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INTRODUCCION

REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR

La capacidad que tienen las células para regular su volumen es un mecanismo
homeostatico muy importante. Este es probablemente uno dé los mas antiguos,
ya que esta propiedad se ha preservado a través de la evolucién (Chamberlin y
Strange, 1989).

El mantenimiento del volumen celular es critico para el funcionamiento
celular norma!l 'y para la sobrevivencia de la célula (Macknight, 1988). Para
mantener c‘ovnstaynt‘e la concentracién de solutos intracelulares, muchos de los
cuales sén ba'rté':;de complejos eventos de sefalizacion, es necesario mantener un

: volumen celular estable. Ademas, se ha propuesto que el volumen celular

- partlmpa dlrectamente como un mensajero para el control metabdlico, como senal

para el crecumle to y prohferamén y como disparador de mecanismos que inician

la msermon de,v, protelnas de membrana, tales como: canales, receptores y
transportadores (Pasantes-Morales, 1996).

La regutacion del voiumen celular se da de manera paralela a las funciones
celulares basicas, durante los procesos de transporte de sustancias nutritivas;
tales como azucares y aminoacidos, durante las funciones de secrecion, en los
movimientos del citoesqueleto y durante las fases de crecimiento y divisién celular
(Macknight, 1988).

Las membranas de las células animales son sumamente permeables al
agua. Por ello, siempre que existan diferencias en la concentracion de los solutos
celulares con el exterior, es decir, un gradiente osmadtico entre el interior y el
exterior celular, se observaran movimientos netos de agua. Ante un gradiente de
presién osmética, el agua se moviliza del compartimento de menor al de mayor
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presién osmética; como consecuencia, el volumen celular aumenta en soluciones
hiposmdticas y disminuye en soluciones hiperosmoticas. Sin embargo, las células
se comportan como osmémetros perfectos sélo al inicio de la exposicion a
soluciones anisosméticas, ya que posteriormente se activa una serie de procesos
que permiten la recuperacién del volumen inicial a pesar de que persistan dichas

condiciones.

La regulacién del volumen celular que ocurre tanto en condiciones
hiposmoéticas como en hiperosmoéticas tiene lugar debido a un cambio, ya sea una
disminucion o un aumento seglin sea el caso, en el contenido de solutos
intracelulares osmoticamente activos, de manera tal que la presion osmotica

tiende a alcanzar el mismo valor que la externa.

La regulacién del volumen se ha estudiado tanto en organismos
procariontes como ‘en eucariontes (Chamberlin y Strange, 1989). Con reiacion a
estos ultimos, se ha estudiado practicamente en todos los grupos mas inclusivos.
Se ha investigado en levaduras (Ramos et al., 1990), protozoarios (Geoffrion y
Larochelle, 1984; Bursell, 1992), pl“anta's (Morgan, 1984) y animales desde
invertebrados hasta vertebrados. En mamiferos, se ha detectado en distintos tipos
celulares como: eritrocitos, linfocitos, células del epitelio intestinal, astrocitos y

neuronas (Lang ef al.,,1998).

REGULACION CRONICA DEL VOLUMEN CELULAR

La membrana plasmatica de la mayoria de las células es altamente permeable al
agua, y en menor grado y de manera selectiva, permeable a varios solutos de bajo
peso molecular y practicamente impermeable a las proteinas. Debido a que el pH
intracelular es ligeramente basico (7.2-7.4) con respecto al punto isoeléctrico de la
mayoria de las proteinas, éstas se comportan como aniones polivalentes. Esto
trae como consecuencia que la presién coloidosmética intracelular sea mayor que
la del liquido extracelular. Como la membrana es permeable al agua y a solutos




comq el 'Na*,"K* y CI', si los iones y el agua se distribuyesen de acuerdo al
equilibrio de Gibbs-Donnan, las células se hincharian en condiciones isosmoticas.
De acuerdo con esta teoria, en el estado de equilibrio, la concentracion total de
solutos intracelulares deberia ser mayor que la de los extracelulares, lo cual
resultaria en una disminuciéon de la presién osmoética del agua en el interior, con
respecto al exterior celular. Este gradiente de potencial quimico del agua causaria
un fluyjo osmotico neto de este solvente hacia el interior celular. Como Ia
membrana de las células animales es distensible, cede ante pequefas presiones
hidrostaticas, por lo que dicho flujo osmdtico neto de agua causaria un aumento
de volumen y eventual lisis celular. Sin embargo, normaimente este aumento de
volumen celular no ocurre y las células mantienen niveles constantes de agua y

solutos.

Los mecanismos que previenen el hinchamiento coloidosmético en
condiciones isosmdticas son el transporte de iones a través de vias pasivas y
activas, con la generacién de cambios en la permeabilidad y en el potenciai
electroquimico de los mismos. La hipotesis 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‘'/K*. Con la actividad de
este transportador se gana Na', se pierde K y se genera y mantiene un gradiente
electroquimico 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 solutos
cuyo movimiento ocurre acoplado a los movimientos de Na' y K'. Entre éstos
estan los intercambiadores Na‘'/H*, Na'/Ca® y K'H' y los cotransportadores
Na*/aminoacido, K*/CI' y Na*/K'/CI" (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 plasmatica 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 plasmatica es impermeable al K.
Entonces, como el Na® y K" no entran en el equilibrio electroquimico de Gibbs-
Donnan, las células no se hinchan en condiciones isosméticas (Hallows y Knauf,
1994).

REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR EN CONDICIONES
ANISOSMOTICAS

La regulacién del volumen en condiciones anisosméticas 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 transduccion de sefales entre el sensor y el efector, y 4) Una
“memoria” del volumen celular original y la consiguiente inactivacién del proceso
de regulacién (Pasantes-Morales, 1996).

REGULACION DEL VOLUMEN EN CONDICIONES HIPOSMOTICAS

Cuando una célula animal es expuesta a un medio hiposmético, se observa un
aumento inicial rapido en su volumen celular debido a la entrada de agua, seguido
de una fase de recuperacidn mas lenta, durante {a cual la célula alcanza un valor
muy cercano a su volumen original (Fig. 1). Esta fase de recuperacion conocida
como Decremento Regulador del Volumen (DRYV), constituye un proceso activo en
el cual ocurre una expulsion de solutos intracelulares osmadticamente actlvos o
que hace que se reduzca la presidon osmética intracelular y por consiguiente, el
contenido de agua de las células. La recuperacién del volumen inicial, después de
un aumento producido por soluciones hiposméticas, se ha descrito en una gran
variedad de células animales, tales como eritrocitos (Kregenow, 1971), linfocitos
(Grinstein et al., 1982; Garcia 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.




Sin embargo, este fenédmeno no tiene caracter universal, ya que algunas células,
como las del tibulo contorneado distal, son incapaces de recuperar su volumen
original una vez que éste se ha incrementado en soluciones hiposmaéticas
(Guggino et al., 1985). Ademas, sdlo una pequeia fraccidn de eritrocitos humanos
posee los mecanismos para regular eficazmente el volumen celular (O'Neill,
1989).

Na* K* CI /V

IRV

Figura 1. Regulacién del volumen en condiciones anisosméticas. Cuando una célula es
expuesta a un medio hiposmético, 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 solucién hiperosmoética, se encoge y se activa el IRV, iniciandose la
entrada de osmolitos.




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*, CI' y HCOj", constituyen la mayor parte
de los solutos osméticamente activos (Yancey, 1994). El K* y CI son los que se
encuentran en una mayor concentracidon intracelular, por lo que el DRV esta dado
primordialmente por una pérdida neta de estos iones. Los sistemas de transporte
que se activan con mas frecuencia en una célula hinchada para movilizar K* y CI’
son canales de K' y canales anidnicos (Lang et al.,, 1998b). Los canales de K"
activados por volumen son muy selectivos y permean Gnicamente K™ y Rb. Los
canales aniénicos activados por hinchamiento celular a diferencia de los de K* no
son selectivos, ya que permlten el paso no solo de Cl' y de todos los aniones

monovalentes sino tamblen .de: HC03 y de aniones organicos y osmolitos

organicos neutros. Ademés de lo canales anlénlcos el KC| puede movilizarse a

través de cotransporte

a través de los canales puede o no ser
|a‘exper|mental que apoya esta ultima hipodtesis
,de estudios” efectuados en celulas de Ehrlich que mostraron los

~sugunéntes resultados' 1) cuando se inhibe la salida de potasio con quinidina se
~ inhibe la recuperacxén del volumen; sin embargo si se provee una via 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, ademas de que el potasio es el paso limitante. 2) El curso
temporal de la inactivacion 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 10 minutos, mientras que el canal de potasio permanece
activado por mas tiempo (Sarkadi et al., 1984). 3) La despolarizaciéon (de
aproximadamente 10 mV) observada durante la fase reguladora del volumen es
consistente con un mayor aumento en la permeabilidad de ta membrana para el




éIoArbrqu‘e para el potasio. Esta despolarizacion 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 isosmético (Garcia-Romeu et al.,, 1996). Se ha visto que la salida de KCI
puede efectuarse a través de la activacion paralela de los intercambiadores K*/H*
y CITHCO3". El H" y HCOj3" intercambiados por KCI forman COg, el cual difunde al
exterior celular y no es osmoéticamente activo (Lang et al.,, 1998b).

El Na* sale de la célula a través del intercambiador reverso Na*/Ca®* con la
salida paralela de Ca®" por medio de la ATPasa de Ca®'. Alternativamente, se
activa una ATPasa de Na' insensible a ouabaina o una ATPasa Na'/K'. El
hinchamiento celklj_»lrar‘ ‘puvede estimular o inhibir la ATPasa Na'/K*. El cotransporte
Na*(HCO3) también Jpérticipa en el DRV.

1% DRV también se activan canales catidbnicos no selectivos que

parecen no contrlbUlr a la regulacién del volumen, ya que, debido a la diferencia
de potenc:al negatlvo a través de la membrana, el movimiento del cation seria
hacia el interior celular. Sin embargo, a través de estos canales puede entrar el
Ca?*, el cual activa canales de K* sensibles a Ca®", a través de los cuales podria
movilizarse K' en cantidades suficientes para contribuir a la regulaciéon del
volumen celular, ya que algunos de estos canales, los BK, tienen una

conductancia grande.

Ademas de la liberacién de los osmolitos inorganicos ya mencionados,
durante el DRV también existe una liberacion de osmolitos organicos,
principalmente de aminoacidos que contribuyen con cerca del 15 % a la
regulacién del volumen celular en el modelo de cambio subito en la osmolaridad
externa. Durante la regulacién de volumen, la poza intracelular de aminoacidos
disminuye significativamente. Los aminoacidos que tienen una participacién en la




ié'iéﬁiiiha el aspartato, el glutamato, el GABA, la
glutaml a‘ (Klmelberg et al., 1990; Pasantes-Morales et al.,
1993a) Otroso molitos o énlcos que tienen un papel en el DRV son los

regulacién déi‘;voiﬁh'\eh’s"brif
glicina, la alanina 'y

lialcot anSItOI) y las metilaminas (glicerofosforilcolina y betaina)
(Yancey, 1994) -

. 'Ehtféaﬁiindécidos la taurina destaca como un osmoefector importante, ya
. que'séjencﬁénira en ‘altas concentraciones en la mayoria de las células animales
' (Jééobsenn ¥ Smith, 1968), constituyendo mas del 65 % de la poza total de
aminoacidos libres (Pasantes-Morales et al.,, 1991). Ademas, parece tener
propiedades ideales de osmolito, ya que no participa en ninguna reaccién del
metaboligmo primario ni se encuentra constituyendo parte de !a estructura
primaria de las proteinas (Jacobsenn y Smith, 1968). Asi, la taurina participa en
gran magnitud como osmoefector sin que modificaciones en su concentraciéon
alteren otras funciones celulares.

REGULACIGN ,;7! DEL = VOLUMEN EN CONDICIONES
HIPEROSMOTICAS S

AI exponer a lasicélulas a, una solumén hiperosmoatica, ocurre una disminucién en

el volumen celular ‘dlrectamente relacionada con la magnitud del gradiente

osrhétiéq impue: mbargo, la recuperacién del volumen en soluciones
frjenos frecuente que la regulacion en condiciones
roceéo de recuperacion de volumen en soluciones
hlperosméncas € cb"noktk:'ido como Incremento Regulador del Volumen (IRV) (Fig.
>1) Ante condlc:ones hlperosmétlcas, la mayoria de las células animales se
comportan como osmoémetros perfectos. disminuyen rapidamente su volumen y
muestran un proceso de recuperacidn muy lento en comparacion con el DRV, el

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




myo-inositol qUe se acumula por medio del cotransportador dependiente de Na*,

"V[AS DE TRANSPORTE ACTIVADAS DURANTE EL DRV

.Osmolitos involucrados en el IRV

Los osmolitos que principalmente participan en el IVR son los iones Na*, K* y CI,

al igual que osmolitos organicos, preferentemente aminoacidos y polialcoholes

(Fig. 1). En las células encogidas se activa el cotransportador electroneutro
Na*/K*/2CI’, con |a respectiva acumulacion intracelular de estos iones. También se
activa el intercambiador Na*/H*, el cual alcaliniza a la célula lo que conduce a la
activaciéon paralela del intercambiador CI/THCO5". EI H® y el HCO3™ forman CO; que
difunde al interior celular y de esta manera no tiene contribucidon osmética (Lang et
al., 1998).

En algunos tipos celulares, durante el IVR se acumula Na® intracelular
mediante la activacién de canales de Na* y/o canales catiénicos no selectivos. La

_entrada de Na* induce una despolarizacién que favorece la entrada de CI" a la
célula y esto, junto con el agua dirigida osmoéticamente, ajusta el volumen celular.

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

‘cuy"ar sintesis se induce por la condicién hiperosmética. También se activan los
tg’ansportaddres de los aminodacidos glutamato, glutamina y taurina.

[a menctonado los principales osmolitos liberados durante el DRV

min écldos, 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 electrofisiolégicas y su
dependencia al Ca?". Un grupo esta constituido por canales dependientes de Ca®*

T T T s ’ g .
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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 mayoria de los cuales son independientes de Ca?* (Pasantes-Morales y
Morales-Mulia, 2000).

Se ha propuesto al canal de K* tipo N Kv1.3 como el responsable de la
regulacién del volumen en respuesta al estrés hiposmético. La evidencia que
apoya esta propuesta proviene de un estudio efectuado en ceélulas 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 transfectd con canales Kv1.3 recuperd su capacidad para regular

volumen,

Por otro lado, los canales de CI activados durante el DRV son
mdependnentes de Ca®" en su gran mayoria. Las moléculas propuestas para

" actuar como canales de CI” actlvados por volumen son las siguientes:
1. CIC- 2. Esu a proteina de 99 KDa compuesta por 907 aminoacidos que forma

parte de una famllla de proteinas de membrana que funcionan como canales
de Cr- (CIC 0 CIC-7 CIC K1y CIC-K2) (Brandt y Jentsch, 1995). Analisis de
Nprthern-blot muestran que el CIC-2 esta ampliamente distribuido en células

de mémiferos'y hay - evidencia de que el CIC-2 forma un canal aniénico
sensible a volumen (Grinder, et al.,, 1992). Sin embargo, sus caracteristicas
farmacolégicas, electrofisioldgicas y de selectividad idnica son completamente
diferentes de las reportadas para los canales aniénicos rectificadores salientes
sensibles a volumen.

2. Glicoproteina-P. Codificada por el gen mdr? 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 anidnico activado por hinchamiento y/o como proteina
reguladora del canal. Sin embargo, esta interpretacion ha sido cuestionada, ya
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”(Kraplvmsky et

hiveles’de expresion de l1a glicoproteina-P y la actividad de! 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).

plcin. Esta proteina de 235 aminoacidos fue clonada originalmente de las
células MDCK (Paulmichl et al., 1992). La plcin estda ampliamente distribuida y
conservada. Cuando esta proteina es expresada en ovocitos de Xenopus
genera una conductancia al CI’ constitutivamente activa con caracteristicas
similares a las del canal aniénico activado por hinchamiento (Strange et al.,
1996). Los grupos de Paulmich! (1992) y Gschwentner (1995) han realizado
estudios que apoyan el hecho de que esta proteina podria ser la responsable
del proceso de regulaclén de! volumen. Sin embargo, otros trabajos indican

que |a protein "sté"prlnmpalmente localizada en el citoplasma celular

Io:que lleva a suponer que sirva entonces como un
regulador " canal enddégeno activado por hinchamiento

Péulmichl y sus colegas han descrito resultados

'(Ackerma’ )
iminar kef‘efrtu'que aunque la proteina esta normalmente presente
el ci la membrana en repuesta al hinchamiento osmaético.
(Paulmich ©°1996). Sin embargo, se encontré que la ple, de células
ehdbtéliales"sé encuentra predominantemente en e! citosol, sin distinguir
nlnguna alteramén en su distribucion intracelular en respuesta al hinchamiento

: osmotlco. por lo que se descarta como canal activado por hinchamiento o
,como regulador. Estos resultados no descartan la posibiidad de que la

translocacion de la gy, si ocurra en otros tipos celulares.

Banda-3. Esta proteina es el principal constituyente de la membrana
plasmatica de los eritrocitos de muchas especies de vertebrados y tiene su
parte homoéloga en otros tejidos. Es un intercambiador aniénico electroneutro
(CI'THCO3"). Muchos inhibidores del intercambiador Banda-3 inhiben al canal
anidnico activado por hinchamiento, lo que sugiere que esta molécula podria
estar involucrada en la actividad del canal activado por hinchamiento o actuar
en si misma como un canal de CI° unidireccional (Goldstein et al., 1990;
Goldstein y Bill 1991; Garcia-Romeu et al., 1991; Motais et al., 1991; 1992).

1l




ndmbre de canélés BK (Big Potassium). El segundo grupo de canales de potasio
actuvados por hlposmolarldad consiste de canales de baja conductancia (20-30
pS), Ia mayoria de’los cuales son independientes de Ca®* (Pasantes-Morales y

Morales Mulla 2000)

v Se ha propuesto al canal de K" tipo N Kv1.3 como el responsable de la
regulacnén del volumen en respuesta al estrés hiposmético. 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*
dependlentes de voltaje y es incapaz de regular su volumen, pero cuando a este
tipo celular se le transfectd con canales Kv1.3 recuperé su capacidad para regular

‘volumen.

Por otro lado, los canales de CI° activados durante el DRV son
independientes de Ca?" en su gran mayoria. Las moléculas propuestas para
actuar como canéles de CI' activados por volumen son las siguientes:

1. CIC-2. Es una proteina de 99 KDa compuesta por 907 aminoacidos que forma
parte de una famiiia de proteinas de membrana que funcionan como canales
de CI' (CIC-0 - CIC-7, CIC-K1 y CIC-K2) (Brandt y Jentsch, 1995). Analisis de
Northern-blot mue”sktran que el CIC-2 estda ampliamente distribuido en células
de mamiferos'y hay _evidencia de que el CIC-2 forma un canal anidénico
sensible a volumén (Grunder, et al.,, 1992). Sin embargo, sus caracteristicas
farmacologicas, electrofisiolégicas y de selectividad idnica son completamente
diferentés de Ias reportadas para los canales anidnicos rectificadores salientes
sensibles a volumen

2. thoproteina 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 anidnico activado por hinchamiento y/o como proteina
reguladora del canal. Sin embargo, esta interpretacién ha sido cuestionada, ya
que existen trabajos en donde se muestra que no existe correlacion entre los




5. Fosfolema Protelva de 72 aminoacidos que cuando es reconstituida en
blcapas llpidlcas ;forma canales anidonicos con una aparente permeabilidad a
la forma anlénlc ) de la taurina 70 veces mayor sobre la del CI'. Esto sugiere
que la protelna podria estar relacionada preferentemente con el transporte de
la taurlné regulado'“por volumen (Moorman et al., 1995).

6. VDAC EI canaI' mémco dependiente de voltaje (VDAC) es parecido a una

' encontrado formando parte de la membrana externa de las

_.ponna yise

I | e en eucariontes y podria también estar presente en otras
fréécionéé dé membrana plasmatica (Reymann et al., 1995; Junankar et al.,

- 1995). Se ha reportado que el anticuerpo dirigido contra el VDAC de linfocitos
humanos inhibe los flujos i6nicos activados por hiposmolaridad en estas
células. Estos datos avalan la hipotesis de un papel para VDAC en la actividad
del canal anidnico activado por hinchamiento (Reymann et al., 1995).

Con respecto a la via de movilizacion de los osmolitos organicos, hay que
mencionar que los mas estudiados han sido la taurina y el myo-inositol, que se
transportan de manera independiente de Ca?* (Pasantes-Morales y Morales-Mulia,
2000). Los estudios realizados por Sanchez-Olea y colaboradores (1991) y
Schousboe y colaboradores (1991) sugieren un proceso difusional mas que un
transporte de alta afinidad para la liberacidon de taurina. Con esos trabajos se
demostré que la direccién de los flujos de taurina activados por hiposmolaridad
esta determinada primariamente por el gradiente transmembranal.

Existe evidencia circunstancial que sugiere una ruta sensible a volumen
comun para Cl' y aminoacidos. Parte de esta evidencia la constituye la semejanza
observada en las acciones de los inhibidores de canales de CI" (acido 5-nitro-2-(3-
fenilpropil-amino) benzoico (NPPB), 1,9-dideoxiforskolina (DDF), dipiridamol y

. acido niflamico) sobre los flujos de CI" y taurina (Law 1994; Sanchez-Olea et al.,
,'1'996). En estudios electrofisiolégicos se han encontrado corrientes de aspartato,
: glufamato y taurina anidnica a través de un canal anidnico activado por
K -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 via comun para CI' y osmolitos organicos
sensible a volumen. A pH intracelular fisioldgico normal la taurina se encuentra
predominantemente en forma electroneutra, y en un estudio realizado en
eritrocitos de pez, se demostré que es en esta forma como se libera este
aminoacido de células hinchadas (Guizouarn, et al/.,, 2000). En células de Ehrlich
la liberacion de taurina estimulada por hiposmolaridad se inhibe por DIDS y se
potencia por acido araquidénico, mientras que la liberacién de °CrI no se afecta
por DIDS y se inhibe por acido araquidénico (Lambert y Hoffmann, 1984). Se ha
sugerido que la taurina permea través del fosfolema. El fosfolermna forma canales
anidnicos con una aparente permeabilidad a la forma aniénica de la taurina 70
veces mayor sobre la del ClI" (Moorman et al., 1995). Esto sugiere que la proteina
podria estar relacionada preferentemente con el transporte de la taurina regulado
por volumen En sustento de esta propuesta estd un estudio en el que

o y{rolxgonu' Ieotldos construidos contra fosfolema, reducen la liberacién de taurina

dlClones de hiposmolaridad en mas de 60 % sin afectar los flujos de CI

: Morales Mulla et al., 2000). Este resultado descarta a esta proteina como canal
ude Cl" actlvado por volumen y sugiere que la permeacién de taurina ocurre a

"través de una molécula parecida a un canal anidnico, pero no idéntico al canal de
CI activado por volumen.

REGUVLA‘CION DEL VOLUMEN EN EL CEREBRO
Importancia-

El mantenimiento del volumen celular en el cerebro tiene importantes
implica’ciones clinicas, ya que cambios pequefios en el volumen celular pueden
'producir profundas secuelas patoldgicas. Los cambios de volumen celular en el
cerebro pueden deberse a alteraciones en la osmolaridad de los fluidos externos o
a cambios en la distribucidén de iones y agua en condiciones isosmdticas (Ballanyi
ky Grafe, 1988). Los efectos mas obvios de los cambios en el volumen celular son




mecanicos, ya que la funcidon de las neuronas depende de su arquitectura y
estratificacion. A nivel funcional, una modificacion en el contenido de agua puede
alterar las reacciones metabdlicas a través de los cambios que ocurren en las
concentracicnes de enzimas y sustratos (O'Neill, 1999), asi como en los
mecanismos de sefalizacion que estan a cargo de la comunicacion 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 craneo es rigido no provee espacio para la
expansion, asi que un incremento en el volumen de cualquiera de los
compartimientos debe ser acompafado por una disminucién reciproca en el
volumen total de los tres restantes. Cabe resaltar que el volumen intracranea!
mas grande, el intracelular, ha sido el menos estudiado. Los cambios que ocurren
en este Ultimo pueden ser de aumento (edema) o reduccion.

Los estados patolégicos que provocan una reduccidn en el volumen
cerebral del compartimiento intracelular son principaimente los estados que
inducen hiperosmolaridad en el plasma, los cuales incluyen: hipernatremia,
hiperglicemia, diarrea severa, falla renal, diabetes meliitus, diabetes insipidus,
diuresis osmatica con deshidratacion y deshidratacion.

En la hipernatremia, cuando los cambios en la osmolaridad del plasma son
agudos, los mecanismos de restauraciéon del volumen dependen del transporte de
electrolitos, mientras que cuando los cambios son cronicos, los mecanismos
involucran la acumulacién lenta de solutos organicos, que ya han sido
mencionados y que incluyen aminoacidos, polioles, metilaminas y moléculas
organicas pequefias que no perturban la funcidn celular a altas concentraciones
{(McManus y Churchwell, 1994).

Los cambios en el volumen del compartimiento intracefular que involucran
un aumento, lievan al edema celular, el cual tiene dos origenes: citotoxico y
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anlsoténlco

MMcManuS' y‘ Churchwell, 1994). Mientras que en el edema

Vamsosmotlco si hayucorreccusn del volumen posiblemente a través de mecanismos
‘ snmllares al DRV ne parece que haya esta regulacién en el edema citotdxico. Esto
podria debers a que en este tipo de dafio los sistemas de transporte encargados
‘de’ regular el volumen, principalmente los flujos de CI', estan funcionando a la

lnversa ya que debldo a la despolarizacion que implica la acumulacién de Na* hay
una entrada continua de CI' a la célula. En estas condiciones, es posible que la
liberacion ‘de los aminoacidos no sea suficiente para lograr una regulacion de
volumen, eunque si podria reducir la magnitud del edema.

El edema celular cerebral citotéxico involucra dario celular; las patologias a
las que se aso<:|a son: isquemia, trauma craneal, episodios de hipoxia y anoxia.
Los gamplos en. el volumen celular cerebral que ocurren por cambios en la

“tonicidad :'del plasma, no implican dafio celular primario. Sin embargo, las
" alteraciones - anisotonicas en el volumen producen morbilidad y mortalidad

»irﬁportante. Las secuelas clinicas asociadas a las alteraciones anisosmaéticas en e!
vvo'lteren son dafio focal neurolégico y edema cerebral severo, el cual lleva a
“coma y muerte.

i La causa principal de edema anisosmoético es la hipotonicidad del plasma,

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

censidera una condicidn hiponatrémica cuando la concentracion de Na® en
plasma alcanza valores iguales o menores a 130 mEq/l. La hiponatremia se
desarrolla cuando el consumo de agua sobrepasa la capacidad del rinén de
excretarla (intoxicacion 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 disminucion de la concentracion de Na* en el plasma 'y
por tanto, una reduccién en su osmolaridad. E! desequilibrio osmdtico entre el
plasma y el fluido extracelular cerebral, provoca la entrada de agua al espacio
intersticial y la reduccion osmolar del medio, generando edema celular y cerebral.




La hiponatremia se define como una disminucion en la concentraciéon de
Na® en plasma por debajo del valor normal y esta asociada a desordenes tales
como insuficiencia renal, falla hepatica, falla cardiaca e intoxicacién por agua
como ocurre en ciertos estados psicoticos (Fraser y Allen, 1997). La hiponatremia
es un desequilibrio en la distribucion de fluidos corporales y de los electrolitos
disueltos en ellos, debido principalmente a la retencidn excesiva de agua y en
ocasiones a una baja reabsorcion de sodio. La disminucién en la concentracion de
sodio de los fluidos genera medios hiposmodticos, 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 mas importantes debidas a
este trastorno ocurren cuando se involucra al sistema nervioso central, ya que los
llmltes ala expansnén |mpuestos por el craneo da margenes limitados para el

amortlguamlento de los camblos en el volumen intracraneal y a medida que Ila
preSIon ‘aumenta, ‘el desplazamlento caudal del parénquima cerebral a través del

foramen m gnu i col ducnr a la muerte por paro respiratorio y cardiaco

: 'orf(an_te de hiponatremia es el sindrome de secrecion
maprop:ada d
Esta hormona -es Ia pnncnpal responsable en la regulacidon del agua del cuerpo. Se

sopr snn"é también conocida como hormona antidiurética (ADH).

sintetiza’ en Ios nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo y se
almacena parasu liberacién en la glandula hipdéfisis. Dos estimulos primarios
provocan fa liberacién de la ADH: un aumento en la osmolaridad del plasma y una
disminucion en el volumen intravascular (Share, 1996). El efecto de la hormona
liberada es la retencién del agua ingerida, lo que provoca una disminucién en la
osmolaridad del plasma y la recuperacion del volumen plasmatico. Una vez que
estos parametros alcanzan sus valores normales, la liberacién de ADH se inhibe y
cualquier exceso en la ingesta de agua es eliminado en forma de orina. Otros
factores diferentes de la elevacion en la osmolaridad del plasma y la hipovolemia
pueden ocasionar la liberacion de la ADH con los subsecuentes efectos en la




‘osmolaridad y volumen del plasma. El incremento en los niveles de la ADH en
estas circunstancias es referida como sindrome de secrecion inapropiada de la
hormona antidiurética. Los pacientes que desarrollan este sindrome presentan
hiposmolaridad en el volumen intravascular y disminuciones en los niveles
plasmaticos de Na*, urea, acido urico y creatinina (Fraser y Arieff, 1997).

La hiponatremia o la hipotonicidad del plasma impone un gradiente
osmético a  los compartimentos de volumen intracraneal, promoviendo
eventualmente edema celular cerebral. Ante esta situacion, las células cerebrales
activan la salida de electrolitos y osmolitos organicos. La primera respuesta
consiste eh’ I.'é'ﬂliberacién rapida de Na™, K* y CI', la cual es detectable dentro de 3-
24 h del m|cno de la hiponatremia y provee un mecanismo para contrarrestar el
,edema cerebral (Melton et al., 1987). Después, se observa un descenso en los
nlveles celulares de osmolitos organicos (Thurston et al., 1980; Tratchman et al.,
1991 Llen et ‘al., 1991; Verbalis y Gullans, 1991; Sterns et al., 1993). Los
osmolltos orgénlcos que predominantemente contribuyen a corregir el volumen

cerebral e espuesta a la hiponatremia son aminoacidos (taurina, glutamato,
aspartato glut mma “y "GABA), myo-inositol, creatina y N-acetil aspartato. La
dlsmlnucué osmolltos organxcos ocurre a los dos dias del curso de la

hlponatrem 2y St ntemc_io perm»anece a niveles reducidos durante el tempo que

EI porcentaje de dlsmlnucuén de Ilos osmolitos orgénicos es de 50-80 %, el
cual exced ) lectrohtos de 10- 30 %, pero debido a que los electrolitos
estan més oncentrados en el cerebro, su contribucién al DRV es mas grande (60-
70 %) que Ia de los osmolitos orgénicos (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). Ademas, se ha estudiado en lineas celulares cerebrales
(Falke y Misler, 1989; Medrano y Gruenstein, 1993; Lohr y Yohe, 1994). La
regulacion de volumen en neuronas y astrocitos en cultivo es un proceso que
ocurre de manera rapida, y se concluye dentro de 15-30 minutos (Pasantes-
Morales, 1994; 1994b). La fase de hinchamiento mostrada por las células
expuestas a soluciones hiposmoéticas es seguida por una rapida de disminucién
en el volumen celular, la cual ocurre aun cuando persisten las condiciones
hiposmoéticas. La eficiencia del DRV esta relacionada con la severidad del
estimulo osmotico impuesto; es parcial en soluciones muy hiposmaticas y total en
soluciones de baja hiposmolaridad. E| DRV es independiente de temperatura y de
Na®. Este proceso no se afecta por inhibidores de los cotransportadores de
osmolitos orgdnicos e inorganicos 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 estan: el acido 5-nitro-2-(3-
fenilpropilamino) benzoico (NPPB), la 1,9,dideoxiforskolina (DDF), el dipiridamol y
el acido niflimico (Pasantes-Morales, 1994b). Ei DRV es insensible a los
inhibidores comunes de los canales de K*, tales como: bario, 4-aminopiridina y
tetraetilamonio (TEA). Unicamente la quinidina muestra un efecto inhibitorio
(Pasantes-Morales, 1994b). Los acidos grasos poli-insaturados, acidos
araquidonico, linoléico y linolénico estan entre los mas potentes inhibidores del
DRV, pero este efecto no esta mediado por el metabolismo del acido araquidénico
(McManus et al., 1994; Sanchez-Olea et al., 1995). La dependencia al CI" 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 CI’
en condiciones isosmdaticas 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 aceleracién en el DRV.
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-..-Los-osmolitos liberados durante el DRV en neurcnas y células gliales en

‘cultivo son esencialmente los mismos que in vivo, K*, CI, aminoacidos y myo-

inositol. Sin embargo, la diferencia en el curso temporal entre el flujo de
electrolitos y osmolitos organicos observada in vivo no ocurre en células en

cultivo. La liberacién de aminoacidos en neuronas y astrocitos (Pasantes-Morales

y Schousboe, 1988) es rapida y sigue al curso temporal del DRV. La liberacion de
CI" también es rapida, mientras que la de K’ y myo-inositol es mas lenta, pero
también ocurre en el curso de minutos (Sanchez-Olea et al.,, 1993, Strange et al.,
1993; Gonzalez et al., 1995). La liberacidn de taurina y otros aminoacidos, en
rebanadas de cerebro expuestas a un medio hiposmaotico, también ocurre de

manera rapida (Law, 1995).

La liberacién 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®* (Sanchez-Olea et a/ 1991; Strange et al, 1993).
Esta via difusional para osmolitos organicos podria ser un canal aniénico, como se
discuti®é en la seccién general correspondiente. En general, la liberacion de K* y
CI’ en neuronas y astrocitos ocurre a través de los mismos mecanismos y canales

ya descritos anteriormente.

REGULACION ISOVOLUMICA

alizado por Lohr y Grantham (1986) en células renales, se
las células son capaces de mantener constante su volumen al ser
condiciones anisosméticas, siempre que el cambio en la osmolaridad
exterri,a'f‘éyédrriera de forma gradual, manteniéndose éste dentro de ciertos limites.
A esté nhevo tipo de regulacion de voiumen se le llamod regulacién isovolumica
(RIV) ‘(Fig. 2). En este tipo de regulacion, las células pierden solutos intracelulares
cuando los cambios en la osmolaridad externa son decrecientes (el medio se hace
hiposmaético) y ganan solutos intracelulares cuando los cambios son crecientes (el

medio se hace hiperosmético).
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_En condiciones hiperosméticas, los osmolitos internalizados por la célula,
. que le permiten mantener constante su volumen, son Na®, K" y CI', mediante el
cotransportador Na*/K'/2CI' y la ATPasa Na'/K' (Mountain y Van Driessche,
1997). En condiciones hiposmdticas, los mecanismos de transporte que llevan a
cabo la regulacién atn no estan bien definidos (Lohr, 1990; Van Driessche et al.,
1997). Mas aun, no todos los tipos celulares presentan regulacién isovolumica en
condiciones hiposméticas, ya que en un estudio llevado a cabo por Godart (1999)
en eritrocitos, se demostrd que este tipo celular no exhibe regulacién isovolumica
aun cuando la velocidad de cambio en la osmolaridad externa es muy pequefia
(0.7 mOsm/min.). En los eritrocitos expuestos a estas condiciones se activo la
salida de K* y taurina que, sin embargo, no fue suficiente para contrarrestar la
entrada de agua debida al gradiente osmético impuesto.
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Figura 2. Regulacién 7sov6[ﬂrﬁiéé. Cémbios graduales y continuos en ia osmolaridad externa
(£50 %) no afectan el volumen g:elular.

Mientras*qu’e los mecanismos de regulacién en el DRV y en el IRV estan
bien caracterizados, los mecanismos de la regulacidn isovolimica aiun no estan




N esclarecidos;‘ademés. este tipo de regulacién sélo ha sido estudiado en células

de tubulos proximales y en una linea celular de nefrona (A6) (Lohr, 1990; Van
Driessche et al.; 1997).

'fly..é'j regulacion isovoliumica en cerebro soélo se ha estudiado en la linea

: éélular C‘6 (glioma de rata) ante condiciones hiperosmoéticas. El mecanismo de
régulécié‘n en este sistema involuqra la captura de iones por medio de la bomba
I N';i*/K’ y del cotransportador Na*/K*/2CI" (Mountian y Van Driessche, 1997).

Entender los mecanismos responsables de la RIV es muy importante, ya
que estas condiciones experimentales pueden reflejar mas de cerca los cambios
que ocurren en el volumen celular en condiciones fisioldgicas. Mas aun, también
podria considerarse como un modelo de estudio para situaciones patolégicas en
donde los cambios en la osmolaridad ocurren de manera lenta y no subita, 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 cuitivo presentan regulacion

isovolumica, asi como los mecanismos involucrados en este proceso de
regulacion.

Objetivos especificos

1. Examinar la presencia de regulacién isovolimica en neuronas en cultivo.
i, Caracterizar los flujos de K* y CI” en este proceso.
nt. Caracterizar farmcolégicamente la via de movilizacién del K*.

V. Determinar la importancia relativa de los flujos de K* activados en la RIV.
V. Determinar la contribuciéon de vias de transporte aniénicas al proceso de
regulacion.
21




METODOLOGIA

SOLUCIONES

Las soluciones isosmoticas (300 mOsm/l) utilizadas como medio de perfusion
tienen la siguiente composicion en mM: 135 NaCl, 4.7 KCI, 1 CaCl;, 1.17 MgSOQOs.,,
1.7 KH2PO4, 5 Dextrosa y 10 HEPES (pH 7.4). Las soluciones hiposméticas 30
% (210 mOsm/i) y 50 % (150 mOsm/l) se prepararon reduciendo la concentracion
de NaCl Las soluciones hiperosmaéticas 30 % (390 mOsm/l) y 50 % (450 mOsm/l)

se prepararon aumentando la concentracién de NaCl. La osmolaridad-final de los -

medlos ‘se verificd con un osmémetro de punto de congelacnén (Osmette A,

Prectsuon Systems lnc Natick, MA).

CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS GRANULARES DE
CEREBELO :

Los cultlvos primarios de células granulares de cerebelo (CGC) de rata se
obtuvteron de acuerdo a la técnica descrita por Moran y Patel (1989). Una vez
reallzada,kla \decapltac,lén de las ratas, el cerebelo se disecd y las células se
disociaron con tripsina. Las suspensiones de células disociadas del cerebelo de
'aias' de nacidas se sembraron a una densidad de 265 x 10°
as petri de plastico de 35 mm, previamente cubiertas con poli-L-

ratas Wi's'tar' d
celulas/cm2 en
lisina (5 pg/ml) para permitir su adherencia. El medio de cultivo es el Medio Basal
Eagle (Slgma St Louis, MO) suplementado con 10 % de suero fetal bovino
lnactlvado por calor, 2mM de glutamina, 50 U/ml de penicilina y 50 ug/ml de
estreptomlcma Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 °C en una atmoésfera
de COz (5 %) y aire saturado con vapor de agua (95 %). El enriquecimiento en
neuronas ‘de’ los cultivos utilizados se determinéd por inmunofluorescencia,
: ‘contando células positivas a enolasa especifica de neuronas y a la proteina acida
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fibrilar gliaj (G_FAP) (Dakkopatts, Carpinteria, CA). La proporcién de neuronas en
estos cultivos’ fue de 95-97 % y la de células gliales de 2-4 %. Las neuronas se

. utiliza'ron'de's'pués de un dia in vitro. Para las medidas de volumen celular, las

neuronas granulares se sembraron en cubreobjetos a baja densidad (200 x 10°

células/cm?).

GRADIENTE OSMOTICO. SISTEMA DE PERFUSION

El método utilizado para generar un gradiente osmotico (cambio gradual en la
osmolaridad a una determinada tasa) fue un sistema de vasos comunicantes
similar al descrito por Lohr y Grantham, 1986 (Fig. 3).

wl b 3 :
Vi %P v2io| P

Bomba )
Peristaltica | ——

Figura 3. Sistema .de vasos comunicantes que genera un gradiente osmoético. m,
osmolaridad del vaso'1 (Vy) 150 mOsm/l; =, osmolaridad del vaso 2 (V,); P, velocidad
de perfusion -de la bomba peristaltica (2 ml/min); %P, la mitad de la velocidad de
perfusidn de la bomba peristaltica; -, valvula de interrupcion.

: &

Este sistema consta de dos vasos de vidrio idénticos interconectados entre
si, uno de los cuales contiene medio isosmético (Ml) y el otro, la misma cantidad
de medio hiposmético (MH) 50 %. El medio se mantuvo a 39 °C, colocando los
vasos en planchas a temperatura constante y con agitacién magnética. El medio
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de perfusibh del‘ pnmer contenedor se succiona con una bomba peristaltica,
produciendo que el médio hiposmético entre a este cilindro, mezclandose gradual
y continuamente con el medio isosmodtico. De esta manera, se produce un
gradiente de osmotlaridad 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 midid la osmolaridad con un osmémetro de punto de
congelacion. Se obtuvo una curva osmolaridad contra tiempo, a partir de ia cual se
calculé la tasa de cambio del sistema. Se calculd la tasa de cambio tedrica para el
sisterma, con la ecuacion establecida por VVan Driessche, et al. (1997):

Ry =72 = — (n°2 — 1) (P/12Vp) t + 7%

Donde:

nv €S la osmolaridad de la muestra colectada al tiempo ¢

2 es la osmolaridad del vaso 2 y es igual a r,

=% es la osmolaridad inicial del vaso 2 (300 mOsm/l)

71 €s la osmolaridad del vaso 1, la cual no cambia (150 mOsm/I)
P es la velocidad de perfusion de la bomba peristaltica (2 mi/min)
y Vo es el volumen inicial de cualquiera de los vasos (375 ml).

La tasa dé‘_’cénﬁbib experimental fue de -1.74 * 0.018 mOsm/min, similar a'la
esperada de‘-1k.é 'krn’O'skm/min.
LIBERACION DE IONES
BSRb

Las células en cultivo se incubaron a 37 °C en el medio de cultivo con 1.0 pCi/ml
de ®Rb, como trazador de los flujos de K*, durante 60 min. Después del periodo
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" de |ncubaC|on las cajas de cultlvo se perfundteron durante 18 min a una velocidad
de 2 ml/mm. por medio de ‘una bomba peristaltica, con MI para eliminar la
‘4 adlactlvndad no mternallzada celularmente. Después de este periodo, se alcanzd
,una Ilberaclén basal (6 min) y se colectaron muestras cada minuto.
: 'Inmedlatamente después, los cultivos celulares fueron perfundidos bajo el
: 'gradxente osmético (Fig. 4) durante 82 min hasta alcanzar una hiposmolaridad del
o ,50 %."Se colectaron muestras cada minuto y la radiactividad se cuantificé por
kmedlo de un contador de centelleo liquido (LS 6000SC, Beckman, CA) a través de
la interaccién con liquido de centelleo (tritosol). Se obtuvo el numero de cuentas
‘ ;Sor min y los datos se expresaron como tasa constante de liberacion, la cual
representa la cantidad de radiactividad liberada en una fraccion dada dividida por
la cantidad total de marca presente en las células en ese momento.

':'vPerBit:::ll:iz::a | : ‘Cv‘élyulas

viales -

Peristaltica

Fugura 4, Sistema de perfustén. Las células fueron perfundldas bajo el gradiente osméhco.
el medio se colectd en viales. R : g
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_ Los cultlvos se incubaron durante 15 min con 5 o pCI/ml de 125I como trazador de
los qulos de CI'"Se lavaron durante 5 min y se obtuvo una basal de liberacién. A
partlr de aqui, las muestras se colectaron cada minuto y después de § minutos de
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liberacion basal, la osmolaridad de la perfusion 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
radiacion gamma. Los datos se expresan como tasa constante de liberacion (c) y
se calcularon utilizando la ecuacidén desarrollada por Venglarik, et al. (1990):

c= [IN(Cy) = IN(C2)] / (t1 — t2)

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

celular a los tiempos 1 (&) y 2 (£2).

EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CANALES DE K* SOBRE LA
LIBERACION DE %Rb

‘Lo"s‘ inhibidores de canales de K', tales como: 4-AP (1 mM), TEA (10 mM),
" Caribdotoxina (20 nM), Cs?* (5 mM), Gd** (25 uM) y Ba®* (5, 10 y 15 mM), se
: 'probaron sobre la liberacién de ®®Rb estimulada por el gradiente hiposmdtico. Los
: farmacos estuvieron presentes todo el tiempo de perfusion.

DETERMINACION DE POTASIO ENDOGENO

~ Cambio gradual en la osmolaridad

. Las 'cyélulvas se estimularon con medio isosmdtico o bajo el gradiente hiposmaético y

. se'les retird totalmente el medio extracelular. Para eliminar cualquier residuo de'K”

extracelular, las cajas de cultivo se lavaron 2 veces con 1 ml de medio isosmético
(dontrol) o hiposmético 50% (gradiente). Se desprendieron de la caja con 0.5 ml
de H2O doble destilada (H20O dd) y se lavaron con 0.5 ml de H>O dd para
recuperar cualquier resto celular. El extracto celular se sonicé 10 s para
homogeneizar la muestra. Se tomé una alicuota de 0.1 ml para cuantificar la
cantidad de proteina por la técnica de Bradford. A los 0.9 ml restantes se les
agregé 4.1 ml de HCI (0.1 N) y se hirvieron durante 30 min para lisar todas las
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: 'mermbran;s celulares. Las muestras se filtraron através de un porode 0.22 ny el
. conte‘hido;yde K" se determiné por medio de Espectrofotometria de Absorcién

Atdmica (Varian 460). Los datos se expresan como umol K*/mg proteina.

Cambio stbito en la osmolaridad

kA las células en cultivo se les retiré este medio y se les agregé 1 ml de MKN
isosmadtico o 50% hiposmaoético. Se perfundieron 15 min con medio isosmético o

hiposmético (50%), respectivamente. Después del periodo de perfusién, las
células se mantuvieron libres de medio. El contenido de K* se cuantific6 como se
describid en el parrafo anterior.

CUANTIFICACION DE CAMBIOS EN EL VOLUMEN CELULAR

‘Los camblos evhif‘eel volumen celular se determinaron por medio de una técnica
‘espectrofliorométrica basada en la descrita por Alvarez-Leefmans vy
‘colaboradores (1995) y por Crowe y colaboradores (1995). El principio basico de

la técnica es la medida de cambios en el volumen de agua de las células (VAC)
cuantificando los cambios en la concentracidon de sustancias impermeantes
fluorescentes (Alvarez-Leefmans, et al., 1995). Los cambios en el VAC se estiman
a partir de cambios en la intensidad de la fluorescencia de la marca, los cuales
resultan de los cambios en su concentracion intracelular.

Medicion de la fluorescencia

.Las CG;C':‘fserﬁ‘bra'das en cubreobjetos se colocaron en una camara de perfusion
: (RC-25_, Warnér Instrument Corp, CT) y se incubaron en Mi con calceina-AM (1
’.f",fil\/'ly)i,fdijrahfe 15 min a temperatura ambiente. Se lavaron varias veces con MKN;
“durante 2 min. La camara de perfusién se colocd en un microscopio invertido de
'épifluorescencia (Nikon Diaphot TMD, Nikon Corp., Japan), equipado con un
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objetivo fluorescencia para aceite de inmersién (40X, AN 1.3; Nikon) y acoplado a
un espectrofluordmetro (Fig. 5). Las células se iluminaron con una lampara de
arco de Xe a 497 nm de excitacidén, a través de un filtro de aire. La luz llegé al
objetivo a través de un cubo equipado con un espejo dicromatico (515 nm) y un
filtro de emisién de 516-520 nm (DM510, Nikon, Japan). La fluorescencia emitida
se midid y amplificd con un sistema fotométrico, la sefial fotomultiplicada se
digitalizd con una camara 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 Imaging System (Newton,
MA). Con este sistema se adquirieron las medidas de fluorescencia de pequefnas
areas situadas en células individuales.

Las células se expusieron a dos protocolos de estimulacién osmética. En el
primero, diferentes cubreobjetos se perfundieron a 2mil/min, inicialmente con
medio isosmético (2 min) y después con medio hiposmdtico (30% o 50%) o
hiperosmético (30% o 50%) durante 15.5 min. En el segundo protocolo, las células
en cubreobjetos se perfundieron con Ml a 2 ml/min y después con el gradiente
osmotico (-1.8 mOsm/min) hasta alcanzar 50% de hiposmolaridad. Las imagenes
se colectaron cada 10 min. En ambos protocolos, se perfundieron cubreobjetos
solo con Mi ﬁofno controles.

Calculo de'los cambios en el volumen celular de agua

Los cambi - en el VAC se determinaron a partir de los cambios en la
fluorescencua relatlva de acuerdo con la siguiente ecuacién (Alvarez-Leefmans, et
al., 1995) ;

: [ (Fo/ Fi)-Foxg 1/ (1-Foxg) = Vi/ Vo 1)
donde Fo' es la ﬂuorescencna de una region de la célula equilibrada con medio
|sosmot|co ‘teniendo una presién osmética ng; F, es la fluorescencia de la misma

reglon de la célula en un medio con presion osmética m; Fuxg €s 1a fluorescencia
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brackg,r,o,@n:q'; Vo 'es el volumen de agua de la célula en un medio con presién
osmética ,n{:,y .Vd es el volumen correspondiente de la célula en un medio con
presién‘ojSmét'ica . La Fokg incluye la fluorescencia intrinseca de la célula y el
compbnérité no sensible osmoéticamente de la fluorescencia en las células
marcadas. Ambos componentes de la Fug son insensibles la los cambios en la
osmolaridad externa. Fyig se estimé a partir de la interseccidn en el eje y de una
curva Fo/F; vs mtom, exponiendo diferentes cubreobjetos durante 15.5 min a medios
con distintas osmolaridades (mOsm/l): 150, 180, 300, 390 y 450. Los valores de
fluorescencia graficados por cada condicidon fueron los cambios mas altos
adquiridos. El valor numérico obtenido para nuestro tipo celular estudiado fue de
0.6.

Para cuantificar los cambios en el volumen celular relativo (Mi/Vg)
ocasionados por el gradiente osmdtico, Fg y F; se determinaron midiendo a
diferentes tiempos la fluorescencia de células perfundidas con medio isosmético y
con el gradiente osmético, respectivamente. Con el objeto de corregir la deriva en
la sefal de la fluorescencia debida al fotoblanqueo de! fluoréforo, los puntos
experimentales se ajustaron a una regresion lineal. Los valores de Vi/Vg se
determinaron sustituyendo en la ecuacién 1 los datos corregidos de Fo y Fi.

EFECTO DE INHIBIDORES DE CANALES DE CI' Y K" SOBRE LA
REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR

Para determinar el papel de los canales de cloro en la regulacién del volumen
celular de CGC expuestas a cambios graduales en la osmolaridad externa, estos
se inhibieron con acido niflimico (600 uM). Los cambios en el volumen celular
relativo se determinaron de la manera antes descrita. El inhibidor estuvo presente
en el medio de perfusion. Las células perfundidas con MI en presencia del
inhibidor funcionaron como control.
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' Los canales de K en Ias CGC expuestas a cambios graduales en la
osmolarldad se |nh|b|eron con Ba®* (15 mM). Los cambios en la relaciéon Vi/Vg se
; defnxeron a partlr de los camblos en la fluorescencia de células estimuladas con
\ osmotlco de la manera ya descrita. El farmaco se disolviéo en el

S medlo de p rfusnén Las células control se perfundieron con Ml y Ba®*

':»'TL*EFECTO 'DE LA SUSTITUCION ANIONICA EN LA REGULACION
e DEL VOLUMEN CELULAR

7‘ En estos experimentos se sustituyé el CI' extracelular por un compuesto
impermeante. De esta manera, se depletd por completo a la célula de este ion. Se
determiné el volumen celular de células depletadas y no depletadas expuestas al
gradiente hiposmético.

MATERIALES

Las diferentes sales (NaCl, MgSO,, KCI, CaClz KH;PO,, BaCly) y la Dextrosa se
obtuvieron de J.T. Baker, Méx, EIl acido 'niflumico (Ci1iHoF3N202), la colina
(CsH14sNOQeCl) y las dlstmtas sales de écxdo glucémco (CsH110O7eNa, CgH1107eK y
CgsH1107e¢1/2Ca) se adqumeron de:SIGM \; St Louns MO. EI HEPES se obtuvo de
Boehringer Mannhelm,va rm n | cdmpuestos radiactivos (¥*Rb y '®1) se

adquirieron .en Amersham UK La calcema-AM se obtuvo de Molecular Probes,
Eugene, Oregon ‘ : ;
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Figura 5. Espectroﬂuorémetro acoplado a un microscopio invertido de ep/ﬂuorescenma PMT
. fotomultlphcador' Camara CCD (Charge Coupled Device), transformador digltal :
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RESULTADOS Y DISCUSION

SISTEMA GENERADOR DE UN GRADIENTE OSMOTICO

) Para validar el sistema generador de un gradiente osmético descrito en la seccidn
.de_métodos, se colectdé cada fraccién del medio prefundido y se les midid la

osmolaridad. Con estos datos se construy® un curva osmolaridad contra tiempo

.(Fig. 6) y se calcul6 la tasa de cambio del sistema.

320
300 -
280 -
260
240 -
220
200 -
180 -

mOsm

160 T 7 T 1 T T ™1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

tiempo (min)

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 perfusion de 2 mi/min, fue de
—1.74 £ 0.015 mOsm/min, mientras que la tedrica fue de —1.8 mOsm/min. Al final del analisis
(75 min) se alcanzan 171 mOsm correspondientes al 57% de hiposmolaridad. ? = 0.999.

32




"La tasa de cambio de osmolaridad fue de —1.74 + 0.015 mOsm/min, que es
"muy similar a la tasa de cambio teédrica calculada segin la ecuacién de Van
Driessche y colaboradores (1997) de —1.8 mOsm/min. Estos resultados validan el
método para generar un gradiente osmdético, que constituye la base experimental
de este trabajo.

CAMBIOS EN EL VOLUMEN CELULAR

Para examinar la presencia de regulacién isovoliumica en CGC, se determinaron
los cambios en el volumen de células expuestas al gradiente osmadtico, segin el
método espectrofluoromeétrico previamente descrito.

El cambio en el volumen celular (V¢/Vo) se determind segun la ecuacion 1 a
) V~_part|r de los camblos en la fluorescencia relativa Fo/F; de células marcadas con el

‘ v'calcema y‘ ‘ometldas al gradlente osmétlco o a un medio isosmaotico como control.
y ume celular con la ecuacion 1, se determind la

g Fbkg expome‘ qs ‘con distintas osmolaridades; el valor

‘ .de esta‘ interseccién en el eje y de una curva

‘muestran los cambios en la fluorescencia relativa de

- cé ¢ dés;a"zk ml/fnin con medio isosmético durante 82 min (A) o con el

grédiehfe _hiposmético (B) a una tasa de cambio de osmolaridad de —1.8
mOsm/mih, tiempo al cual se alcanzan 150mOsm/l correspondientes al 50% de
" disminucién en la osmolaridad externa. E! comportamiento de decremento de ia
fluorescencia observado en ambos protocolos es el mismo, y se debe
probablemente al fotoblanqueo del fluoréforo. Con estos resultados de
fluorescencia se resolvid la ecuacién 1 y se obtuvieron los valores de volumen
relativo de las células perfundidas con el gradiente osmaoético (Fig. 9).
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Figura 7. Fuig. Relacion 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 mas altos obtenidos. r? = 0.983.
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Figuré 8.'ﬁDatos ‘crudos de fluorescencia de CGC cargadas con

caléeiné-AM (1uM) y expuestas a un MI (control) (A) o expuestas al

‘gra:diente osmotico (B). Los puntos representan promedios + EE. Las

lineas son regresiones lineales, A: r?= 0.991; B: = 0.997.
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Figura 9. Cambios en el volumen celular relativo (V¥Vo) de CGC expuestas
al gradiente osmético. La curva se construyé resolviendo la ecuacién 1 con
los datos mostrados en la figura 8.

Como se observa en la figura, no hay cambio en volumen aun cuando el
cambio osmético neto impuesto a la célula fue muy drastico (60%). Estos
resuitados demuestran la presencia de regulacién isovolimica en esta
preparacion y sefialan por primera vez la existencia de este fenémeno en células
nerviosas. Este resultado se suma a los previamente descritos para otros tipos
celulares estimulados igualmente con un gradiente hiposmotico, estos son:
tibulos proximales S:; (Lohr y Grantham, 1988), linea celular renal A6 (Van
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Driessche ét al., 1997). células ce6’ (Lohr y Yohe 2000) y parciaimente en
cardnomxocutos (Souza et al 2000)

LiBERACiéN'DEiK DURANTE LA RIV

,Los mowm ntos . de! K durante la regulaciéon isovolumica se siguieron con el

as‘células se incubaron con el trazador y se lavaron. Fueron
ml/mm con Mi isosmético durante 5 minutos para obtener una

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

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

,}E’n"la figura se observa que la liberacion de %°Rb estimulada con el

k’gradieknt‘é osmétic6 permanecié sin cambio con respecto a la liberacién basal
" hasta gue se alcanzaron 212 mOsm/l (-29% de osmolaridad). A partir de este
“punto, la liberacion de ®*Rb aumenté progresivamente y no mostré inactivacion
'durante el tiempo que dura el experimento. Al final del mismo, cuando la
.osmolaridad externa disminuye 50% (150 mOsm/l) la tasa de liberacion del ®6Rb

fue 2 veces mas grande que la de medio isosmético.

Se determind la disminu‘cién en concentracién de K" enddgeno de células
expuestas al gradiente osmaético (Fig. 11). Estos resultados estan en concordancia
con los datos generados p‘,c‘>r":rhedio del trazador radiactivo. El contenido de K*
permanecio igual que en la condicién control (M!) hasta que se alcanzaron 212
mOsm/l (29% de reduccién en la osmolandad externa), es decir, justo antes del
umbral de activacion de la llberaCIén de %°Rb. Al final de la perfusién, cuando la
osmolaridad ha alcanzado 150 mOsm/I, el contenido de K* disminuye de 1.44 a

1.08 pmol/mg proteina, es decir, disminuye 25%.
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Figura10. Liberacion de “°Rb estimulada por el gradiente osmdtico. Las
células se incubaron con el trazador radiactivo y se lavaron. Se perfundieron a 2
mi/min con Ml durante 5 minutos para obtener una liberacién basal estable. Se

estimularon con el gradiente osmético (M) a una tasa de cambio de -1.8 ;
mOsm/min, hasta alcanzar una disminuciéon en la osmolaridad externa de 50%.
Los controles (@) se perfundieron todo el tiempo con MI. Los datos se expresaron
como tasa constante de liberacion. Los puntos representan promedios + EE (n=8).
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Figura 11. Cambios "en‘_ ‘of contenido de K' de CGC expuestas al gradiente
osméticb. Las célulaé fueron‘ perfundidas con el gradiente osmdtico y la
concentracién de K' intracelular se determind a 29% de reduccion en. la
osmolaridad externa (correspondiente al umbral de liberaciéon de 8Rb) y a 50% (al
final del experimento). Ei contenido de K se determiné por espectrometria de
absorcion atémica. Los barras representan promedios £+ SE (n=6). »p<0.005,

prueba de t de student.
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‘ mséddékracjiériza farmacologxcamente larrlriber;ac:irérn'dé aéRS estimulada pbr el
gradiente‘os‘métic’o. Esta liberacion fue insensible a TEA (10 mM), 4-AP (1 mM),
charybdotoxina (20 nM), cesio (5 mM) y gadolinio (10 pM). ElI bario a
concentraciones de 5-10 mM (datos no mostrados) no tuvo efecto, pero inhibid
totalmente la salida de **Rb cuando la concentracién se elevé a 15 mM (Fig. 12).

Los datos presentados de liberacion de %°Rb y de disminucién en ia
concentracion intracelular de K* de CGC ante el gradiente osmético, indican una
movilizacion importante de este ion durante la regulacion isovolumica. - Estudios
realizados en una linea celular de nefrona (AB) y en cardiomiocitos también
demuestran la participacién 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, s6lo en la uitima parte~del proceso de regulaciéon, como es patente por el
del trazador radiactivo y la disminucion de los

umbral retardado de Ilberac:
niveles mtracelulares de K ha vez que se ha alcanzado éste (29% de
erna) Similares a estos resultados estan los
-+ obtenidos en la Iinéé 6éidl Al (Van Driessche et al.,, 1997) y en miocitos (Souza
et al., 2000). en donde se encuentra que la liberacién de K* es retrasada y se
observan dlsmmucnones,del contenido celular de K* de 29%, muy similares a las

obtenldas en CGC

reduccién en la osmolarida

i Cdn rés oa la caracterizacion farmacolégica de la liberacion de ®°Rb
estlmulada po Ae gradlente osmético, se utilizaron inhibidores generales de los
canales de K*: ;TEA ' 4-AP, carybdotoxina, cesio, gadolinio y bario. De todos estos,
a una’‘ concentracion de 15 mM, mostré un efecto inhibidor sobre la
Ilberamon de a""Rb Cabe mencionar que la utilizaciéon de inhibidores para

caracterlz‘ar farmacologlcamente la via de liberacion de K' s6lo se ha efectuado
- en este :e,’st‘udio. Aunque en el estudio de las células A6 (Van Driessche et al.,
1997): sg':{utilizé Ba?" para bloquear el flujo de %°Rb, el cual se inhibié sdlo
parcialmente'f utilizando una concentracion muy alta (30 mM) y por experimentos
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~-de sUstitucién aniéniéé,:‘pé[eqyer ser_que e'l cotransportador K*'/CI" es el que lleva a
cabo la extrusion del K*, mas que un canal de este cation.

- - Gradiente osmético
~0.032 a

= + Ba®" 15mM
=
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Figura 12. Efecto de Ba®" (15 mM).sobre la liberacion de *Rb estimulada por el
gradiente osmdtico. Las células éé‘ihéﬁbaron con el trazador radiactivo, se lavaron
y perfundieron a 2 ml/min con el gradiente osmotico a una tasa de cambio de —1.8
mOsm/i, hasta alcanzar 50% de reduccién 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 osmaético (M) y los experimentales se
perfundieron bajo el gradiente osmético mas Ba®* 15 mM (A).
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El perfirlfde‘_siehsibilidad farmacolégica de la liberacion de K* de CGC expuestas a
un 'gradiénté 6sm6tico es muy parecido al mostrado cuando estas células se

eXpdnén' sab'itamente a una solucién 50% hiposmdética (Morales-Mulia et al, 1998)

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

-es msensnble a cesio, mientras que en el cambio subito se inhibe un 12%. Estos
k resultados |nd|can que la via de movilizacion de K* de CGC ante un estrés
hlposmétlco es muy parecida, no importando si el cambio sucede lenta o
abruptamente.

LIBERACION DE CI' DURANTE LARIV: o

La liberacién de K* debe acompafarse por un anién para mantener la neutralidad
eléctrica y permitir su salida. El anién acomparfiante podria ser Cl°, por lo que se
caracterizé el movimiento de este ion ante el gradiente osmodtico, utilizando el

trazador radiactivo '?%|

. En la figura 13 se observa una clara y continua liberaciéon
del trazador en condiciones basales (Ml). Ante el gradiente osmédtico, la liberacion
del trazador radiactivo fue diferente de la de MI solo hasta que se alcanzaron 225
mOsm/l, es decir, cuando la osmolaridad del medio externo diusminuyd un 25%.
Al final del exberimento. cuando se han alcanzado 150 mOsm/!l (una disminucion
del 50% en Iauos‘molaridad externa), la liberacién de ‘2%l fue tres veces mayor que
la que ocurre en Ml Aunque esta liberacién de CI" ocurre en la fase tardia de la

RiV, se pre

nta antes que la de K*. Cabe mencionar que la liberacién de CI’
ante un gradlente ‘osmaético no habia sido examinada en ningun otro tipo celular.




. Control

= T Gradiente osmadtico

‘'€ 0.25

g

‘S 0.20 - ;

< !

<] :

= 515 - ‘?
g8 :

2 g |

= 0.10 -

g P .

S =3 e i

O 0.05 + Aol

]

(2]

I

= 000 T T T 1] T 1

0 10 20 30 40 50
Reduccién en la osmolaridad (%)

\ Figura 13. Liberacién de "*°! inducida por el gradiente osmético. Las CGC se
incubaro'h con el trazador radiactivo y se lavaron. Se perfundieron a 2 mi/min
d‘urahte 82.-min a una tasa de cambio en la osmolaridad de —1.8 mOsm/min, ‘
-tiempo ‘a;l cual se alcanzé un decremento de 50% en la osmolaridad externa (H). :
Los controles se perfundieron todo el tiempo con Ml (@). Los puntos representan
promedios + EE (n=4).
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Pdr otro Iado, se probo el efecto del acido nifiimico 600 M en la liberacidén
de '?| estimulada por el gradiente osmoético. Se ha visto que este acido es un
potente inhibidor de la liberacién de '?°| y taurina osmosensible en neuronas

~granulares de cerebelo, en modelos de disminucién subita en la osmolaridad
(Sanchez-Olea et al., 1996).

La liberacion de '¥%| de CGC estimuladas con el gradiente osmético se
inhibid completamente con acido niflumico a una concentracién de 600 uM. Mas
aln, esta liberaciéon fue inhibida por debajo de! valor obtenido en condiciones
isosmoéticas (Fig. 14). Es de notar que la liberacion de taurina de CGC durante ia
RIV también se inhibe completamente por este acido (Tuz et al., 2001). Lo que
sugiere una probable via comun para la liberacion de estos dos osmolitos en la
RIV, fenémeno' similar al que ocurre en el RVD (Law 1994; Sanchez-Olea et al.,
: 1996) Aunqueqcon estos resultados no se puede concluir nada acerca de la

|dentldad moledular del canal de CI' activado en este proceso, ya que los
fmhlbldores de Ios canales de CI" son muy inespecificos e inhiben otros sistemas
~de tranqurte de ACI'."

Estos resultados muestran que aunque el K* y el CI' contribuyen al proceso
de regulacion de volumen, lo hacen sdélo en una fase tardia. Para la fase
temprana se hace entonces necesario considerar la participacion de otros
osmolitos, posiblemente moléculas organicas, tal como ocurre en el RVD
(Sanchez-Olea et al., 1996).

£n un estudio paralelo al presente en neuronas granulares de cerebelo se
midié la liberacidon de diversos aminoacidos durante la RIV (Tuz et al., 2001). La
taurina fue el aminoacido liberado mas tempranamente, casi al inicio de la
estimulacién gradual hiposmoética (2% de reduccion en la osmolaridad externa).
Su liberacion fue de 4-10 veces mas grande que la de glicina y glutamato y mostré
la mayor disminucion en el contenido celular al final del experimento. Estos
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resultados denotan un: papel muy - importante de este aminoacido en.la- RIV
prmcnpalmente como osmoefector en la fase temprana de regulacion.
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Figura 14. Efecto del &cido niflimico (600 uM) sobre la liberacién de 2%
estimulada por el grad/ente osmdtico. Las CGC se incubaron con el trazador
radiactivo, se lavaron'y perfundleron a 2 mli/min con el gradiente osmético a una
tasa de cambio de —-1.8 mOsm/l, hasta alcanzar 50% de reduccidn en la
osmolaridad externa. Los controles se perfundieron con el gradiente osmaético ()
y los experimentales se perfundieron con el gradiente osmético mas &cido
niflimico 600 pM (A). Se muestra la liberacion del trazador en condiciones
isosméticas (@). Los puntos son promedios + EE (n=4).

45




e

Sin embargo, la liberacion y disminucién de los aminoacidos descritos
durante la RIV es insuficiente para equilibrar el gradiente osmdtico impuesto en la
primera fase del proceso, cuando los flujos de K* y CI” aun no han sido activados.
Por ello se requiere una contribucién adicional de otros osmolitos organicos para
compensar este déficit. Moléculas tales como: myo-inositol, glicerofosforilcolina,
betaina, fosfoetanolamina, creatina, fosfocreatina y N-acetil aspartato pueden
proveer contribuciones significantes en esta fase de ajuste de volumen (Gotoh et
al., 1997).

Los osmolitos organicos e inorganicos parecen contribuir diferencialmente a
la regulacion del volumen dependiendo de la severidad del cambio hiposmético en
las CGC. De acuerdo a los estudios mencionados y a los resultados del presente
trabajo los: osmolitos organicos se movilizan preferencialmente ante bajas
’dlsmlnumones en la_osmolaridad y los osmolitos inorganicos, K" y CI, ante

) grandes reducciones en la osmolaridad. Esto es similar a 1o que se observa en
-condiciones patoldgicas. Esto puede deberse al papel que juegan estos iones en
_el control de la excitabilidad neuronal. Ya que la acumuiacién extracelular de tales
puede afectar la excitabilidad neuronal interfiriendo con el funcionamiento celular
normal.

EVALUACION DE LA CONTRIBUCION DE DISTINTOS OSMOLITOS
A LA RIV

La contribucién de diferentes osmolitos al proceso de regulacién puede estimarse
a partir del analisis del efecto de agentes o condiciones que afecten la liberacién
de osmolitos sobre el volumen celular.

Como ya se ha descrito en este trabajo, la liberacion de K' y ClI” estimulada
por un gradiente hiposmotico en CGC, se inhibe completamente por Ba2" (15
mM) y acido niflimico (600 pM), respectivamente. Ademas, la liberacién del
aminoacido taurina, que parece tener una participacién relevante en la primera
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--fase de la 'RIV, también se inhibe totalmente por acido niﬂﬁfnico (Tuz et al., 2001).
Por ello, estos farmacos son vitales para evaluar la contribucion de estos
osmolitos a la RIV.

La presencia de Ba®* en CGC, que inhibe los flujos de K*, no mostréd efecto
sobre la regulaciéon de volumen ante el gradiente osmdtico, sino hasta que la
osmolaridad externa disminuyd 30% (210 mOsm) (Fig. 15), la cual coincide con el
umbral de activacién de la liberacién de %Rb y con la disminucidn en el contenido
celular de K*. Después de este tiempo, donde la liberacién de K* se activa
completamente, la RIV se previno con la presencia de Ba?*, hasta alcanzar un
aumento en volumen de aproximadamente 30%.

Como se demostrdé en este trabajo, el acido niflumico ‘inhibe Ia liberacion
de CI', pero también de la osmolitos organicos (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 fa disminucién en la osmolaridad externa es del 6% (Fig.
16).--El'volumen aumenté continua y progresivamente, y cuando se alcanzaron
210 mOsm (-30%) el aumento en volumen registrado fue de 25%. Este
incremenfo én volumen es muy parecido al que ocurre en CGC expuestas a una
disminu&éh subita en la osmolaridad de la misma magnitud (soluciones 30%
hipo'smc'at"iycras‘), 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 subitamente a

esta red"ug‘:c n ihcremento maximo en volumen es de 60% (Fig. 17, asterisco

en la Fig.’
El' incremento en volumen de 25% alcanzado con el tratamiento con acido

nifldmico cuando la osmolaridad externa es de —30%, es casi idéntico al de 27%
obtenido después de la exposicidon subita a un medio hiposmaético similar (30%).
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Estos resultados permiten concluir que la regulacion isovolimica, en su fase
temprana, esta a totalmente a cargo de mecanismos sensibles a acido niflidmico.

1.6

0.8 T T T T T ]
0 10 20 30 40 50

Reduccién en la osmolaridad (%)

Figura 15. Efecto de Ba®* (15 mM) en la regulacién isovolimica. El volumen celular
relativo se estimé como se indica en la figura 9. Los puntos representan el cambio
en volhmén de células expuestas al gradiente osmético en la presencia de Ba®"
(15 jﬁM):;,. El volumen celular se midi® cada 10 min, correspondiendo a

disminuciones en la osmolaridad externa de 18 mOsm/I. Los datos son promedios

de’3}e>:<perimentos + EE.
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Figura 16. Efecto de acido niflurmico y de un medio libre de CI en la regulacion
isovo/amica}v El volumen celular relativo se cuantificé como se sefala en la figura
9. Los puhtos indican el cambio en volumen de células expuestas al gradiehfe
osmétitﬁd en‘la bresencia de acido niflumico (600 uM) (@) o ante un medio libre de
cr (réempléiédo por gluconatos) (). El volumen celular se midié cada 10 min,
correspbndiendo a disminuciones én la’osmolaridad externa de 18 mOsm/l. Los
datos son promedios de 3 experimentos + EE. Los asteriscos (*) indican el
incremento en volumen celular ante la exposicidn a una solucién 30 o 50%
hipdsmética.
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Figura -17. ‘Volumen celular de CGC expuestas a reducciones subitas en la
osmolandad Las células se incubaron con calceina-AM 1 upM, lavaron 'y
perfund:eron con medio isosmético y subsecuentemente (flecha) con medios
hlposmotlcos ‘Los puntos indican el cambio en volumen celular relativo (Vi/Vo) de
celulas expuestas a una solucion hiposmoética 30% (@) e hiposmodtica 50% ().
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Queda aun por dlscernlr Ia contnbumén de los flujos de CI" o de osmolitos

organicos, ya: que eI écldo ‘niftamico inhibe el movimiento de ambos flujos de

,r este punto se examind el efecto de un medio sin CI', en el

osmolitos. Para'a la
cual soélo’ se afecta el mowmxento de este y no el de los osmolitos organicos. EI
cr del medlo extracelular se reemplazé con gluconatos y se determinaron los

camblos en el volumen éelular relativo ante el gradiente osmético (Fig. 16). Como
‘Ig:l;ll'a 16, las células bajo estas condiciones muestran un
1'(5%) en el intervalo de osmolaridad externa de 300-246

se observa en la

hmchamlento
mOsm/l, corresp n ente a 0-18% de reduccién en la osmolaridad, lo que
: condicion no afecta la RIV dentro de este intervalo de
reduccién‘.:é' la osmolandad Cuando la osmolaridad externa ha alcanzado 228
mOsm/l- (-24%) el‘ volumen celular se increments un 11%, punto a partir del cual
el »vqlvumen, contmué aumentando hasta alcanzar 29% (disminucion en la
osm'bla'ridéa éXte’rna —~50%). Este incremento fue similar al obtenido cuando se
bloqueé;ro‘h los flujos de K (Fig. 15). Ya que la inhibicion de los flujos de Cl'y K*
afecta la RIV sélo 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
movilizacién de los iones, es decir que estos estan participando como osmolitos

demuestra’

solo en la dltima parte del proceso de regulacion.

La comparacién entre el hinchamiento provocado en presencia de acido
niflimico, el cual inhibe los flujos de osmolitos organicos y de CI, y el provocado
en un medio libre de CI', el cual afecta solamente los flujos de CI' y no los de
osmolitos organicos, puede dar una estimacién aproximada de la contribucion. de
estos ultimos y del CI" en ambas fases de la RIV.

La diferencia entre las dos curvas de la figura 16 denota una participacion
temprana y continua de los osmolitos organicos a la RIV, mientras que la
participacién del . CI' es posterior. La inhibicién del flujo de CI' 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 organicos con acido
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nifiumico es. de’ 2'2%.7"L6‘cr|'u'e' indica que la liberacién de los iones es de una

»magmtud mas lmportante en la fase tardia del proceso de regulacién, aunque

ambas se reqmeran para mantener un volumen celular constante.

El aubmento en volumen de CGC inducido por una exposicién subita a una
solucion - 50% hiposmética es de 60%, lo que da una diferencia de casi 10% con
reSpecto al maximo incremento alcanzado cuando se afecta a la regulacién

‘isovolimica con inhibidores de los flujos de osmolitos. Esta diferencia puede

deberse ‘a la participacidon de transportadores electroneutros no afectados por

- acido niflamico 0 a una fraccion de K" liberada independientemente de la del flujo

de Cl’

.F‘inalvr.r:i‘ehte estos . resultados indican un caracter activo del proceso de
: ’ ‘ cual se lleva a cabo por vias de salida de osmolitos

ucede en situaciones patologicas p.e.

hlponatremla Los mecanismos d ‘regulamén descritos para tales situaciones

provienen de estudios reahzados in vitro con protocolos subitos de estimulacion

hiposmédtica, 'p, o} tos no S|mulan ni en magnitud ni en temporalidad el proceso

de cambxo en a ‘osmolaridad. Una mejor aproximaciéon la constituye una

estlmulamén gradual con cambios pequefios en la osmolaridad externa, como el

) sisterha gyra‘dual y continuo descrito en este trabajo. Este apoya una participaciéon

de osmblitos organicos, tales como aminoacidos y principalmente taurina, para
regular ‘el incremento en volumen ocasionado por una disminucién en la
osmdlaridad de baja magnitud, con la subsecuente activacion de flujos de iones,

* K" y CI', en reducciones de osmolaridad mas severas. La liberacién retrasada de
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estos iones parece ser una respuesta adaptativa, ya que su movilizaciéon temprana
comprometeria el funcionamiento celular normal, debido al papel que
desemperfian en la excitabilidad neuronal. En concordancia con esto, se ha
observado que en situaciones de hiponatremia o isquemia, en donde Ila
osmolaridad externa se reduce de 12-16%, se observa liberacion de taurina
(Trachtman, 1991; McManus y Chuchwell, 1994; Fraser y Arieff, 1997). Se ha visto
que el contenido de osmolitos organicos en el cerebro presenta una mayor
reduccidén que la de K' en ratones hiponatrémicos crénicos. (Thurston et al.,
1987). La taurina parece tener una mayor contribucion en la correcciéon osmética,
ya que es el aminoacido mas abundante en el cerebro de los ratones y porque
moét_ré la reduccidn mas grande ante la condicién hiponatrémica. Por lo que ia
taurin‘a' parece tener un papel fundamental en contrarrestar el edema celular
c'eréb_raL Ademas, en astrocitos en cultivo expuestos a  un periodo de
hvipérn:atremia de 24 h, el volumen celular permanece constante y la poza de
taurina séTep—Ie}g 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 regulacion isovolimica
cuando se exponen a un gradiente hiposmaético.

Durante este proceso de regulacion, se movilizan los iones K* y CI', siendo
predominantemente responsables de una fase tardia de la regulacion.

La liberacion 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 ultimo sélo a altas concentraciones (15 mM).

La salida deyCl’ se inhibe totalmente por un inhibidor generat de los canales de
este i6n: el acido niflimico.

La priméra fase de regulacion isovolimica se lleva a cabo por mecanismos
sensibles ‘a. acido niflimico, que involucran la participacidn de osmolitos
orgénicbfs,r”con un papel predominante de la taurina.
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