo el gradlent~ o~rnÓtico, 
el medio se colectó en viales. 

Los cultivos se incubaron durante 15 min con 5.0 µCi/ml de 1251, como trazador de 

los flujos de CL Se lavaron durante 5 min y se obtuvo una basal de liberación. A 

partir de aqui, las muestras se colectaron cada minuto y después de 5 minutos de 
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libera_ción basal, la osmolaridad de la perfusión se redujo linealmente a una tasa 

de -1.74 mOsm/min con el sistema de vasos comunicantes. La cantidad de 

radiactividad de las muestras se cuantificaron por medio de un contador de 

radiación gamma. Los datos se expresan como tasa constante de liberación (c) y 

se calcularon utilizando la ecuación desarrollada por Venglarik, et al. (1990): 

c = [ln(C1) - ln(C2)] I (t1 - t2) 

donde C1 y C2 son el porcentaje de cuentas que permanecen en la monocapa 

celular a los tiempos 1 (f1) y 2 (fz). 

EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CANALES DE K+ SOBRE LA 
LIBERACIÓN DE 86Rb 

Los inhibidores de canales de K+, tales como: 4-AP (1 mM), TEA (1 O mM), 

Caribdotoxina (20 nM). Cs2+ (5 mM). Gd3+ (25 µM) y Ba2+ (5, 1 O y 15 mM). se 

probaron sobre la liberación de 86Rb estimulada por el gradiente hiposmótico. Los 

fármacos estuvieron presentes todo el tiempo de perfusión. 

DETERMINACIÓN DE POTASIO ENDÓGENO 

Cambio gradual en la osmolaridad 

Las células se estimularon con medio isosmótico o bajo el gradiente hiposmótico y 

se' les retiró totalmente el medio extracelular. Para eliminar cualquier residuo de·K· 

exfracelular, fas cajas de cultivo se lavaron 2 veces con 1 mi de medio isosmótico 

(control) o hiposmótico 50% (gradiente). Se desprendieron de la caja con 0.5 mi 

de H20 doble destilada (H20 dd) y se lavaron con 0.5 mi de H20 dd para 

recuperar cualquier resto celular. El extracto celular se sonicó 1 O s para 

homogeneizar fa muestra. Se tomó una alícuota de 0.1 mi para cuantificar fa 

cantidad de proteína por la técnica de Bradford. A los 0.9 mi restantes se les 

agregó 4. 1 mi de HCI (0.1 N) y se hirvieron_ durante 30 min para lisar todas las 
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membranas celulares. Las muestras se filtraron a través de un poro de 0.22 µ y el 

contenido de K+ se determinó por medio de Espectrofotometría de Absorción 

Atómica (Varian 460). Los datos se expresan como µmol K+/mg proteína. 

Cambio súbito en la osmolaridad 

A las células en cultivo se les retiró este medio y se les agregó 1 mi de MKN 

isosmótico o 50% hiposmótico. Se perfundieron 15 min con medio isosmótico o 

hiposmótico (50%), respectivamente. Después del periodo de perfusión, las 

células se mantuvieron libres de medio. El contenido de K+ se cuantificó como se 

describió en el párrafo anterior. 

CUANTIFICACIÓN DE CAMBIOS EN EL VOLUMEN CELULAR 

Principio báiicb 

Los cambios, en - ~I volumen celular se determinaron por medio de una técnica 

espectrofluorométrica basada en Ja descrita por Alvarez-Leefmans y 

colaboradores (1995) y por Crowe y colaboradores (1995). El principio básico de 

la técnica es la medida de cambios en el volumen de agua de las células (VAC) 

cuantificando los cambios en Ja concentración de sustancias impermeantes 

fluorescentes (Alvarez-Leefmans, et al., 1995). Los cambios en el VAC se estiman 

a partir de cambios en Ja intensidad de la fluorescencia de la marca, los cuales 

resultan de Jos cambios en su concentración intracelular. 

Medición de la fluorescencia 

Las CGC sembradas en cubreobjetos se colocaron en una cámara de perfusión 

(RC-25, Warner Jnstrument Corp, CT) y se incubaron en MI con calceina-AM (1 

~tM), durante 15 min a temperatura ambiente. Se lavaron varias veces con MKN1 

durante 2 min. La cámara de perfusión se colocó en un microscopio invertido de 

epifluorescencia (Nikon Diaphot TMD, Nikon Corp., Japan), equipado con un 
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objetivo fluorescencia para aceite de inmersión (40X, AN 1.3; Nikon) y acoplado a 

un espectrofluorómetro (Fig. 5). Las células se iluminaron con l!na lámpara de 

arco de Xe a 497 nm de excitación, a través de un filtro de aire. La luz llegó al 

objetivo a través de un cubo equipado con un espejo dicromático (515 nm) y un 

filtro de emisión de 516-520 nm (DM510, Nikon, Japan). La fluorescencia emitida 

se midió y amplificó con un sistema fotométrico, la señal fotomultiplicada se 

digitalizó con una cámara CCD (Charge Coupled Device, c2400-87, Hamamatsu 

Bridgewater, NJ) acoplada a una computadora personal. Los datos se analizaron y 

almacenaron en la computadora con el software Biolase lmaging System (Newton, 

MA). Con este sistema se adquirieron las medidas de fluorescencia de pequeñas 

áreas situadas en células individuales. 

Las células se expusieron a dos protocolos de estimulación osmótica. En el 

primero, diferentes cubreobjetos se perfundieron a 2ml/min, inicialmente con 

medio isosmótico (2 min) y después con medio hiposmótico (30% o 50%) o 

hiperosmótico (30% o 50%) durante 15.5 min. En el segundo protocolo, las células 

en cubreobjetos se perfundieron con MI a 2 ml/min y después con el gradiente 

osmótico (-1.8 mOsm/min) hasta alcanzar 50% de hiposmolaridad. Las imágenes 

se colectaron cada 10 min. En ambos protocolos, se perfundieron cubreobjetos 

sólo con MI .como controles. 

Cálculo.'de.los cambios en el volumen celular de agua 

Los cambios en el VAC se determinaron a partir de los cambios en la 

fluorescencia relativa de acuerdo con la siguiente ecuación (Alvarez-Leefmans: et 
al., 1995): 

[(Fo/ F1)-Fbkg] I (1-Fbkg) = V1 I Va (1) 

donde Fo es la fluorescencia de una región de la célula equilibrada con medio 

isosmótico, ·teniendo una presión osmótica 7to; F1 es la fluorescencia de la misma 

región de la célula en un medio con presión osmótica 7tt; Fbkg es la fluorescencia 
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brackground; V 0 es el volumen de agua de la célula en un medio con presión 

osmótica 7tt y V 0 es el volumen correspondiente de la célula en un medio con 

presión. osmótica 7to. La Fbkg incluye la fluorescencia intrinseca de la célula y el 

componente no sensible osmóticamente de la fluorescencia en las células 

marcadas. Ambos componentes de la Fbkg son insensibles la los cambios en la 

osmolaridad externa. Fbkg se estimó a partir de la intersección en el eje y de una 

curva Fo/F1 vs 7to/7tt. exponiendo diferentes cubreobjetos durante 15.5 mina medios 

con distintas osmolaridades (mOsm/I): 150, 180, 300, 390 y 450. Los valores de 

fluorescencia graficados por cada condición fueron los cambios más altos 

adquiridos. El valor numérico obtenido para nuestro tipo celular estudiado fue de 

0.6. 

Para cuantificar los cambios en el volumen celular relativo (V1No) 

ocasionados por el gradiente osmótico, Fo y Ft se determinaron midiendo a 

diferentes tiempos la fluorescencia de células perfundidas con medio isosmótico y 

con el gradiente osmótico, respectivamente. Con el objeto de corregir la deriva en 

la señal de la fluorescencia debida al fotoblanqueo del fluoróforo, los puntos 

experimentales se ajustaron a una regresión lineal. Los valores de V1No se 

determinaron sustituyendo en la ecuación 1 los datos corregidos de Fo y F1. 

EFECTO DE INHIBIDORES DE CANALES DE cr y K+ SOBRE LA 
REGULACIÓN DEL VOLUMEN CELULAR 

Para determinar el papel de los canales de cloro en la regulación del volumen 

celular de CGC expuestas a cambios graduales en la osmolaridad externa, estos 

se inhibieron con ácido niflúmico (600 µM). Los cambios en el volumen celular 

relativo se determinaron de la manera antes descrita. El inhibidor estuvo presente 

en el medio de perfusión. Las células perfundidas con MI en presencia del 

inhibidor funcionaron como control. 
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Los canales de . K+. en las CGC expuestas a cambios graduales en la 

osmolaridad se.inhibieron con Ba2 .. (15 mM). Los cambios en la relación V1No se 

definieron a partir de los cambios en la fluorescencia de células estimuladas con 

el gradient.3 osmótico, de la manera ya descrita. El fármaco se disolvió en el 

medio d.3 p~~u~ión. Las células control se perfundieron con MI y Ba2 ... 

EFECTO DE LA SUSTITUCIÓN ANIÓNICA EN LA REGULACIÓN 
DEL VOLUMEN CELULAR 

En estos experimentos se sustituyó el cr extracelular por un compuesto 

impermeante. De esta manera, se depletó por completo a la célula de este ion. Se 

determinó el volumen celular de células depletadas y no depletadas expuestas al 

gradiente hiposmótico. 

MATERIALES 

Las diferentes sales (NaCI, MgS04, KCI, CaCl2 KH2P04, BaCl2) y la Dextrosa se 

obtuvieron de J.T. Baker, Méx. El ácido niflúmico (C13H9F3N202), la colina 

(CsH14NO•CI) y las distintas sales de ácido glucónico (CsH1107•Na, CsH1107•K y 

CsH 11 0 7•1/2Ca) se adquiriero.n.d~ SIGMA,St Louis, MO. El HEPES se obtuvo de 

Boehringer Mannheim, Gerrrl~~y.'. l.6s ~o~p~est~s radiactivos (86Rb y 1251) se 

adquirieron en Amersham, UK, La calceina-AM se obtuvo de Molecular Probes, 

Eugene, Oregon. 
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Figura 5. Espectrof/uorómetro acoplado a un microscopio invertido de epif/uorescencia. PMT, 
fotomultiplicador; Cámara CCD (Charge Coupled Devlce), transformador digital. 

31 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

SISTEMA GENERADOR DE UN GRADIENTE OSMÓTICO 

Para validar el sistema generador de un gradiente osmótico descrito en la sección 

de métodos, se colectó cada fracción del medio prefundido y se les midió la 

osmolaridad. Con estos datos se construyó un curva osmolaridad contra tiempo 

(Fig. 6) y se calculó la tasa de cambio del sistema. 
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Figura 6. Cambio en la osmolaridad del medio con respecto al tiempo en el sistema de vasos 
comunicantes (Fig. 1). La tasa de cambio. a una velocidad de perfusión de 2 ml/min, fue de 
-1.74 ± 0.015 mOsm/mln, mientras que la teórica fue de-1.8 mOsm/min. Al final del análisis 
(75 min) se alcanzan 171 mOsm correspondientes al 57% de hiposmolaridad. r2 = 0.999. 
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La tasa de cambio de osmolaridad fue de -1.74 ± 0.015 mOsm/min, que es 

muy similar a la tasa de cambio teórica calculada según la ecuación de Van 

Driessche y colaboradores (1997) de -1.8 mOsm/min. Estos resultados validan el 

método para generar un gradiente osmótico, que constituye la base experimental 

de este trabajo. 

CAMBIOS EN EL VOLUMEN CELULAR 

Para examinar la presencia de regulación isovolúmica en CGC, se determinaron 

los cambios en el volumen de células expuestas al gradiente osmótico, según el 

método espectrofluorométrico previamente descrito. 

El cambio en el volumen celular (V1No) se determinó según la ecuación 1 a 

partir de los cambios en la fluorescencia relativa Fo/F1 de células marcadas con el 

calceina y sometidas al gradiente osmótico o a un medio isosmótico como control. 

Pa'ra calc~lar elcambio en ei volumen celular con la ecuación 1, se determinó la 
< ,' ._. ..,. •• • •,-·'·. ,. , •• , 

Fbkg exponiendo diferent~~ célu_las'~rnedios con distintas osmolaridades; el valor 

. ::;.: !:'<F::~'~;:j~~~~~~~r~~.:: 1n~mecc1on en el eje y de una cuN• 

En•:1a:figura ~ se ¡;,uesfoin los cambios en la fluorescencia relativa de 

cé.lulas p~rtu~did~~ ~ 2 ml/min con medio isosmótico durante 82 min (A) o con el 

gradiente hiposmótico (B) a una tasa de cambio de osmolaridad de -1.8 

mOsm/min, tiempo al cual se alcanzan 150m0sm/I correspondientes al 50% de 

disminución en la osmolaridad externa. El comportamiento de decremento de fa 
fluorescencia observado en ambos protocolos es el mismo, y se debe 

probablemente al fotoblanqueo del fluoróforo. Con estos resultados de 

fluorescencia se resolvió la ecuación 1 y se obtuvieron los valores de volumen 

relativo de las células perfundidas con el gradiente osmótico (Fig. 9). 
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Figura 7. Fbkg· Relación entre la osmolaridad a la cual se estimularon las 

células y el cambio de fluorescencia. Las células fueron estimuladas con 

medios de distintas osmolaridades y se graficaron los valores de cambio 

de fluorescencia más altos obtenidos. r2 = 0.983. 
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Figura 8. Datos crudos de fluorescencia de CGC cargadas con 

calceina-AM (1µM) y expuestas a un MI (control) (A) o expuestas al 

gradiente osmótico (8). Los puntos representan promedios ± EE. Las 

líneas son regresiones lineales, A: r2= 0.991; B: r2= 0.997. 
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Figura 9. Cambios en el volumen celular relativo (V,IVo) de CGC expuestas 

al gradiente osmótico. La curva se construyó resolviendo la ecuación 1 con 

los datos mostrados en la figura 8. 

Como se observa en la figura, no hay cambio en volumen aún cuando el 

cambio osmótico neto impuesto a la célula fue muy drástico (50%). Estos 

resultados demuestran la presencia de regulación isovolúmica en esta 

preparación y señalan por primera vez la existencia de este fenómeno en células 

nerviosas. Este resultado se suma a los previamente descritos para otros tipos 

celulares estimulados igualmente con un gradiente hiposmótico, estos son: 

túbulos proximales 52 (Lohr y Grantham, 1986), linea celular renal A6 (Van 
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Driessche et al., · 1997), ·células C6 (Lohr y· voli-e, 2000) y parcialmente en 

cardiomiocitos (Souza et al., 2000). 

LIBERACIÓN DE K; DURANTE LA RIV 

Los movimi~~t~~ de ~+ durante la regulación isovolúmica se siguieron con el 

trazador 86Rb' .. -{as· ~éÍulas se incubaron con el trazador y se lavaron. Fueron 

perfundidas::-~ 2. ml/min con MI isosmótico durante 5 minutos para obtener una 

liberaC:ióri basal. constante. Después se perfundieron con el gradiente osmótico ' ··.'. ,.- __ .. ,, 

durante 82 min' a una tasa de cambio de -1.8 mOsm/min hasta alcanzar un 50% 

de hiposmolaridad. Los controles se perfundieron todo el tiempo con MI. Los datos 

se expresaron como constantes de liberación (Fig. 10). 

-Erí la figura se observa que la liberación de 86Rb estimulada con el 

gradiente osmótico permaneció sin cambio con respecto a la liberación basal 

hasta que se alcanzaron 212 mOsm/I (-29% de osmolaridad). A partir de este 

punto, la liberación de 86Rb aumentó progresivamente y no mostró inactivación 

durante el tiempo que dura el experimento. Al final del mismo, cuando la 

osmolaridad externa disminuye 50% (150 mOsm/I) la tasa de liberación del 86Rb 

fue 2 veces más grande que la de medio isosmótico. 

Se determinó la disminución en concentración de K+ endógeno de células 

expuestas al gradiente osmótico (Fig. 11). Estos resultados están en concordancia 

con los datos generados por medio del trazador radiactivo. El contenido de· k• 
permaneció igual que en la condición control (MI) hasta que se alcanzaron 212 

mOsm/I (29% de reducción en la osmolaridad externa), es decir, justo antes del 

umbral de activación de la liberaciÓn de 86Rb. Al final de la perfusión, cuando la 

osmolaridad ha alcanzado 150 mOsm/I, el contenido de K+ disminuye de 1.44 a 

1.08 µmol/mg protelna, es decir, disminuye 25%. 

37 

------------··-··-··----- ---------~-~=-:-~---------------...... ~----~~~-.---~--
.ID 



0.030 Control 
~ 

' e: Gradiente osmótico 
:§_ 0.025 

/ e: 
•O 
"ü 
~ 0.020 
<!> iff ..e :9 

a:: <!> 0.015 É -co -e 
00 Q) - ~ .. ~~ e: 0.010 <ti \.::;rl_JL A&JltlJh " .. ~~.., ~-

1ñ 
e: 
o 

0.005 u 
<ti 
U) 
<ti 
1- 0.000 

o 10 20 30 40 50 

Reducción en la osmolaridad (%) 

Figura10. Liberación de 66Rb estimulada por el gradiente osmótico. Las 

células se incubaron con el trazador radiactivo y se lavaron. Se perfundieron a 2 

ml/min con MI durante 5 minutos para obtener una liberación basal estable. Se 

estimularon con el gradiente osmótico <•> a una tasa de cambio de -1.8 

mOsm/min, hasta alcanzar una disminución en la osmolaridad externa de 50%. 

Los controles (•) se perfundieron todo el tiempo con MI. Los datos se expresaron 

como tasa constante de liberación. Los puntos representan promedios ± EE (n=8). 
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Figura 11. Cambios en el contenido de K' de CGC expuestas al gradiente 

osmótico. Las células fueron perfundidas con el gradiente osmótico y la 

concentración de K+ intracelular se determinó a 29% de reducción en. la 

osmolaridad externa (correspondiente al umbral de liberación de 86Rb) y a 50% (al 

final del experimento). El contenido de K+ se determinó por espectrometria de 

absorción atómica. Los barras representan promedios ± SE (n=6). •p<0.005, 

prueba de t de student. 
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Se caradterizÓ far,..,.;~C:ológicalTI~nte la liberación de 66Rb estimulada por el 

gradiente osmótico. Esta liberación fue insensible a TEA (1 O mM), 4-AP (1 mM), 

charybdotoxina (20 nM), cesio (5 mM) y gadolinio (1 O µM). El bario a 

concentraciones de 5-1 O mM (datos no mostrados) no tuvo efecto, pero inhibió 

totalmente la salida de 66Rb cuando la concentración se elevó a 15 mM (Fig. 12). 

Los datos presentados de liberación de 66Rb y de disminución en la 

concentración intracelular de K+ de CGC ante el gradiente osmótico, indican una 

movilización importante de este ion durante la regulación isovolúmica. Estudios 

realizados en una linea celular de nefrona (A6) y en cardiomiocitos también 

demuestran la participación de K+ en la RIV (Van Driessche et al., 1997; Souza et 

al., 2000). Sin embargo, el movimiento de este osmolito parece participar en la 

RIV, sólo en la última parte del proceso de regulación, como es patente por el 

umbral retardado de liberacic;:>n: é:le,I .trazador radiactivo y la disminución de los 

niveles intracelulares de i<+ só1c:>··úna vez que se ha alcanzado éste (29% de 

reducción en la osmolarid~d'.;'~~~rna). Similares a estos resultados están los 

obtenidos en la línea c~i~l~r A'ci (Van Driessche et al., 1997) y en mio citos (Souza 

et al., 2000), en dondt'! s~ ~~~ue~tra que la liberación de K• es retrasada y se 
-· '• -···.,· .. 

observan disminuciones.: del contenido celular de K+ de 29%, muy similares a las 

obtenidas en CGC~-:~:::: : < 

Con respecto a la caracterización farmacológica de la liberación de 86Rb 
· .. · :·•,, .·>· 

estimulada por. el gradiente osmótico, se utilizaron inhibidores generales de los 

canales de I<+: TEÁ, 4-AP, carybdotoxina, cesio, gadolinio y bario. De todos estos, 
.. - .. ·· .· 

sólo el bario a una concentración de 15 mM, mostró un efecto inhibidor sobre la 

liberación de 86Rb. Cabe mencionar que la utilización de inhibidores para 

caracterizar farmacológicamente la via de liberación de K+ sólo se ha efectuado 

en este estudio. Aunque en el estudio de las células AB (Van Driessche et al., 

1997) se utilizó Ba2
+ para bloquear el flujo de 66Rb, el cual se inhibió sólo 

parcialmente utilizando una concentración muy alta (30 mM) y por experimentos 
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de sustitución aniÓnica, p~rece ser_qu_e el cotransportador K•tcr es el que lleva a 

cabo la extrusión del K\ más que un canal de este catión. 

• Gradiente osmótico 
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'T .a. + Ba2 + 15mM 
e .E - 0.028 . e 
•O ·u 
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Figura 12. Efecto de Ba2
• (15 mM) sobre la liberación de 86Rb estimulada por el 

gradiente osmótico. Las células se incubaron con el trazador radiactivo, se lavaron 

y perfundieron a 2 ml/min con el gradiente osmótico a una tasa de cambio de -1.8 

mOsm/I, hasta alcanzar 50% de reducción en la osmolaridad externa. Los puntos 

se graficaron a partir del 24% de esta y son promedios± EE (n=4). Los controles 

se perfundieron con el gradiente osmótico <•> y los experimentales se 

perfundieron bajo el gradiente osmótico más Ba2
• 15 mM (A). 
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El perfil de sensibilidad farmacológica de la liberación de K+ de CGC expuestas a 

un -gradiente osmótico es muy parecido al mostrado cuando estas células se 

exponen súbitamente a una solución 50% hiposmótica (Morales-Mulia et al, 1998). 

Ambas :liberaciones son insensibles a TEA, 4-AP, carybdotoxina y gadolinio. 

También son sensibles a bario, pero en el protocolo gradual, este inhibe 

totalme~te el flujo a una alta concentración (15 mM); en el protocolo de cambio 

súbito; ia liberación se inhibe sólo un 30% a una concentración de 5 mM. Otra 

diferen6i~ entre ambos protocolos es que la liberación de K+ en el cambio gradual 
.·'•.'. 

es insensible a cesio, mientras que en el cambio súbito se inhibe un 12%. Estos 

res_ultad-os indican que la via de movilización de K+ de CGC ante un estrés 

hiposmótico es muy parecida, no importando si el cambio sucede lenta o 

abruptamente. 

LIBERACIÓN DE cr DURANTE LA RIV --- -----

La liberación de K+ debe acompañarse por un anión para mantener la neutralidad 

eléctrica y permitir su salida. El anión acompañante podría ser cr. por lo que se 

caracterizó el movimiento de este ion ante el gradiente osmótico, utilizando el 

trazador radiactivo 1251. En la figura 13 se observa una clara y continua liberación 

del trazador en condiciones basales (MI). Ante el gradiente osmótico, la liberación 

del trazador radiactivo fue diferente de la de MI sólo hasta que se alcanzaron 225 

mOsm/I, es decir, cuando la osmolaridad del medio externo diusminuyó un 25%. 

Al final del experimento, cuando se han alcanzado 150 mOsm/I (una disminución 

del 50% en la osmolaridad externa), la liberación de 1251 fue tres veces mayor que 

la que ocurre en MI. Aunque esta liberación de cr ocurre en la fase tardla de la 

RIV, se presÉinta antes que la de K+. Cabe mencionar que la liberación de cr 
ante ungradi~nte osmótico no habla sido examinada en ningún otro tipo celular. 
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Figura 13. Liberación de 1251 inducida por el gradiente osmótico. Las CGC se 

incubaron con el trazador radiactivo y se lavaron. Se perfundieron a 2 ml/min 

durante 82 min a una tasa de cambio en la osmolaridad de -1.8 mOsm/min, 

tiempo al cual se alcanzó un decremento de 50% en la osmolaridad externa (•). 

Los controles se perfundieron todo el tiempo con MI (e). Los puntos representan 

promedios± EE (n=4). 

43 

··~ 



. Por otro lado, se probó el efecto del ácido niflúmico 600 µM en la liberación 

de 1251 estimulada por el gradiente osmótico. Se ha visto que este ácido es un 

potente inhibidor de la liberación de 1251 y taurina osmosensible en neuronas 

granulares de cerebelo, en modelos de disminución súbita en la osmolaridad 

(Sánchez-Olea et al., 1996). 

La liberación de 1251 de CGC estimuladas con el gradiente osmótico se 

inhibió completamente con ácido niflúmico a una concentración de 600 µM. Más 

aún, está liberación fue inhibida por debajo del valor obtenido en condiciones 

isosmóticas (Fig. 14). Es de notar que la liberación de taurina de CGC durante la 

RIV también se inhibe completamente por este ácido (Tuz et al., 2001). Lo que 

sugiere una probable via común para la liberación de estos dos osmolitos en la 

RIV, fenómeno similar al que ocurre en el RVD (Law 1994; Sánchez-Olea et al., 

1996). Aunque;«?º" estos resultados no se puede concluir nada acerca de la 

identidad molec~lar del canal de cr activado en este proceso, ya que los 

_ inhibidores de los canales de cr son muy inespecificos e inhiben otros sistemas 

de transporte de cr; 

Estos resultados muestran que aunque el K+ y el cr contribuyen al proceso 

de regulación de volumen, lo hacen sólo en una fase tardía. Para la fase 

temprana se hace entonces necesario considerar la participación de otros 

osmolitos, posiblemente moléculas orgánicas, tal como ocurre en el RVD 

(Sánchez-Olea et al., 1996). 

En un estudio paralelo al presente en neuronas granulares de cerebelo se 

midió la liberación de diversos aminoácidos durante la RIV (Tuz et al., 2001 ). La 

taurina fue el aminoácido liberado más tempranamente, casi al inicio de la 

estimulación gradual hiposmótica (2% de reducción en la osmolaridad externa). 

Su liberación fue de 4-10 veces más grande que la de glicina y glutamato y mostró 

la mayor disminución en el contenido celular al final del experimento. Estos 
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resultados denotan un papel muy - importante de este aminoácido en la RIV, -

principalmente- como osmoeféctor en la fase temprana de regulación. 
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Figura 14. Efecto del ácido niflúmico (600 µM) sobre la liberación de 1251 

estimulada por el gradient('J osmótico. Las CGC se incubaron con el traz<!c:f_or 

radiactivo, se lavaron y perfundieron a 2 ml/min con el gradiente osmótico a una 

tasa de cambio de -1.8 mOsm/I, hasta alcanzar 50% de reducción en la 

osmolaridad externa. Los controles se perfundieron con el gradiente osmótico <•> 
y los experimentales se perfundieron con el gradiente osmótico más ácido 

niflúmico 600 µM (A). Se muestra la liberación del trazador en condiciones 

isosmóticas (e). Los puntos son promedios± EE (n=4). 
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Sin embargo, la liberación y disminución de los aminoácidos descritos 

durante la RIV es insuficiente para equilibrar el gradiente osrnótic'? impuesto en la 

primera fase del proceso, cuando los flujos de K+ y CI" aún no han sido activados. 

Por ello se requiere una contribución adicional de otros osrnolitos orgánicos para 

compensar este déficit. Moléculas tales como: myo-inositol, glicerofosforilcolina, 

betaina, fosfoetanolarnina, creatina, fosfocreatina y N-acetil aspartato pueden 

proveer contribuciones significantes en esta fase de ajuste de volumen (Gotoh et 

al., 1997). 

Los osmolitos orgánicos e inorgánicos parecen contribuir diferencialrnente a 

la regulación del volumen dependiendo de la severidad del cambio hiposmótico en 

las CGC. De acuerdo a los estudios mencionados y a los resultados del presente 

trabajo los osmolitos orgánicos se movilizan preferencialrnente ante bajas 

disminuciones~. en la osmolaridad y los osrnolitos inorgánicos, K+ y cr, ante 

grandes reducciones en la osmolaridad. Esto es similar a lo que se observa en 

condiciones patológicas. Esto puede deberse al papel que juegan estos iones en 

el control de la excitabilidad neuronal. Ya que la acumulación extracelular de tales 

puede afectar la excitabilidad neuronal interfiriendo con el funcionamiento celular 

normal. 

EVALUACIÓN DE LA CONTRIBUCIÓN DE DISTINTOS OSMOLITOS 
ALARIV 

La contribución de diferentes osmolitos al proceso de regulación puede estimarse 

a partir del análisis del efecto de agentes o condiciones que afecten la liberación 

de osmolitos sobre el volumen celular. 

Corno ya se ha descrito en este trabajo, la liberación de K+ y cr estimulada 

por un gradiente hiposmótico en CGC, se inhibe completamente por Ba2
+ (15 

mM) y ácido niflúmico (600 µM), respectivamente. Además, la liberación del 

aminoácido taurina, que parece tener una participación relevante en la primera 
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fase de la RIV, también se inhibe totalmente por ácido niflúmico (Tuz et al., 2001). 

Por ello, estos fármacos son vitales para evaluar la contribución de estos 

osmolitos a la RIV. 

La presencia de Ba2+ en CGC, que inhibe los flujos de K+, no mostró efecto 

sobre la regulación de volumen ante el gradiente osmótico, sino hasta que la 

osmolaridad externa disminuyó 30% (210 mOsm) (Fig. 15), la cual coincide con el 

umbral de activación de la liberación de 86Rb y con la disminución en el contenido 

celular de K+. Después de este tiempo, donde la liberación de K+ se activa 

completamente, la RIV se previno con la presencia de Ba2
•, hasta alcanzar un 

aumento en volumen de aproximadamente 30%. 

Como se demostró en este trabajo, el ácido niflúmico inhibe la liberación 

de cr, pero también de la osmolitos orgánicos (Lang et al., 1998), incluyendo a la 

taurina. La figura 16 muestra que este agente previno la RIV desde sus fases 

tempranas. El aumento en volumen fue aparente desde el primer punto estimado 

(282 mOsm), en el cual la disminución en la osmolaridad externa es del 6% (Fig. 

16). El volumen aumentó continua y progresivamente, y cuando se alcanzaron 

21 O mOsm (-30%) el aumento en volumen registrado fue de 25%. Este 

incremento en volumen es muy parecido al que ocurre en CGC expuestas a una 

disminución súbita en la osmolaridad de la misma magnitud (soluciones 30% 

hiposmóticas), como se observa en la figura 17 y se indica con un asterisco en la 

figura 16 .. Al final del experimento, cuando la osmolaridad externa se reduce un 

50%, el hinchamiento celular fue de 52%. En células expuestas súbitamente a 

esta reducción/el incremento máximo en volumen es de 60% (Fig. 17, asterisco 

en la Fig.16). .. 

El incremento en volumen de 25% alcanzado con el tratamiento con ácido 

niflúmico cuando la osmolaridad externa es de -30%, es casi idéntico al de 27% 

obtenido después de la exposición súbita a un medio hiposmótico similar (30%). 
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Estos resultados permiten concluir que la regulación isovolúmica, en su fase 

temprana, está a totalmente a cargo de mecanismos sensibles a ácido niflúmico. 
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Figura 15. Efecto de Ba2
+ (15 mM) en la regulación isovolúmica. El volumen celular 

relativo se estimó como se indica en la figura 9. Los puntos representan el cambio 

en volumen de células expuestas al gradiente osmótico en la presencia de Ba2
• 

(15 ,mM). El volumen celular se midió cada 1 O min, correspondiendo a 

disminuciones en la osmolaridad externa de 18 mOsm/I. Los datos son promedios 

de 3 experimentos ± EE. 
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Figura 16. Efecto de ácido niflúmico y de un medio libre de cr en la regulación 

isovolúmica. El volumen celular relativo se cuantificó como se señala en la figura 

9. Los puntos indican el cambio en volumen de células expuestas al gradiente 

osmótico en la presencia de ácido niflúmico (600 µM) (e) o ante un medio libre de 

cr (reemplazado por gluconatos) (•). El volumen celular se midió cada 10 min, 

correspondiendo a disminuciones en la· osmolaridad externa de 18 mOsm/I. Los 

datos son promedios de 3 experimentos ± EE. Los asteriscos (*) indican el 

incremento en volumen celular ante la exposición a una solución 30 o 50% 

hiposmótica. 
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Figura 17. Volumen celular de CGC expuestas a reducciones súbitas en la 

osmolaridad. Las células se incubaron con calceina-AM 1 µM, lavaron --y 

perfundieron con medio isosmótico y subsecuentemente (flecha) con medios 

hiposmótico~. ·Los puntos indican el cambio en volumen celular relativo (V1No) de 

células expuestas a una solución hiposmótica 30% <•> e hiposmótica 50% <•>· 
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Queda aú_n por discernir la contribución de los flujos de cr o de osmolitos 

orgánicos,· ya que el ácido niflúmico inhibe el movimiento de ambos flujos de 

osmolitos. Para aclarar i:iste punto se examinó el efecto de un medio sin Cr, en el 

cual sólo se afect~ ~I movimiento de este y no el de los osmolitos orgánicos. El 

cr del medio extracelular se reemplazó con gluconatos y se determinaron los 

cambios en el vó1Srt1'e:,; celular relativo ante el gradiente osmótico (Fig. 16). Como 
,._., <'1-· 

se observa en la';figura 16, las células bajo estas condiciones muestran un 

hinchamiento maJgiri'iiii (5%) en el intervalo de osmolaridad externa de 300-246 

mOsm/I, correspÓ,ndiente a 0-18% de reducción en la osmolaridad, lo que 

demuestra . qi.I~ ,í!ista condición no afecta la RIV dentro de este intervalo de 

reducción enila ósniolaridad. Cuando la osmolaridad externa ha alcanzado 228 

mOsm/I (-24o/o)', ~I volumen celular se incrementó un 11 %, punto a partir del cual 

el volumen continuó aumentando hasta alcanzar 29% (disminución en la 

osmolaridad externa -50%). Este incremento fue similar al obtenido cuando se 

bloqueáron los flujos de K+ (Fig. 15). Ya que la inhibición de los flujos de cr y K+ 

afecta la RIV sólo en su segunda fase, las medidas de cambio en volumen debido 

a los inhibidores de los flujos radiactivos confirman lo sugerido por las medidas de 

movilización de los iones, es decir que estos están participando como osmolitos 

sólo en la última parte del proceso de regulación. 

La comparación entre el hinchamiento provocado en presencia de ácido 

niflúmico, el cual inhibe los flujos de osmolitos orgánicos y de cr, y el provocado 

en un medio libre de cr, el cual afecta solamente los flujos de cr y no los de 

osmolitos orgánicos, puede dar una estimación aproximada de la contribución- de 

estos últimos y del cr en ambas fases de la RIV. 

La diferencia entre las dos curvas de la figura 16 denota una participación 

temprana y continua de los osmolitos orgánicos a la RIV, mientras que la 

participación del cr es posterior. La inhibición del flujo de cr y K+ provoca un 

aumento en el volumen. celular del 30%, mientras que el hinchamiento celular 

observado cuando se inhibe el flujo de los osmolitos orgánicos con ácido 

SI 
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niflúmico es de 22%. Lo que indica que la liberación de los iones es de una 

magnitud más impo,rtante en la fase tardía del proceso de reg.ulación, aunque 

ambas se requi_eran para mantener un volumen celular constante. 

El aumento en volumen de CGC inducido por una exposición súbita a una 

solución 50% hiposmótica es de 60%, lo que da una diferencia de casi 10% con 

respecto al máximo incremento alcanzado cuando se afecta a la regulación 

isovolúmica con inhibídores de los flujos de osmolitos. Esta diferencia puede 

deberse a la participación de transportadores electroneutros no afectados por 

ácido niflúmico o a una fracción de K+ liberada independientemente de la del flujo 

de cr. 

Finalmente; esto_s resultados indican un carácter activo del proceso de 

regulación is~volú.:;;icél'.'1'.E!1 , cual se lleva a cabo por vlas de salida de osmolitos 

sensibles a-écid6~j~¡¿'~¡6(), posiblemente activadas por mecanismos similares a 

los que '()c4{r~Q~~~t~~P~Í~ip:embargo, esta aseveración requiere del sustento 

experimental,·Va,,·qúé.no;existe_a la fecha ningún estudio en este sentido. 
,_· -:e-.'. c::-·~~'":-c.---- <e~-?-::~~~f~-'.--.:~~Y:;~--~-·,·~-_._·.~,_,_//- -

.,._ ~)~- <~·~t: :~-< , __ .·: , -
Los resultados;,derivádo¡;)dfj,"e,~te; trabajo pueden explicar parcialmente los 

mecanismo~ coiri~~~i¿ft¿~¡~;;f'~t~;'E!1 t~jido cerebral utiliza para regular su volumen 

ante un .• e~\ré~i_sllí~-i~*~~rr~~;~i~t~-l~i:m'* }u6ede en situaciones patológicas p.e. 
hiponatremia. ,Los~mecanisrrios\de''regulación descritos para tales situaciones 

provienen dEl estu
0

dios realizados in vitro con protocolos súbitos de estimulación 

hiposmótica, p~ro ~stos no simulan ni en magnitud ni en temporalidad el proceso 

de cambio e~:".1él· osmolaridad. Una mejor aproximación la constituye una 

estimulación gradual con cambios pequeños en la osmolaridad externa, como el 

sistema gradual y continuo descrito en este trabajo. Este apoya una participación 

de osmolitos orgánicos, tales como aminoácidos y principalmente taurina, para 

regular 'el incremento en volumen ocasionado por una disminución en la 

osmolaridad de baja magnitud, con la subsecuente activación de flujos de iones, 

K+ y cr, en reducciones de osmolaridad más severas. La liberación retrasada de 
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estos iones parece ser una respuesta adaptativa, ya que su movilización temprana 

comprometería el funcionamiento celular normal, debido al papel que 

desempeñan en la excitabilidad neuronal. En concordancia con esto, se ha 

observado que en situaciones de hiponatremia o isquemia, en donde la 

osmolaridad externa se reduce de 12-16%, se observa liberación de taurina 

(Trachtman, 1991; McManus y Chuchwell, 1994; Fraser y Arieff, 1997). Se ha visto 

que el contenido de osmolitos orgánicos en el cerebro presenta una mayor 

reducción que la de K• en ratones hiponatrémicos crónicos. (Thurston et al., 

1987). La taurina parece tener una mayor contribución en la corrección osmótica, 

ya que es el aminoácido más abundante en el cerebro de los ratones y porque 

mostró la reducción más grande ante la condición hiponatrémica. Por lo que la 

taurina parece tener un papel fundamental en contrarrestar el edema celular 

cerebral. Además, en astrocitos en cultivo expuestos a un periodo de 

hiponatremia de 24 h, el volumen celular permanece constante y la poza de 

taurina se depletó casi por completo, mientras que no hubo cambio en el 

contenido de glutamato y K• (Olson, 1999). 
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CONCLUSIONES 

• Las células granulares de cerebelo de rata presentan regulación isovolúmica 

cuando se exponen a un gradiente hiposmótico. 

Durante este proceso de regulación, se movilizan los iones K+ y cr, siendo 

predominantemente responsables de una fase tardía de la regulación. 

• La liberación de K+ no se afecta por la mayoria de los inhibidores generales de 

canales de K+: TEA, 4-AP, carybdotoxina, cesio, gadolinio y bario. Se inhibe 

por este último sólo a altas concentraciones (15 mM). 

• La salida de cr se inhibe totalmente por un inhibidor general de los canales de 

este ión: el ácido niflúmico. 

La primera fase de regulación isovolúmica se lleva a cabo por mecanismos 

sensibles a ácido niflúmico, que involucran la participación de osmolitos 

orgánicos, con un papel predominante de la taurina. 
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