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ABSTRACT

The effects of the Cl channel blockers 5-nitro-2-(3-phenylpropyl-amino) benzoic
acid (NPPB), 1,9-dideoxyforskolin (DDF), dipyridamole, and niflumic acid and of
the polyunsaturated fatty acids arachidonic, linolenic, and linoleic acids on
regulatory volume decrease (RVD) and associated '2°l and 3[H]taurine fluxes in
cultured rat cerebellar granule neurons were examined. Dose-response curves of
NPPB, DDF, and dipyridamole showed 20-100% inhibition of RVD and osmolyte
fluxes. Niflumic acid was less potent, requiring 150-600 uM to show effects of this
magnitude. The polyunsaturated fatty acids (5-20 pM) inhibited 80-90% RVD and
osmolyte fluxes, with arachidonic acid exhibiting the most potent effect. The
volume-associated taurine efflux was somewhat higher in essentially the same in
immature and mature cells. The effects of all tested drugs on '?| and *[H]taurine
fluxes were remarkably similar, indicating a close pharmacological sensitivity of the
transport mechanism for the two osmolytes. This is in line with the suggestion of a
common pathway for the volume-associated release of Cl and amino acids
functioning as osmolytes.

RESUMEN

En este trabajo se examiné el efectos de los bloqueadores de los canales de CI
5-nitro-2-(3-fenilpropil-aminc) benzoico acido (NPPB), 1,9-dideoxiforskolina (DDF),
dipiridamol, y el acido niflimico y de los &cidos grasos polinsaturados se
examinaron el acido araquidénico, el linoléico y el linolénico sobre el proceso de
regulacion del volumen (DRV, decremento regulador del volumen) y los flujos
de'®® y [H]taurina asociados en neuronas granulares de rata en cultivo. Se
hicieron curvas dosis -respuesta para el NPPB, DDF y dipiridamol en el DRV y los
flujos de osmolitos, se obtuvieron inhibiciones del 20-100%. El acido niflimico fue
el menos potente, requiriendo de 150-600 uM para inhibir a la misma magnitud.
Los acidos grasos poliinsaturados (5-20 uM) inhibieron el DRV y los flujos de los
osmolitos en un 80-90%, el mas potente fue el acido araquidénico. Los flujos de
taurina asocioados a cambios en volumen en neurcnas maduras fue un poco
mayor que en neuronas jovenes, pero la sensibilidad farmacologica fue
esencialmente la misma. El efecto de todas las drogas examinadas sobre los
flujos de '2°| y 3[Hitaurina fue semejante, indicando un sensibilidad farmocolégica
muy estrecha en el mecanismo de transporte para los dos osmolitos. Estos
resultados sugieren que la via de transporte para la liberacion de Cl y de los
aminoacidos sensibles a cambios en volumen es la misma.




ABSTRACT

The effects of the Cl channel blockers 5-nitro-2-(3-phenylpropyl-amino) benzoic
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INTRODUCCION
Regulacion del volumen celular.

El' mantenimiento del volumen celular es crucial para la sobrevivencia y
funcionamiento en las células animales (Macknight, 1988). Debido a la ausencia de
una pared celular rigida, las membranas de éstas células son incapaces de soportar
diferencias significantivas en la presion hidrostatica transmembranal. La membrana
plasmatica de la mayoria de las células es altamente permeable al agua y debido a
que contienen una gran cantidad de macromoléculas impermeables cargadas
negativamente ademas de iones inorganicos distribuidos de manera asimétrica en
ambos lados de [a membrana (Tabla 1), la presién osmética intracelular es mayor
que la del medio extracelular; y si los iones y el agua se distribuyesen tal y como lo
predice la teoria de Gibbs-Donnan, las células se hincharian en condiciones
isosméticas (Wilfred y Stein, 1990).

Tabla 1. Concentraciones milimolar de iones en ef SNC

+ Ion mM plasma mM extracelular mM intracelular
+  Na 1530 150 12

+ K- 5 2.7 _ 140

« CI 130 110 12

+  Ca¥ 1,2 ' 1,2 0,0000

* Aniones organicos 10 1 130

De acuerdo con esta teoria en el estado de equilibrio, la concentracion total de
solutos intracelulares deberia ser mayor que la de los extracelulares, dando como
resultado una menor concentracién de agua en el interior, con respecto al exterior
celular. Este gradiente de concentracion (o de potencial quimico) del agua causaria
un flujo osmdtico neto de este solvente hacia el interior celular. Como la membrana
de las células animales es distensible, cede ante pequenas presiones hidrostaticas,

por lo que dicho fiujo osmético neto de agua causaria un aumento de volumen y




eventualmente lisis celular. Sin embargo, normalmente este aumento de volumen
celular osmético no ocurre y las células mantienen su volumen constante, por
mecanismos que se investigan activamente en este momento.

El mantenimiento de un volumen constante es vital para las células ya que una
variacién en la concentracion de los solutos intracelulares debida a un cambio en el
volumen puede llevar a alteraciones equivocas en el sistema de sefales que es la
base de la funcion celular y la comunicacién intercelular. Ademas de la importancia de
mantener el volumen celular constante, se ha propuesto que el volumen celular
participa directamente como un mensajero en el control metabélico, como una sefal
de crecimiento y proliferacion celular, asi como el disparador para la iniciacion de
mecanismos de insercidon de proteinas de membrana: canales, receptores y
transportadores.

En condiciones fisiologicas pueden ocurrir pequeiios cambios y otros ajustes en
el volumen celular por la acumulacion de osmolitos intracelulares atraidos por
macromoléculas cargadas en el citoplasma o durante procesos normales tales como

intercambio de nutrientes y sales.

Mecanismos responsables de la regulacién del volumen celular en

sistemas anisosmoticos.

Cuando las células animales se exponen a medios anisosméticos, inicialmente
responden como osmoémetros perfectos sufriendo cambios en su volumen dictados
por el flujo de agua a través de la membrana Figura 1. En un medio hiposmotico
inicialmente se observa un aumento rapido en el volumen celular debido a la entrada
de agua, sequido de una fase de recuperacion mas lenta, durante la cual la célula
alcanza un valor muy cercano a su volumen original. Esta disminucion del volumen es
consecuencia de la pérdida de solutos intracelulares osméticamente activos
acompafados de ag.ua, logrando asi reducir la presion osmotica intraceluiar. Por el
contrario, cuando las células se exponen a soluciones hiperosmoéticas se. observa
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una disminucion en el volumen, debido a la salida de agua producida por el gradiente
osmotico impuesto. En algunos tipos celulares a esta disminucién inicial de! volumen
es seguida de una fase de recuperacion en la cual incrementan su contenido de agua

como consecuencia de la acumulacién de solutos osmoéticamente activos.

El proceso de regulacién del volumen que se observa cuando las células se
exponen a soluciones hiperosméticas es referido como incremento regulador del
volumen (IRV) (Figura 1). Esta funcién se lleva a cabo mediante un aumento en los
flujos de solutos osmoéticamente activos hacia el interior de 1a célula. Los osmolitos
que principalmente participan en el IRV son los iones el Na’ y el CI, asi como
moléculas organicas pequenas. El proceso de regulacién de volumen que ocurre
cuando las células se exponen a medios hiposméticos se conoce como decremento
regulador del volumen (DRV) (figura 1). Este ajuste compensatoric tiene lugar
mediante la expulsién de iones como el K* y el CI', asi como osmoiitos organicos
intracelulares. Ademas de estas modificaciones en el volumen que se observan
cuando el medio extraceiular es anisosmético, también ocurren cambios en el
volumen en condiciones isosmaticas, como consecuencia de la acumulaciéon de
nutrientes, neurotransmisores, a ia salida de factores de crecimiento, hormonas, etc.

La regulacion del volumen celular es un procesoc complejo que implica varios
eventos basicos. En primer lugar, la célula debe ser capaz de detercar los cambios en
el volumen; seguidamente debe reaccionar al cambio detectado iniciando el proceso
regulador que modifique el contenido intracelular de solutos en la direccion necesaria
para corregir el cambio en el volumen. Finalmente debe percibir en que momento se
ha recuperado su volumen inicial y desactivar los mecanismos que se activaron
durante el proceso regulador.




Sensores, transductores y efectores.

Los mecanismos mediante los cuales las células perciben su volumen y la senal
o sefiales que indican a la célula que ha sufrido un cambio en este parametro son
cruciales para el entendimiento del proceso regulador del volumen.

Sensores y transductores

Entre los mecanismos que se han propuesto como sensores y transductores del
cambio del volumen celular estan:

1) La deformacion mecanica o estiramiento de la membrana subsecuentes a cambios
en el citoesqueleto que ocurren al presentarse una modificacién en el volumen
celular. El citoesqueleto puede servir como un componente tanto del mecanismo
sensor de volumen como del sistema de transduccién, ya que ademas puede llevar a
la activacién directa de los sistemas de transporte de los osmolitos, o a la activacion
de canales de estiramiento que consecuentemente sigue la activacién de las vias de
transporte o bien al movimiento de vesiculas citoplasmicas hacia la membrana celular

conteniendo proteinas que pueden ser los propios canales o factores de la regulacién.

2) La activacién de canales sensibles al estiramiento debido a la tensién mecanica de
la membrana. La activacion de la conductancia a través de estos canales, puede ser
una sefal que inicie los mecanismos de regulacién de volumen. Es posible que los
canales activados por estiramiento sean sensores de tensién y actien como primeros
mensajeros en una cascada de reacciones previas a la activacion de fiujos
regulatorios a través de otros tipos de canales.

3) Un cambio en la concentraciéon o dilucion de moléculas sefal presentes en el
citoplasma por la modificacién en el contenido de agua. Estas senales pueden estar
actuando como transductores o formar parte del sistema de transduccién de senales



de activacion de los efectores. ElI Ca? y el Mg2+ se han propuesto como
sensores/transductores primarios asociados con e! incremento en e volumen
producido por soluciones hiposméticas. El aumento en la concentracion intracelular
de calcio se produce como una consecuencia de la entrada de calcio por canales
activados por la distensién de la membrana producida por el medio hiposmético o
también por canales de calcio activados por metabolitos del lipido membranal
fosfatidilinositol 1,3-bis fosfato a través de un mecanismo que involucra una proteina
G sensible a la toxina pertusis. También se ha reportado que el aumento de calcio
intracelular puede ocurrir como resultado de su liberaciéon de pozas enddégenas
principalmente del reticulo endoplasmico y que este evento es coincidente con la
liberacién de los osmolitos involucrados en el DRV (Moran y col., 1997).

4) La concentracion de macromoléculas intracelulares, también se ha postulado como
un posible sensor del cambio en volumen. Una dilucibn de las macromoléculas
citoplasmicas, podria ser la sefial intracelular que iniciaria el proceso regulador de
volumen, modificando la actividad funcional de los transportadores efectores (Minton
y col., 1993). Esta propuesta se basa en el hecho de que pequefios cambios en la
concentracion total de macromoléculas intraceiulares producen grandes cambios en
la reactividad de otras macromoléculas. Este efecto se caracteriza por un 'poder
amplificador, produciendo cambios en la actividad funcional de los transportadores de

solutos.
Efectores.

La respuesta efectora para la regulacion del volumen es, como se mencioné
anteriormente, fa movilizacién de solutos osmoticamente activos en la direccién
necesaria para ajustar a la célula al nuevo gradiente osmético (Strange, 1994). Esta
movilizacidn ocurre mediante ia activacion de vias de transporte transmembranal
(Figura 2).
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Los osmolitos involucrados en la regulacién del volumen celular son de dos tipos,
los iones como el K* , el CI' y el Na* y un grupo de moléculas organicas, como
aminoacidos, aminas, azlcares y polialcoholes. El K™ esta involucrado en el DRV, ya
que es el ibn mas abundante en el interior de la céiula. Los flujos de K* estan
acoplados a flujos de iones y compuestos organicos cargados negativamente para
mantener la electronegatividad, mientras que el Na* y el CI' que son los mas

abundantes en el medio extracelular participan en el IRV.

Los aminoacidos, que participan en la regulacion del volumen son el glutamato,
el aspartato, la glutamina, el GABA y la taurina (Pasantes-Morales y col., 1993 y
Kimbelberg y col., 1890). Entre ellos la taurina es la mas importante para una funcién
osmorreguladora debido a que se encuentra presente en concentraciones muy
elevadas en la mayoria de las células animales (Jacobsenn y Smith, 1968),
constituyendo hasta el 70 % de la poza total de aminoacidos libres (Pasante-Morales
y col., 1991). Ademas la taurina presenta caracteristicas que la sefalan como un
osmolito ideal: se encuentra en concentraciones lo suficientemente elevadas (hasta
80 mM en retina, 28 mM en linfocitos, 60 mM en musculo esquelético y cardiaco)
como para poder contribuir de manera importante a la presion osmotica total y es
inerte desde el punto de vista fisiolégico, ya que no participa en la estructura primaria
de proteinas ni en ninguna reaccién del metabolismo primario de la célula (Jacobsen
y Smith, 1968). Esto permite que los niveles celulares del aminoacido se puedan
modificar con el fin de ajustar la presién osmotica interna sin que las variaciones en la
concentracion intra o extracelular alteren otras funciones celulares. Evidencias
experimentales sugieren que la taurina juega el papel de sustancia activa
osméticamente en el cerebro (Pasantes-Morales, y col., 1993). Los polialcoholes
como el myo-inositol (Strange, y col., 1994 y Nakanishi y col., 1988) y el sorbitol
(Siebens y Spring, 1989), asi como las metilaminas y la urea juegan un papel crucial

en la regulacion del volumen en animales marinos.

Los mecanismd_s de transporte que se activan durante el IRV son en general

cotransportadores, o intercambiadores acoplados en el control de los iones y




sistemas de transporte acoplado para los aminoacidos y los polioles Figura 2. En los
eritrocitos participan de manera importante dos sistemas de transporte acoplados: el
intercambiador Na'/H* y CI/HCO";. El sistema Na*/H*, sensible a amilorida, es el
mecanismo primario activado por la disminucién en el volumen (Kregenow, 1981;
Kregenow y col., 1985; Stebens y Kregenow, 1985; Cala, 1980; Cala, 1985a y Cala,
1985b), aunque en condiciones fisioldgicas la actividad de este intercambiador se
encuentra regulada por el pH interno. Los cotransportadores electroneutros que
participan en el IRV en la mayor parte de los animales son el Na*/K*/CI" (Orskov, 1954
y Parker, 1977) y el K'/CI', son insensibles a la ouabaina y sensibles a la furosemida
y a la bumetanida.

El transporte de osmolitos organicos en el IRV se lleva a cabo principalmente
por cotransportadores dependientes de Na” (Strange y col., 1994). La regulacién del
cotransportador de Na’-myo-inositol esta relacionado con un incremento en la
expresion de su RNAm el cual permanece por pocas horas después del incremento
intracelular de myo-inositol y se revierte cuando la célula es regresada a un medio

isosmaotico (Strange y col., 1994).

La movilizacion de los iones involucrados en el DRV tiene lugar también a través
de transportadores electroneutros aunque de manera mas general ocurre a través de
canales ionicos (Hoffmann y col., 1989 y Sarkasi y Parker, 1991) Figura 2. Los
eritrocitos en general utilizan el sistema de cotransporte K'/CI para la expulsion de
estos iones ademas, la activacién acoplada de los intercambiadores K*/H* y CITHCQO;
(Cala, 1983, Kregenow, 1981). A pesar de la existencia de sistemas de cotransporte
electroneutros para la salida de cloro y potasio, el mecanismo mas generalizado en la
mayoria de las células de mamifero es, como se menciond, la activacién de vias
electrogénicas constituidas por canales i6nicos. Se ha visto que tanto la salida de K"
como la del CI" se lleva a cabo a través de canales activados por hiposmolaridad,
especificos para cada uno de los iones pero interdependientes. Evidencias en este
sentido son (i) la insensibilidad de la bumetanida al proceso regulador DRV, un
potente y selectivo_inhibidor del cotransporte K'/CI' (Grinstein y col., 1982), {ii) el




requerimiento no especifico del CI' como anién acompariante para el K*, como se
requeriria en el caso del cotransporte (Kimelberg, 1990), (iii) el efecto de la
gramicidina, un iondforo catiénico especifico, acelerando el DRV (Pasantes-Morales y
col., 1994), (iv) el hecho de que bloqueadores conocidos de canales de potasio
puedan inhibir la salida de K" activada por hiposmoléridad'(Grinstein y col., 1982 y
Sanchez-Olea y col., 1993 ), asi como también, (v) los inhibidores clasicos de
canales de cloro inhiben los flujos de CI activados por hiposmolaridad. En estudios
con técnicas electrofisiologicas se han detectado corrientes tanto de K* como de CI,
que se activan por hiposmolaridad. Aan, no se ha identificado molecularmente a la
proteina responsable de la movilizacion del K* sensible a hiposmolaridad, sin
embargo, se ha visto que la corriente de K* activada por hiposmolaridad es una
corriente saliente que se activa por despolarizacion y que es sensible a quinina (Nilius
y col., 1995). En varios tipos celulares se han reportado canales de K* dependientes
de calcio del tipo BK que son activados por hinchamiento y consecuentemente la
liberacion de K" y el DRV son dependientes del calcio externo (Sarkadi y Parker,
1991). Deutsch y Chen (1993) han propuesto a los canales Kv 1.3 como posibles
candidatos en el transporte de los flujos de K. Para apoyar esta propuesta llevaron
a cabo un estudio en linfocitos-T que no tienen la abilidad de regular su volumen y
que después de la transfeccion y subsecuente expresiéon de los canales Kv 1.3 los
linfocitos son capaces de regular su volumen. Las caracteristicas de los canales de
CI" se trataran con detalle mas adelante. El cloro sale de la célula por su propio canal
y esto se a confirmado por estudios electrofisiolégicos de fijacion de voltaje {Strange,
1996).

Aln no estan totalmente identificados los mecanismos de movilizacién de los
osmolitos organicos en el DRV. Se ha demostrado que la exposicion de diferentes
tipos celulares a medios hiposméticos produce un incremento en los flujos de taurina
y de otros aminoacidos a través de la membrana. En estudios cuantitativos sobre la
magnitud de la pérdida de aminoacidos en el DRV se ha demostrado que la liberacion
de taurina en respuésta al cambio en volumen es independiente de la presencia de

Na* en el medio extracelular y de la temperatura, lo que descarta la participacion del




transportador del aminoacido dependiente de sodio en el DRV. Se ha encontrado, en
cambio, que el movimiento de taurina en respuesta al aumento en volumen tiene lugar
a traves de vias difusionales en los que el movimiento de taurina se encuentra dirigido
unicamente por su gradiente de concentracién (Sanchez-Olea y col., 1991). Se ha
planteado la hipotesis de que la liberaciéon de osmolitos organicos es una via coman a
aniones y moléculas organicas sensible a una gran variedad de inhibidores aniénicos
tradicionales. Con base en la sensibilidad farmacolégica y en la similitud en las
cinéticas de activacion y desactivacion de los flujos de CI' y de los osmolitos organicos
asociados al DRV, se ha sugerido que el transporte de estos osmolitos tiene lugar a
través de un canal, con caracteristicas tales que permiten el paso de osmolitos
zwiteriones como son los aminocacidos (Strange y col., 1996).

El DRV en neuronas.

El DRV en neuronas (Pasantes-Morales y col., 1994c) y en células gliales en
cultivo (Kimelberg y Frangakis, 1986, Olson y col., 1986; Pasantes-Morales y
Schousboe, 1988; Bender y col.,, 1992b) se ha investigado ampliamente. Los
resultados de estos estudios in vivo e in vitro sugieren que el tejido nervioso posee los
mecanismos necesarios para recuperar su volumen inicial después que éste se ha
incrementado por exposicion a soluciones hiposméticas. Estudios en ratones y en
ratas sometidos a cambios en la osmolaridad del plasma muestran cambios
adaptativos en el tejido neural del contenido de iones inorganicos y de taurina
(Thurston y col., 1980, Cserr y col., 1987; Wade y col., 1988; Solis y col.,, 1988; Law y
col., 1989; Verbalis y col., 1991). Poco se sabe de los mecanismos moleculares y
celulares utilizados por el cerebro para mantener el volumen celular (Ballanyi y col.,
1988). En el laboratorio se ha demostrado la liberacion de aminoacidos libres,
principalmente la taurina, en respuesta a cambios en volumen tanto en astrocitos
como en neuronas en cultivo (Pasantes-Morales y col., 1988; Schousboe y col.,
1991). Se ha demostrado también que este mecanismo de liberacion es un proceso
difusional independiénte del transportador acoplado a Na* (Pasantes-Morales y col.,
1990; Schousboe y col., 1991; Sarichez-Olea y col., 1991). EI DRV en astrocitos y en




neuronas en cultivo es un proceso rapido que requiere de 15 a 30 min (Pasantes-
Morales y col., 1994a) en comparacién con células en las que el DRV se lleva a cabo
a través de transportadores en donde el proceso de regulacion requiere de horas. La
eficiencia del DRV en células nerviosas esta relacionada con la severidad del cambio
osmotico; en soluciones altamente hiposméticas la recuperaciéon del volumen es
parcial y en soluciones de baja hiposmolaridad la recuperacion del volumen es total.

Los osmolitos involucrados en el DRV en neuronas son esencialmente los
mismos que en la mayoria de las células animales (el K*, el CI, los aminoacidos y el
myo-inositol ). Los cursos temporales de los flujos de los aminoacidos en las
neuronas son rapidos y muy parecidos al curso temporal del DRV. La liberacion de
aminoacidos libres, muestra una alta sensibilidad a disminuciones en la osmolaridad
del medio externo (Pasantes-Morales y col., 1993). Reducciones en !la osmolaridad
tan pequefias como del 5-10% son suficientes para estimular la liberacién de taurina
sobre el valor basal observado en condiciones isosméticas (Pasantes-Morales y
Schousboe, 1988). La liberacién del CI' es también muy rapida y sensible a la
hiposmolaridad. Reducciones del 30% en la osmolaridad externa producen un
significante incremento en la liberacion de 1'%° (usado como marcador de Cr),
mientras que los flujos de K* y myo-inositol sensibles a hiposmolaridad muestran un
pequeno retardo, pero su liberacién también ocurre en pocos minutos (Sanchez-Olea
y col., 1993a; Strange y col., 1993; Gonzalez y col., 1995). La liberaciéon de potasio
es poco sensible a incrementos en el volumen celular producido por la exposicién a
soluciones hiposmodticas. La salida de potasio se incrementa sobre el valor basal
Unicamente con reducciones extremas en la osmolaridad externa (50% o mayores),
mientras que disminuciones de 15 o0 30% no estimulan significativamente la liberacién

espontanea.

El conocimiento acerca de la contribucién de los aminoacidos libres, asi como
del K* y su acompanante el CI' al proceso de regulacién del volumen en células
nerviosas es muy importante debido al papel que juegan los iones inorganicos en el

control del potencial de membrana, por lo que su concentracién intracelular y
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extracelular tiene que estar finamente regulada. La contribucién de los aminoacidos
libres al proceso de regulacidén de volumen es del 54% y de los iones el 46% en un
medio hiposmético de 150 mOsm, lo que sugiere que los osmolitos organicos son
usados preferencialmente sobre los iones inorganicos, como efectores osméticos en
las celulas nerviosas (Pasantes-Morales y col., 1993).

Con base en estos antecedentes y debido al papel predominante que tiene la
movilizacion det CI" en la regulacién del volumen aunado a la posibilidad de que una
serie de osmolitos organicos sean transportados al igual que el CI' por un mismo
canal, hace de especial interés el conocimiento y caracterizacion de la via (canal) de
CI" involucrada en el DRV. El proposito del proyecto se plantea con los objetivos
siguientes:

11




OBJETIVO GENERAL.:
Caracterizar farmacologicamente los canales de cloro activados por el aumento

en volumen celular producido por condicicnes hiposméticas en neuronas en cultivo y
su posible participacidon en el proceso de movilizacion de osmolitos organicos.

Objetivos especificos:

I. Examinar la sensibilidad del proceso de regulacién de volumen ( DRV ) a los
inhibidores de los canales de CI” en las neuronas de cerebelo en cultivo.

. Determinar la importancia relativa de los flujos de 1'® (utilizado como marcador de
CI") activados por hiposmolaridad.

Ill. Examinar la similitud y sensibilidad a los inhibidores de canales de CI" sobre los

flujos de 1'*® y de la [H]-taurina ( como representante de los osmolitos organicos ) en

respuesta al incremento del volumen celular producido por la condicién hiposmética.
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RESULTADOS

.- Caracterizacion farmacolégica de los flujos de CI activados por_ el

incremento en volumen celular.

Los métodos y los resultados de esta parte del trabajo se describen con

detalle en la publicacién que se anexa.
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Cl channel blockers inhibit the volume-activated
efflux of Cl and taurine in cultured neurons

R. SANCHEZ-OLEA, M. MORALES, O. GARCIA, AND H. PASANTES-MORALES
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad National Auténoma de México,

Mexico 04510 DF, Mexico

Sdnchez-Olea, R., M. Morales, Q. Garcia, and H,
Pasantes-Morales. Cl channel blockers inhibit the volume-
activated efflux of Cl and taurine in cultured neurons. Am. /.
Physiol. 270 (Cell Physiol. 39): C1703-C1708, 1996.—The
effects of the Cl channe! blockers 5-nitro-2-(3-phenylpropyl-
amino)benzoic acid (NPPB), 1,9-dideoxyforskolin (DDF), di-
pyridamole, and niflumic acid and of the polyunsaturated
fatty acids arachidonie, linolenic, and linoleic acids on regula-
tory volume decrease (RVD) and associated '25] and [*H]tau-
rine fluxes in cultured rat cerebellar granule neurons were
examined. Dose-response curves of NPPB, DDF, and dipyri-
damole showed 20-100% inhibition of RVD and osmolyte
fluxes. Niflumic acid was less potent, requiring 150-600 pM
to show effects of this magnitude. The polyunsaturated fatty
acids (5-20 uM) inhibited 80-90% RVD and osmolyte fluxes,
with arachidonic acid exhibiting the most potent effect. The
volume-associated taurine efflux was somewhat higher in
younger neurons, but the pharmacological sensitivity was
essentially the same in immature and mature cells. The
effects of ali tested drugs on %[ and [*H]taurine fluxes were
remarkably similar, indicating a close pharmacological sensi-
tivity of the transport mechanism for the two osmolytes. This
is in line with the suggestion of a common pathway for the
volume-associated release of Cl and amino acids functioning
as osmolytes. *

chloride channels; volume regulation; polyunsaturated fatty
acids; cerebellar neurons

CELL VOLUME RECOVERY that occurs subsequent to sweli-
ing in hyposmotic solutions is a widespread phenom-
enon, present in most animal cells. Neurons in culture
also possess this ability and when exposed to hypos-
motic solutions respond by an initial, rapid swelling
phase followed by a volume regulatory process by which
cell volume decreases toward original levels (18). This
regulatory volume decrease (RVD) is an active mecha-
nism that counteracts cell swelling even when the
hyposmotic condition persists. RVD is accomplished by
extrusion of intracellular osmotically active solutes
through pathways activated by the cell volume change
(4). The inorganic ions K and C! and organic molecules
such as amino acids and polyalcohols serve this func-
tion of osmolytes in most cells, and recent evidence
suggests that this is the case also in neurons (17). The
main components of the amino acid pool in cultured
cerebellar and cortical neurons, i.e., taurine, gluta-
mate, glycine, y-aminobutyric acid, and alanine, are all
released in response to cell swelling and are likely
candidates to participate in RVD. K release is also
activated by cell swelling presumably accompanied by
Cl. Recent evidence suggests that the volume-induced
transport of K and Cl in cerebellar granule cells occurs
via channel-like diffusional pathways, which are sepa-
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rate but interdependent. The cationic pathway is re-
stricted to most cations, except K and Rb. The anionic
pathway, in contrast, is permeable to a large number of
anions including large anions such as benzoate, thiocya-
nate, and sulfate but excludes gluconate (17). RVD in
neurons was found to be inhibited by blockers of Cl
channels such as niflumiec acid, 4,4’-diisothiocyanostil-
bene-2,2’-disulfonic acid (DIDS), and dipyridamole.
The potent effect of these drugs on RVD suggests that
their action may not be restricted to Cl luxes but might
also affect the corrective fluxes of other osmolytes,
including amino acids, which are also released from
neurons via a diffusional pathway (23), and similarly
affected by DIDS (23). This possibility was examined in
the present work investigating the effect of Cl channel
blockers on RVD and on the swelling-stimulated
[*Hltaurine and !25] efflux (as tracer for Cl).

MATERIALS AND METHODS

Materials. Fetal calf serum and penicillin/streptomycin
were obtained from GIBCO (Grand Island, NY). Poly-L-lysine
(mol wt >300,000), trypsin, soybean trypsin inhibitor, deoxy-
ribonuclease, and fatty acids were from Sigma Chemieal (St.
Louis, MO). Cl channel blockers niflumic acid, dipyridamoie,
1,9,-dideoxyforskoline (ODF), and DIDS were also from Sigma,
and 5-nitro-2-(3-phenylpropylaminc)benzoic acid (NPPB) was
from Research Biochemicals International. All radiolabeled
chemicals were obtained from New England Nuclear. 1251 (370
mCi/ml) and [*H]taurine (21.9 Cifmmol) were used for release
experiments. Antibodies against neuron-specific enclase and.
glial fibrillar acidic protein {(GFAP) as well as their correspond-
ing fluorescein isothiocyanate-conjugated secondary antibod-
ies were from Dakopatts, Dake (Carpinteria, CA). All other
chemicals were of the purest grade available from regular
commercial sources.

Cell cultures. Primary cultures of cerebellar granule neu-
rons were obtained as previously described by Moran and
Patel (14). Briefly, the dissociated cell suspensions from
cerebella of a 7-day-old rat were plated at a density of 225 X
10° cells/cm? in plastic dishes previously coated with poly-L-
lysine (5 pg/ml, mol wt >300,000), and cytosine arabinoside
(10 1M) was added to the culture medium at ~2¢ h after
seeding. The culture medium consisted of basal Eagle’s
medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum, 2 mM glutamine, 50 U/ml penicillin, and 50 ng/mi
streptomycin. The culture dishes were incubated at 37°C in
humidified 5% CO0,-95% air atmosphere. The enrichment of
cultures in neurons was determined using polyclonal antibod-
les against neuron-specific enolase and GFAP, and staining
was determined by immunofluorescence. The proportion of
neurons in these cultures waa 95-97% and that of elial cells
wag estimated as 2—4%. Neurons were used at 1-% days in
vitro (DIV; days in culture),

Volume measurements. Volume changes were followed as
previcusly described by Pasantes-Morales et al. (18). Cells
cultured for 1-2 days were detached by treatment for 3 min

C1703




C1704

with phosphate-buffered saline (Sigma) without calcium and
containing 1 mM EDTA and 0.01% trypsin. The detached cells
were mixed with the same volume of serum-containing me-
dium &: J then centrifuged and resuspended in experimental
media as indicated for each experiment. Immediately after
this, a sample of the cell suspension was diluted ~ 100-fold
with the experimental media, Exactly 1 min later, cell volume
was measured at the indicated times by electroninc sizing
using a Coulter counter {model ZF} associated to a Coulter
channelizer (mode] 256). Mean ce!] volume was calculated ag
the median of the distribution curves. Results were expressed
as relative volume, i.e., the change with time over the initial
volume recorded in isosmotic medium. In some experiments,
results were expressed as percentage of RVD, i.e., the recov-
ery of cell volume between minute I (maximal volume) and
minute 15.

FHltaurine and %] efflux. The release of osmolytes acti-
vated by hyposmolarity was measured in cells in monolayer
using two different experimental protocols. In the first proto-
col, cells loaded with [*Hltaurine (1 pCi/ml; 1 h) were washed
three times (5 min each) with isosmotic medium containing
(in mM) 135 NaCl, 5 KCl, 0.6 MgS0,, 1 CaCl,, 10 glucese, and
10 N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid
(pH 7.4). Ater washing, taurine efflux was subsequently
measured in a 5-min period in isosmotic and hyposmotic
medium (50%). At the end of the experiment, cells were
solubilized with 0.4 N NaOH, and [*H}taurine was measured
in a liquid scintillation counter. The counts present in all
fractions and those remaining in cells at the end of the
experiment were added to obtain the total counts (100%) used
for calculations. Efflux was calculated as percent tracer
released in isosmotic or hyposmotic medium, and, in most
cases, results were expressed as net stimulated release, i.e.,
the difference between these two values.

A second protocol was used for 1251 efflux. Cells loaded with
125] (2.0 pCi/ml; 15 min) were washed four times with
isosmotic medium, and *?°] efflux was sequentially measured
in isosmotic and hyposmotic (50%) media in 20-5 fractions. At
the end of the experiment, cells were solubilized with 1 N
NaQH, and %] was measured in a gamma counter. Efflux
rate coefficients were calculated as described by Venglarik et
al. (25), using the following equation: r = {In(R,) — In(R,)V
(ty — ¢t3), where R; and R, are the percentage of counts
remaining in the cell layer at times I (t;) and 2 (¢;), respec-
tively. In this way, the efflux rate coefficients result from
straight lines drawn between two experimental points. When
the time course is shown, all the efflux rate coefficients are
plotted, but, in some figures, only the maximum value for this
parameter is indicated. In some experiments, [3H]taurine
efflux was measured using this second protocol. No signifi-
cant differences were found on the amount of taurine released
or on the sensitivity to inhibitors. The efflux of [3HJtaurine in
trypsinized neurons was quantitatively similar to that in
neurons in monolayer, and the activation and deactivation
phases were somewhat faster in the trypsinized neurons (18).

Statistical analysis. The statistical significance of the effect
of results was determined by Student’s t-test. Half-maximal
inhibition concentration (ICs;) values, their means, and 95%
confidence intervals were calculated and analyzed by the
GraphPad Inplot Program.

RESULTS

Effect of Cl channel blockers and polyunsaturated
fatty acids on RVD, Swelling and subsequent RVD were
measured in trypsinized neurons. When exposed to
hyposmotic (50%) solutions, neurons rapidly swell,
reaching maximum volume by 1 min after the hypo-
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tonic stimulus. This rapid swelling phase is followed by
a gradual decline of cell volume toward the original
value. The RVD is not complete, and after 15 min, the
cell volume is still >40-45% of the original value, i.e.,
the volume regulation is ~60%. The CI channel block-
ers NPPB and DDF exhibited a strong inhibitory effect
on RVD. DDF (50 pM) reduced volume recovery by 50%.
No further inhibition was observed with higher concen-
trations of the drugs, which appear to induce some
secondary swelling of the trypsinized cells, thus mak-
ing volume measurements less accurate. NPPB exhib-
ited a concentration-dependent inhibitory effect reduc-
ing RVD to 39 and 50% at 25 and 50 uM, respectively
(data not shown), and of >90% at 100 pM (Fig. 1)
Dipyridamole (75 pM) inhibited RVD by 30%. The
polyunsaturated fatty acids arachidonic, linoleic, and
linolenic acid all exhibited a strong inhibitory effect on
RVD. Arachidonic acid showed the most potent effect,
because at a 5 uM concentration, it essentially abol-
ished RVD (Fig. 2). The monounsaturated fatty acids
oleic and ricinoleic acids and the saturated fatty acids
stearic, palmitic, myristic, and arachidic acids did not
modify the volume regulatory process (data not shown).

Effects on %] efflux. Figure 3 shows the osmolarity-
dependent efflux of %3] in 1~2 DIV cerebellar granule
neurons. In isosmotic medium, the efflux rate constant
of 1%] efflux was 0.12 min~'. Decreasing osmolarity by
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Fig. 1. Effect of the Cl channel blockers 5-nitro-2-(3-phenylpropylami-
nelbenzoic acid (NPPB; 100 uM), 1,9-dideoxyforskolin (DDF; 50 uM),
and dipyridamole (DIPYR; 75 uM) on regulatory volume decresse
(RVD) in cerebellar granule neuroms. Cultured neurons were de-
tached by treatment with a Ca?*-free saline containing 1 mM EDTA
and 0.01% trypsin. Cell suspension was centrifuged and resuspended
in Krebs-HEPES medium. At time 0, a sample of cell suspension was
diluted with isosmotic or hyposmotic media with or without indicated
drugs. Cell volume was measured at indicated times by electronic
sizing. Hyposmotic media were prepared by reducing NaCl. Results
are expressed as percentage of increase over isosmotic volume at
indicated times after exposing cells to a 50% hyposmotic medium at
time 0. Mean volume of granule neurons in isosmotic medium was
0.23 = 0.012 pl (»n = 20). Results are means * SE of 4 experiments.
***xP < 0.05, **P < 0.02, *P < 0.001, significantly different from
control.

-



VOLUME-ACTIVATED Cr AND TAURINE PATHWAYS

g0+ Cantrol

451

304 Linolenic

Linoleic

RVD (%)

15+
Argchidonic

[e

Fig. 2. Effect of polyunsaturated fatty acids on RVD in cerebellar
granule cells. Cell volume was measured in cultured neurcns as
described in MATERIALS AND METHODS and Fig. 1. Arachidonic, linole-
nic, and linoleic acids were all present at a concentration of 5 pM.
Results are expressed as percentage of RVD, i.e., percentage of
recovery of cell volume between minute ! {maximal volume) and
minute 15. Values are means = SE of 4 experiments. All results were
significantly different from controls by P < 0.001.

40 or 50% resulted in rapid efflux of %1, and the efflux
rate under these conditions increased to a maximum
value of 0.85 and 1.14 min~!, respectively. Decreasing
osmolarity by 20 or 30% still evoked !?°] efflux with a
significant increase in the efflux rate to 0.19 and 0.39
min-l, respectively. Inactivation of the hyposmolarity-
evoked release of 1251 occurs even when the hyposmotic
conditions persist. The Cl channel blockers NFPPB,
DDF, dipyridamole, and niflumic acid all markedly
inhibited 1251 fluxes stimulated by hyposmolarity in a
concentration-dependent manner, niflumic acid being
the less and DDF the most potent blockers (Fig. 4,
Table 1).
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Fig. 3. Time course of swelling-induced %] efflux in cerebellar

granule neurons. After a 15-min loading period with 51 (2 pCi/ml), .

cells were washed and basal efflux in isosmotic medium was collected
in 20-s fractions. At arrow, isosmotic medium was changed by
hyposmotic media with indicated osmolarity. Results are expressed
as efflux rate coefficients calculated as described in MATERIALS AND
METHODS. Values are means * SE of 8 experiments; SE are repre-
sented by vertical bars when they exceeded size of symbols.
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Fig. 4. Effect of Cl channel blockers on hyposmolarity-induced 121
fluxes in cultured granule neurcns of 1-2 days in culture. Drugs at
indicated concentrations were present in washing medium and
throughout experiment. Definitions are as in Fig. 1. Note that scale
for niflumic acid is different from that for other inhibitors. Results are
expressed as difference between maximum efflux rate coefficient in
hyposmotic medium and that observed in isosmotic medium. Points
are means + SE of 6-8 experiments; SE are represented by vertical
bars when they exceeded size of symbola. All results were signifi-
cantly different from contrals by P < 0.001.
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The polyunsaturated fatty acids arachidonic acid,
linoleic acid, and linolenic acid also exerted a marked
inhibitory effect on volume-activated 2% fluxes, with
about the same potency. A clear inhibition was observed
at 5pM, and at 20 pM, 1?1 efflux was almost completely
inhibited (Fig. 5). Monounsaturated and saturated
fatty acids failed to decrease ' fluxes (Fig. 5). The
potency of the inhibitors tested expressed as ICs, is
shown in Table 1. The maximum value of 125 release
(peak release) was used in all figures except Fig. 3 and
in Table 1. This peak value appears very regularly at

Table 1. Effect of fatty acids and chloride channel
blockers on the release of [PHJtaurine and
125F stimulated by hyposmolarity

1Cs0, uM
[*Hltaurine release 125 release

Drug 1-2 DIV 7-8 DIV 1-2DIV
NFPB 28.1(16=-47) 28.0 (20-39) 3B.6 (15-98)
DDF 38.2 (25-58) 35.8 (23-56) 34.5 (8-145)
Dipyridamole 34.0 (14-84) 63.8 (45-90) 69.9 (40-121)
DIDS 32.8 (22-49) 46.1 (30-70)
Niflumic acid 306.5 (182-517) 321.1 (180-525) 204.3 (59-709)
Arachidonic acid 7.8 (7-8) 5.2(3-8) 5.9 (4-9)
Linolenic acid 7.6 (6-9) 8.8 (7-10) 5.8(3-10)
Linocleic acid 7.1(6-8) 8.9 (7-11) T.4(1-24)

Results are half-maximal inhibitory {ICss) concentration values
{fneane, with 95% confidence interval given in parentheses) of at least
4 replicate experiments, analyzed by the GraphPad Inplot Program.
ICgq values were calculated from inhibition curves of [*H}taurine and
125] pelease induced by 50% hyposmotic medium in presence of
different concentrations of indicated drugs. NPPB, 5-nitro-2-
{3-phenylprepylamino)benzoic acid; DDF, 1,9-dideoxyforakelin; DIV,
days in vitro.
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Fig. 5. Inhibitory effect of polyunsaturated fatty acids arachidonic,
linolenie, and linoleic acids on swelling-stimulated 28] efflux from
cultured granule neurons of 1-2 days in culture. At 20 pM, monoun-
saturated fatty acids oleic (4) and ricinoleic (A) acids as well as
saturated fatty acids arachidic (0) and palmitic (W) acids were
ineffective. Fatty acids were present in washing period and through-
out experiment. Results are expressed as difference between maxi-
mum eflux rate coefficient in hyposmotic medium and that observed
in isosmotic medium. Data are means = SE of 6-8 experiments; SE
are represented by vertical bars when they exceeded size of symbols.
Except for results of arachidic, myristic, oleic, and ricinoleic acids,
which were not significantly different from controls, all other results
were significantly different by P < 0.001.
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1-2 min of superfusion with the hyposmotic medium
(Fig. 3). None of the inhibitors delayed the peak release
time.

Effects on PHJtaurine release. The efflux of taurine in
response to hyposmolarity was followed during matura-
tion of cerebellar granule cells at 1, 3, 5, and 7 DIV. The
release of taurine in isosmotic medium was ~1-1.5% of
the total radioactive taurine pool, and this figure was
essentially the same in neurons of different days in
culture (Fig. 6). Taurine release increased markedly,
and the peak release was reached 1-2 min after the
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Fig. 6. Effect of hyposmotic swelling on [*Hltaurine release in
granule neurons of 1, 3, 5, and 7 days in vitro (DIV). [*H]taurine efflux
was sequentially measured in isosmotic and 50% hyposmotic media
at 1-min intervals for 15 min. Results shown are expressed as
percentage of tracer released at each sample collection. Results are
means * SE of 4-8 experiments. Results at 5 and 7 DIV were
significantly lower than those at 1 and 3 DIV (* P < 0.001}.
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hyposmotic stimulus. The efflux then decreased to the
baseline. The time course of [*H]taurine release upon
exposure to hyposmotic (50%) solutions was similar in
neurons of various days in culture. The amount of
[*H]taurine released was somewhat higher in younger
{65% in 5 min) than in older neurons (54% in 5 min)
{Fig. 6). Taurine efflux stimulated by hyposmolarity
was markedly inhibited by Cl channel blockers. Figure
7A shows the concentration-dependent inhibition of
taurine efflux by NPPB, DDF, dipyridamole, and niflu-
mic acid in neurons of 1-2 DIV. The potency order of the
Cl channel blockers in these neurons was similar to
that observed on 1251 fluxes. DDF was the most potent
and niflumic acid the least potent of the drugs exam-
ined (Table 1). The effect of these inhibitors in neurons
of 7-8 DIV is shown in Fig. 7B. As for neurons of 1-2
DIV, all drugs markedly inhibited the hyposmolarity-
induced taurine release. No significant difference was
observed in the potency of the Cl channel blockers in
immature and mature neurons with exception of dipyri-
damole, which was slightly more potent in immature
neurcns (Fig. 7, A and B, Table 1). A strong inhibitory
effect of polyunsaturated fatty acids on taurine release,
similar to that exhibited on %] fluxes, was observed on
taurine efflux in neurons of 1-2 DIV (Fig. 84). As for
the other Cl channel blockers, the polyunsaturated
fatty acids were also effective inhibitors of taurine
efflux on neurons of 7-8 DIV (Fig. 8B). The potency of
the inhibitors tested expressed as ICs, is shown in
Table 1.

r

DISCUSSION

Activation of an anion permeability is the main event
in the response of cerebellar neurons to cell volume
inerease. Whereas in isosmotic conditions Cl permeabil-
ity is restricted, it dramatically increases upon swelling
and dominates the membrane conductance, making
K efflux rate limiting for Cl and water efflux and
consequently for RVD (17). This is demonstrated by the
acceleration of RVD in the presence of gramicidin (17).
These results emphasize the importance of the Cl efflux
pathway in the mechanism of cell volume regulation in
cerebellar neurons. If, moreover, as discussed later, this
Cl pathway appears also to carry other osmolytes, the
characterization of this pathway is of particular inter-
est to understand the mechanism of RVD.

Cl channels activated by hyposmolarity have been
identified in a large variety of cell types, and some of
them have been recently cloned (3, 7, 19, 24). These
channels are voltage dependent, outwardly rectifying,
and exhibit a greater selectivity for I over Cl. The
volume-activated Cl channels in all cell types examined
are inhibited by NPPB and DDF (6). Other potent
blockers of Cl channels are the polyunsaturated fatty
acids arachidonic, linoleic, and linolenic acids (5, 11,
15).

The present results showed remarkable similarities
in the sensitivity of [*H]taurine and 1251 efflux activated
by hyposmolarity to & number of compounds with
known actions as Cl channel blockers. This susceptibil-
ity of taurine fluxes to Cl channel blockers was first
suggested by the inhibitory effect of DIDS reported in a
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variety of cells (8, 13). The inhibitory effect of niflumic
acid on taurine efflux was first described in skate red
blood celis (2). More recently, inhibition of taurine
release by these and other Cl channel blockers has been
reported in astrocytes (6, 22), in Chinese hamster ovary
cells (21), and in flounder erythrocytes (2). In these two
latter cell types, parallel studies have been made on the
effect of Cl channel blockers on taurine and Cl fluxes
(traced as 1251).

In the present work, niflumic acid, dipyridamole, NPPB,
and DDF all inhibited RVD and concomitantly exhib-
ited inhibitory actions on [H]taurine and 25] efflux
from cerebellar granule neurons. In a previous study,
we found EVD in granule neurons to be less sensitive to
dipyridamole. In the present work, dipyridamole was
found consistently more sensitive than niflumic acid
and less sensitive than NPPB and DDF in both RVD
and osmelyte fluxes (Fig., 1, Table 1). We have no
explanation for the higher sensitivity to dipyridamole
shown by granule neurons in the present study.

An interesting finding is that polyunsaturated fatty
acids are strong inhibitors of RVD and of the volume-

A B

[Inhibitor] uM

stimulated taurine and %] efflux from neurons. In fact,
polyunsaturated fatty acids are the most potent block-
ers of RVD and osmolyte fluxes so far described. Fatty
acids are known to directly modulate conductance
through a number of ion channels (5, 15). In general,
cationic channels are activated and anionic channels
are inhibited by fatty acids {5, 15). This effect does not
appear to be mediated by metabolic intermediates of
the arachidonic acid metabolic cascade (12) but rather
seems a direct efféct on the volume-activated condue-
tance. The similar sensitivity of taurine and 25 fluxes
to polyunsaturated fatty acids supports the suggestion
of a common pathway for these two osmolytes in
neurons.

The permeability pathway suggested for osmolyte
fluxes is a nonselective anion channel; negatively charged
as well as neutral amino acids may be transported
through this channel. Evidence in support of this
notion came first from a study by Banderalli and Roy
(1) in Madin-Darby canine kidney cells in which they
could detect currents carried by amino acids through an
outwardly rectifying anion channel activated by hypos-
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Fig. 8. Inhibitery effect of polyunsaturated
fatty acide arachidonie, linolenic, and linoleie
acids on swelling-induced [*H]taurine efflux
in neurons of 1-2 days in culture (A} and in
neurons of 7-8 days (B). [*Hltaurine efflux
was sequentially measured in isosmotic and
50% hyposmotic media during a 5-min period.
Results shown are expressed as difference (in
%) between isosmotic and hyposmotic media
and are means = SE of 6—8 experiments; SE
represented by vertical bars when they ex-
ceeded size of symbols. Except for results of
oleic (4) and ricinoleic acids (A), and first
point in curve of effect of arachidonic acid in A,
which were not significantly different from
controls, all other results were significantly
different by P < 0.001.
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molarity. Taurine was the most permeable, showing a
permeability ratio for taurine to Cl (Pyurine/Pcy} of 0.43.
This was also confirmed in astrocytes by Jackson and
Strange (6). They found an anion channel activated by
hyposmolarity, blocked by NPPB and DDF, and out-
wardly rectifying, which is permeable to taurine with
Paurine/Pcy of 0.2, The present results showing a close
coincidence of the inhibitory effect of a number of Cl
channel blockers on taurine and 251 fluxes activated by
swelling in neurons enlarge the body of evidence,
suggesting a close relationship between taurine and Cl
fluxes associated with cell volume regulation. Several
possible explanations for this relationship can be envis-
aged: I) taurine and Cl fluxes permeate through the
same channel; 2) taurine efflux occurs via an anionic
channel-like pathway, different from that carrying Cl
fluxes; 3) taurine and Cl fluxes are transported by
different pathways but are so closely interconnected
that inhibition of Cl fluxes conveys a subsequent inhibi-
tion of the taurine pathway as well; and 4) the inhibi-
tors affecting Cl and taurine pathways are acting on a
sensor, signal, or transduction mechanism responsible
for activating the different pathways for the various
osmolyte fluxes.

The ability of cells to respond to changes in cell
volume induced by swelling by an active volume regula-
tory process seems to be a well-preserved function of
animal cells. Even highly specialized cells such as
neurons exhibit this phenomenon. The present resuits
showed that RVD and its associated osmolyte fluxes are
present in cerebellar neurons since an early stage of
maturation. If one uses the efffux of taurine as marker
for the volume-stimulated osmolyte fluxes, it could be
assumed that the regulatory osmolyte fluxes persist
after neuronal differentiation with essentially the same
basic properties and pharmacological sensitivity. This
suggests that the adaptive response to cell volume
changes is an intrinsic property of neurons as it is in
other less specialized animal cells.
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Il. Investigacion del efecto de los intermediarios metabélicos del acido

araquiddnico sobre el DRV y los flujos de osmolitos.

El acido araquiddnico (AA} es un intermediario clave en el metabolismo
celular. Se libera de la membrana plasmatica en respuesta a un estimulo
quimico (hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento, antigenos y
otros estimulos). Los mecanismos responsables de esta liberacion incluyen : (a)
la activacion de la fosfolipasa A; (PLA;), (b) la accién secuencial de la
fosfolipasa C (PLC) y la lipasa de diacilglicerol, (c) la activacién de la
fosfolipasa D (PLD).

Como se discutira mas adelante, el AA y otros acidos grasos pueden modular
ya sea directamente o a través de los intermediarios de la cascada metabélica
del AA, la actividad de diferentes tipos de canales presentes en la membrana
plasmatica de las células (Meves, 1994) (Ver Tabla 2).
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Tabla 2. Regulacién de la actividad de canales i6nicos por el 4cido araquidénico.

Tipo de canal y Efecto Concentracién Método Mecanismo Otros acidos grasos. Referencia
preparacién (UM} OL MI PA ES
Canales de Na*
Axan gigante de inhibicidn 30-500 Perfusion  Det. Takenaka (1987)
calamar
Musculo esquelético  activacion 1-20 Pipeta * Wieland (1992)
de vertebrados inhibicién 5-10 Bafo
Neuronas del inhibicton 10 Directo Fraser (1993}
Estriado
Canales de Ca®
Célutas piramidales  inhibicién 10-100 PKC Keyser (1990)
de hipocampo
Células GH3 activacion 1 Vacher (1989)
inhibicién 10-50 Kormand (1991)
Células NG108-15 inhibicion 25-50 Directo Scmitt (1994)
Células PC12 inhibicion 5 Rittenhouse {1993)
Musculo liso de inhibicion 10-30 Directo Shimada (1992)
Intestino
Musculo ventricutar activacion 3-30 Det. * Huang (1992)
Canales de K'
Rectificadores
Salientes
Células piramidales activacién ~ 10-100 selfo con el Directo Premkumar (1990)
del hipocampo interior
expuesto
inhibicién 10-100 Keyser (1990)
Neurgnas neocorticales activacion 50 Met (icic) Zona (1993)
Células GH3 inhibician 1 Vacher (1989)
Musculo liso det inhibicién 10 Shimada (1992}
intestino
Musculo liso gastrico  activacion 10-100 Célula Directo 0 Ordway (1989)
completa
sello interior expu-
esto y exterior
expuesto
Iy Trasientes salientes
De K*
Neuronas simpaticas  inhibicién 2-100 Directo Villarroel (1993)
de rana
Células de insulinoma  activacién 5-20 PKC 0 Muller (1992)

El efecto se refiere al causado por el &cido araquidénico (AA). Otros acidos grasos se refiere a; OL, oléico; MI, miristico; PA,
palmitico; ES, estedrico. El * indica que e! acido graso mimetiza el efecto del AA. El 0 indica que el &cido graso no mimetiza el
efecto det AA. Mecanismo: Det. Datergente, mediado por PKC o por metabolitos de tas vias de la lipo-oxigenasa o de la ciclo-

oxigenasa.
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Tabla 2. Regulacién de la actividad de canales iénicos por el acido araquidénico.

Tipo de canal y Efecto Concentracién Método Mecanismo Otros Acidos grasos. Referencia

preparacién (UM ) OL MI PA ES

Canales da K+

Muscarinico

Células atriales activacion 50 Céluia adherida Met (iip) Kurachi (1998)
activac!én 50-100 Célula adherida Met {lip) Kim (1989)
activacion 20 Met {lip) Scherer (1850)
inhibicién 20 Met )cic) Scherer 1990)

Neuronas de Aplisia activacion 4-50 Microelectrodos Met (lip} Piomelli (1987)

Canales de CI’

Epitelio inhibicién 1-25 sello interior Directo * 0 0 Hwang (1990)
inhibicién 5-100 expussto Directo hd 0 0 Anderson (1990)

Células parietales

gastricas activacion 10 Met (cic) Sakai (1992)

Receptores de glutamato

Ligados a canales

Receptor-NMDA activacion 0.5-1.0 Directo Miller (1992}

Receptor-AMPA, inhibicién 5 Miller (1993)

Recoptores de GABA

Ligados a canales

Sinaptosomas inhibicién 2-200 captura de C/™ . 0 0 Schwartz (1992)

Corticales

Uniones estrechas

Glandulas lagrimales inhibicién 25-100 Doble parche Directo * Giaume {1989)

Corazén inhibicién 1-100 Doble parche Directo Schmilinsky (1990)

El efecto se refiere al causado por el acido araquiddnico (AA). Otros acidos grasos se refiere a; OL, oléico; MI, miristico; PA,
palmitico; ES, estedrico. El * indica que el dcido graso mimetiza el efecto del AA. EI 0 indica que no mimetiza el efecto del AA.

Mecanismo: Det, efecto de detergents, mediado

oxigenasa.

por PKC o por metabolitos de iasvias de lipo-oxigenasa o de la ciclo-

El AA tiene un metabolismo complejo que puede derivarse a través de varias

vias que dan origen a diferentes productos, estas vias estan representadas en la

figura 3.

El metabolismo del AA inicia con su movilizacién a partir de los fosfolipidos

de la membrana como se mencioné anteriormente y continiia con una serie de
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reacciones oxidativas secuenciales. Son tres las enzimas que estan implicadas
en el metabolismo del AA: la prostaglandina sintetasa-H (PGH), también

llamada ciclo-oxigenasa, la citocromo P-450 y diferentes lipoxigenasas.

Via de la ciclo-oxigenasa.

La prostaglandina sintetasa-H (PGH) metaboliza al AA produciendo
prostaglandinas. La sintetasa-PGH tiene actividad de ciclo-oxigenasa vy
peroxidasa. Por medio de su actividad de ciclo-oxigenasa inserta 2 oxigenos
dentro del AA dando como resultado la formacion de prostaglandina-G, (PGG,),
mientras que en su actividad de peroxidasa reduce a la PGG; a prostaglandina-
Hz (PGH>). La aspirina y la indometacina inhiben la actividad de ciclo-oxigenasa
y no la de peroxidasa.

El AA es el substrato preferencial para la ciclo-oxigenasa, pero también el
acido dihomo-y-linclénico y el acido eicosapentaenoico (EPA) pueden ser
convertidos a prostaglandinas. Los endoperdxidos son inestable a pH fisioldgico
y a la temperatura, por lo que se consideran el paso limitante en la formacién de
otros productos. Los endoperéxidos pueden ser convertidos enzimaticamente a
prostaglandina-i; (PGly) y tromboxano-A; (TXAz), tromboxano-B; (TXB;), o a
prostaglandina-E; (PGE,) y prostaglandina-D (PGD).

Via de las lipoxigenasas.

En células de mamifero existen tres diferentes isoformas de lipoxigenasas ;
la 5-lipoxigenasa (5-LIP), la 12-LIP y la 15-LIP, que catalizan la incorporacion de
oxigeno dentro del AA en las posiciones 5, 12 y 15 respectivamente.

Los productos iniciales de cada una de las reacciones llevadas a cabo por
cada ‘una de las lipoxigenasas son los dacidos 5, 12 y 15 hidroperoxi
eicosatetranoicos (5-HPETE, 12-HPETE y 15-HPETE). Los acidos 5-HPETE,
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12-HPETE y 15-HPETE posteriormente se reducen a acidos hidroxi
eicosatetranoicos 5, 12 y 15 respectivamente (5-HETE, 12-HETE y 15-HETE).
De manera alternativa, el acido 5-HPETE puede convertirse a un intermediario
| inestable, el LTA,, el cual se convierte a leucotrieno-By (LTB4) por accion de la
hidrolasa LTA, citosélica o, si el LTA, es conjugado con la glutation (y-glutamil-
cistoinil-glicina) por una glutation-S transferasa, puede formar leucotrieno-Cy

(LTC.). La pérdida secuencial de un residuo de acido glutdmico y de una glicina
' del LTC, da lugar a la formacién de leucotrieno-Dy  ( LTD.) y del leucotrieno-E4
(LTE,) respectivamente?

Las enzimas glutation-S transferasa, la glutamil-transferasa y la cistanil-
glicidasa, son enzimas que estan localizadas la membrana plasmatica, lo cual
sugiere que el LTD4 se libera directamente al espacio extracelular.

Via del citocromo P-450, “epoxigenasa”.

En esta via el AA es metabolizado a productos oxigenados tales como los
HETEs, los epoxidos (EETs). Estos productos oxigenados posiblemente regulan
el transporte renal y ocular actuando sobre la ATPasa-Na*-K* y ademas regulan
la actividad de las plaquetas de la sangre y otras células.

Los mecanismos de accion del AA sobre los canales idnicos considerados
hasta ahora son: 1) la interaccién directa del AA con el canal (Giaume et al.,
1989; Orway et al., 1989), 2) modulacion de los canales por los productos de su
metabolismo del AA como el LTD, (Mong et al., 1988; Mong et al., 1987), 3) la
modulacion por parte del AA o de sus metabolitos de proteinas G
incrementando el calcio citosélico, el cual a su vez puede tener efecto sobre
canales idnicos de manera directa (Vacher et al., 1989) o indirecta mediante la
activacion de proteinas cinasas (Muller et al., 1992 ) y subsecuentes reacciones

de fosforilacién.




Efecto de los inhibidores de las vias metabédlicas del AA sobre los
osmolitos y el DRV.

La posibilidad de que el efecto inhibidor del AA sobre el DRV v la liberacion
de *{H]taurina y "1 estimulada por hiposmolaridad (50%) que se describe en la
publicacién aneva estuviera mediado a través de la accion de sus productos
metabdlicos se investigé el efecto de algunos bloqueadores de ias tres vias
metabdlicas del AA sobre el DRV, y en la liberacion de los osmolitos sensibles a
cambios en volumen. Los farmacos utilizados fueron los siguientes: Ia
esculetina y el acido nordihidroguaiarético (NDGA), que son inhibidores de la
via de las lipoxigenasa, la indometacina que inhibe la via de la ciclo-oxigenasa;
la metirapona y la naftoflavona que son inhibidores de la via del citocromo P-
450. El efecto de estos compuestos sobre el DRV se examind tanto en
ausencia como en presencia del AA. Estos experimentos se hicieron con el fin
de investigar , si la inhibicién observada del DRV se debié al AA por si mismo 6
bien, si la inhibicién se debid a la presencia de alguno de los metabolitos del
AA. Sj la inhibicion del DRV es através de la formacién de algtin metabolito del
AA entonces, el bloqueo de la via deberia de prevenir su accién. En la tabla 3
se muestra que con excepcion del NDGA, ninguno de los bloqueadores

. utilizados afectd el DRV. Asimismo, agregados simultaneamente con el AA,

ninguno de ellos fue capaz de prevenir la accion inhibidora del acido graso. La
naftoflavona, un bloqueador de la via del citocromo P-450, usada en
combinacién con el AA, produjo un dafio celular evidenciado por un incremento
notable en el volumen de las células (no se muestran). El inhibidor de la via de
las lipoxigenasas, el NDGA, tuvo un efecto inhibitorio per se sobre el DRV y por
ello no se procedid a examinar su accidn en presencia del acido araquidénico
(Fig. 4).
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Tabla 3. Efecto de los inhibidores de las vias metabdlicas del dcido araquidénico sobre
la liberacion de los osmolitos y el DRV, inducida por hiposmolaridad en neuronas

granulares de cerebelo en cultivo.

Liberaciéon de

Constante de liberacién

Condicion DRV (%) *[H)-taurina (%) I'%, (min™)
Control 563+ 1.64 37.8+1.32 1.282+ 0.05
Indometacina (50puM) 49.5+440 3592+ 1.54 1.148 + (.28
Esculetina (100uM) 55.1+1.89 3599+ 2.35 0.802 + 0.04
NDGA (10uM) 42.0+0.00 4040 + 1.88 1.210 £ 0.05
Nafiloflavona (25uM) 564+ 1.56 3222+0.69 1.263 + 0.02
Metirapona (100pM) 27.8£2.00 28.74£6.73 1.429 + 0.09
Araquiddnico (SuM) 1504 1.99 424 +0.84 0.916 £0.05
+ Esculetina 7 10.4 +2.10

+ Metirapona 0

+Indometacina 272+ 1.18

Los datos del DRV representan el % de volumen recuperado en 15 min. Las neuronas en
cultivo fueron tratadas en un medio salino sin calcio y con tripsina. En el tiempo cero una
muestra de (a susbensién celular fue diluida alrededor de 100 veces con medio isosmdético o
hiposmdético al 50% conteniendo el AA y los inhibidores a las concentraciones indicadas.Para la
liberacion de los osmolitos las neuronas en cultivo fueron incubadas con °H taurina y "1 y
preincubadas 10 min con los diferentes inhibidores. La liberacion de 3H taurina fue calculada
como porcentaje de la radioactividad liberada en medio isosmético e hiposmético y los
resultados fueron expresados como la liberacién méaxima estimulada, i.e., la diferencia entre
estos valores. Los datos de la liberacion de '®| son expresados como la liberacién en medio
isosmaético y el maximo valor en medio hiposmatico. Los datos son el promedio £ ES de 8-10

determinaciones.
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El efecto del NDGA sobre el DRV en neuronas de cerebelo.
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Efecto del acido araquidénico sobre la liberacién de K* estimulada por el
aumento en volumen. '

En la publicacion que se anexa, se muestran los resultados de una
importante accién inhibidora del AA sobre los flujos de CI' y de 3[H]- taurina. En
esta parte del trabajo se investigo el efecto del AA sobre los flujos de K*
estimulados por el incremento en volumen. Esta investigacion puede indicar,
por una parte, si el efecto del AA se esta ejerciendo Unicamente en la via
aniénica — que como se describid, parece ser también la que transporta a los
osmolitos organicos — o bien que el AA pudiera estar afectando a algun otro
factor dentro de ia secuencia sensor - activador — efector.

Los flujos de **Rb usado como marcador de K*, los cuales también
contribuyen de maneré importante al DRV podrian ser afectados por el AA y
otros acidos grasos poli-insaturados. Los canales de K* activados por calcio por
lo general son activados por el AA y otros 4cidos grasos al igual que los canales
de K* de alta conductancia presentes en células cardiacas atriales. Sin embargo
aun no se ha descrito el efecto del AA en corrientes o flujos de K* relacionados
con el cambio en volumen celular. Contrastando con el potente efecto inhibitorid
que muestran los acidos grasos poli-insaturados sobre la liberacién de 3[H]-
taurina y '®°|, el AA en ninguna de las concentraciones utilizadas (10 y 20 uM),
afectd la liberacién de ®Rb inducido por hiposmolaridad, aunque si se observo
un incremento significantivo en su liberacion en condiciones isosméticas (Fig.
5).
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DISCUSION

1.- Caracterizacién farmacolégica de los flujos de CI" activados por volumen en
las neuronas del cerebelo.

Se ha demostrado que la moviiizacién de CI' y K* tiene lugar a través de vias
electrogénicas y que en este proceso no participan los cotransportadores
electroneutros. Esta interpretacion quedé confirmada en el trabajo presente, en el que
se demostré por una parte, que los bloqueadores de canales de CI tienen una
profunda accion inhibidora sobre los flujos de CI" activados por hiposmolaridad y por
otra, y consecuentemente, que farmacos inhibidores muy especificos de los
cotransportadores electroneutros, no ejercieron ninguna influencia sobre la salida de
CI" estimulada por un incremento en el volumen en las neuronas.

Los resultados de este trabajo muestran que !a sensibilidad farmacolégica de
los flujos de CI" y taurina asociados al DRV en las neuronas es similar a la que se
encontrd previamente en los astrocitos. Los compuestos con actividad como
bloqueadores de canales de CI'; NPPB, DDF, tamoxifen, 4cido niflimico y dipiridamol
inhibieron los flujos correctores de CI y taurina en las neuronas estimuladas con un
medio hiposmético, esencialmente con la misma potencia que en los astrocitos. La
razon, en parte, puede ser la relativa inespecificidad de los inhibidores disponibles
hasta ahora. Por ofra, es posible que este mecanismo de movilizacion de los
osmolitos sea una caracteristica muy conservada, con propiedades similares en los
distintos tipos celulares.

Un hallazgo importante en el presente trabajo fue la identificacion de lo que
parece ser un efecto directo de los acidos grasos insaturados scbre la via de
movilizacién del CI' . Estos compuestos mostraron un efecto inhibidor muy potente
sobre el DRV y en este estudio se demostré que esta accién se debe a la inhibicion
de los flujos de Cl' y de aminoéacidos, mientras ‘que la via de movilizacion del K* no se

afecta. Esta observacion es interesante por varias razones, entre ellas porque puede
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dar informacién sobre los mecanismos de activacién de estos canales, que es un

aspecto en el que poco se ha avanzado. Los posibles mecanismos de accion de los
acidos grasos insaturados incluyen los siguientes ;

1. Una accién inespecifica como detergente, aiterando la organizacion membranal.
Un efecto de esta naturaleza es comun a los acidos grasos tanto saturados como
insaturados, y puesto que la accion inhibidora sobre los flujos de CI se presenta sélo
en el caso de los poli-insaturados, esta interpretacion queda excluida.

2. Una accidn del acido araquidénico sobre una fosforilacién del canal, mediada por el
sistema calcio/calmodulina. Este efecto parece ser el responsable de algunas de las
acciones de estos acidos grasos sobre canales de Ca?* y de K’. Sin embargo, la
activacion del canal de CI en la mayor parte de las células en las que se ha
examinado, no requiere de una previa fosforilacién. Por otra parte, tanto el DRV como

la salida de CI en las neuronas granulares son procesos independientes de calcio.

3. Una accién a través de la cascada metabdlica del acido araquidonico. Se ha
sugerido que algunos metabolitos de esta via, en particular el LTD,, podrian actuar
como mensajeros para la activacion de los canales de CI en las células asciticas de
Ehrlich.

En las neuronas granulares este no es el caso, como se demostré en las
investigaciones del presente trabajo. La interrupcién por medio de farmacos, de todas
las vias metabdlicas del acido araquiddnico no tuvo ninguna influencia sobre el DRV
o sobre los flujos de CI" . Por otra parte, esta manipulacién del metabolismo del acido
araquidonico tampoco modifico la inhibicion ejercida por el propio acido araquidénico
0 por otros acidos grasos insaturados. Si el efecto de éstos fuera debido a algun
cambio en los niveles de un elemento de las distintas vias metabélicas del acido
araquidénico, al quedar éstas interrumpidas, el efecto inhibidor de los acidos grasos
deberia desaparecer. Esto no ocurrié, sin e_mbarg_o, lo que favorece la interpretacién

de que el efecto de estos compuestos se ejerce directamente.
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4. Un efecto directo sobre la molécula transportadora o sobre los microambientes que
la rodean. Un efecto directo de los &cidos grasos insaturados sobre el propio canal no
puede descartarse y de hecho, algunos acidos grasos insaturados tiene un efecto
directo modulando las propiedades de distintos tipos de canales de K*. Los registros
hechos en parches aislados, excluyen la posibilidad de que los efectos observados
puedan estar mediados por componentes citosélicos. Este tipo de abordaje
experimental no excluye, sin embargo, la posibilidad de que el efecto de los acidos
grasos insaturados se esté ejerciendo a través de una maodificacién en la fluidez de
la membrana.

Los efectos inhibidores de los farmacos ( NPPB, DDF, dipiridamol, acido
niflimico, DIDS, acido araguidénico, acido linolénico y &cido linoléico) sobre la
regulacion del volumen celular (DRV) y sobre la liberacion de los osmolitos
involucrados en dicho proceso (flujos de *H taurina, CI' y K*) utilizados en este trabajo
son muy potentes, lo que pone de manifiesto la importancia de esta via para el
mecanismo corrector del volumen. Los resultados de este trabajo y de otros que le
sirvieron de antecedente, sugieren, de hecho, que ia respuesta inicial de las neuronas
al cambio en volumen, es precisamente la movilizacién inmediata del CI', lo que
produce posiblemente una despolarizacién, aunque esto no se ha medido
experimentalmente. A consecuencia de este cambio eléctrico, podrian activarse
canales de K sensibles a voltaje, produciendo una salida de K* que permite mantener
la electroneutralidad y con ella, la persistencia de los flujos idnicos junto con el agua
osmoéticamente obligada. De hecho, en un estudio paralelo a éste, llevado a cabo en
el laboratorio sobre la caracterizacion de los flujos de K* activados por volumen en
estas mismas neuronas, se observa que el curso temporal de esta via esta
considerablemente retrasado con respecto a la del CI, lo que sustenta esta

interpretacion.
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2. Similitud en la sensibilidad farmacolégica de los flujos de CI" y taurina en las
neuronas granulares del cerebelo.

Una de las observaciones interesantes en este trabajo fue la semejanza
observada en las acciones de todos los inhibidores estudiados sobre los flujos de CI'
y de taurina, tomada ésta como un representante de los aminoacidos que funcionan
como osmolitos. El efecto similar del acido niflimico y dipiridamol sobre los flujos de
CF y taurina activados por volumen, fue descrito por primefa vez en nuestro
laboratorio, en un estudio hecho en astrocitos de cerebelo (Sanchez-Olea y col.,
1993). A partir de esta observacion, se han llevado a cabo estudios electrofisiolégicos
que muestran que la taurina no sélo en forma aniénica, sino también como molécula
neutra, puede permear a través del canal aniénico que se activa por volumen. Se
piensa, entonces, que este canal puede ser muy poco selectivo, permitiendo el paso
no solo de una gran variedad de aniones, sino también de numerosas moléculas
organicas no relacionadas estructuralmente, tales como aminoacidos y poiialcoholes.
En este trabajo la similitud de las acciones de los farmacos empleados sobre los
flujos de CI' y de taurina sélo permite concluir que su movilizacién esta muy ligada,
aungue por el tipo de enfoque experimental, no puede definirse si se trata de la
misma molécula transportadora, de una sefial de activacion coman a las dos vias que
se afecta con los farmacos empleados o bien que existe una interrelacién de manera
muy estrecha, que la supresion de uno de los flujos lleva al bloqueo del otro. Estas
interrogantes no son faciles de aclarar ya que, por una parte, los inhibidores
existentes hasta la fecha no pemmiten discriminar entre los distintos tipos de canales
de CI' y por ofra, los canales de CI' no se han identificado plenamente a nivel
molecular. Las distintas especies moleculares que pueden ser candidatos a actuar
como canales anidnicos -y de osmolitos organicos- activados por volumen, se

describen en la siguiente seccién :
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3. Moléculas que pueden actuar como canales activados por volumen.

(i) El CIC-2 . Es una proteina compuesta de 907 aminodcidos con una masa
molecular de 99 kDa y forma parte de una familia de proteinas de. membrana, que
funcionan como canales de CI ( CIC-0, CIC-1, CIC-3, CIC-4, CIC-5, CICS, CIC-7, CIC-
K1y el CIC-K2 ) ( Brandt y Jentsch, 1995 ). Los analisis de Northern revelan que el
 CIC-2 esta ampliamente distribuido tanto en células de mamiferos como el lineas
celulares y hay evidencia de que el CIC-2 forma por si solo un canal aniénico sensible
a volumen (Griinder y col., 1992). Sin embargo, sus caracteristicas de selectividad
i6nica, farmacolégicas y electrofisiologicas son completamente diferentes de los
canales anionicos rectificadores salientes sensibles a volumen reportados. Se ha
postulado que el papel de este canal de CI' es principalmente mantener el potencial
de membrana.

(ii) La glicoproteina-P. Esta proteina es el producto del gen mdr? y pertenece a la
familia de transportadores ABC (ATP-binding-cassette, es decir presentan una
secuencia consenso para unir ATP) . La expresién de la glicoproteina-P esta sobre
regulada en células cancerosas haciendolas resistentes a drogas citotéxicas al actuar
como bomba de expulsién de las drogas. Ademés de esta funcion se ha sugerido que
puede servir como un canal aniénico activado por hinchamiento y/o como proteina
reguladora del canal. Esta interpretacion ha sido cuestionada por trabajos que
muestran que no existe correlacion entre los niveles de expresién de la glicoproteina-
P y la actividad del canal activado por hinchamiento (McEwan y col., 1992; Rasola y
col., 1994; Wang y col,, 1994, Dong y col., 1994; Kunzelmann y col., 1994; De Greef
y col.,, 1995a,b; Morin y cot., 1995; Tominaga y col., 1995; Viana y col., 1995).

(iii) plcin. Esta protelna tiene 235 aminoacidos y fué clonada originalmente de las
células MDCK (Paulmichl y col., 1992). La plon estd ampliamente distribuida y su
secuencia de aminoacidos estad altamente conservada a traves de las especies.
Cuando esta proteina es expresada en ovocitos de Xenopus genera una

26



conductancia al CI" constitutivamente activa con caracteristicas similares a las del
canal anionico y al de los osmolitos activado por hinchamiento (Strange y col., 1996).
Pauimichl (1892) y Gschwentner (1995) han realizado trabajos que apoyan que esta
proteina podria ser la responsable en el proceso de regulacién del volumen. Sin
embargo, subsecuentes hallazgos por Krapivinsky y col., (1994) demuestran que la
proteina esta principalmente localizada en el citoplasma celular lo cual lleva a la
suposicion de que esta proteina pueda servir como un regulador citosdlico de un
canal enddgeno activado por hinchamiento (Ackerman y col., 1994). Esta hipodtesis es
dificil de reconciliar con los datos originales de Paulmichl y col. (1992) en donde
mutaciones puntuales en la proteina alteran la sensibilidad del canal a la inhibicién
por nucledtidos extracelulares como también las cinéticas y dependencia de Caz‘; del
canal. Paulmichi y sus colegas han descrito resultados preliminares que indican que
aunque la proteina esta normalmente presente en el citosol ésta migra a la membrana
en respuesta al hinchamiento osmético Paulmichl y col.,, (1996) y Strange y col.,
(1996) han propuesto un modelo de “anclaje-insercion” que puede acoplarse a
muchos de los datos obtenidos. Sin embargo, Nilius, Eggermont y sus colegas pone
en duda la asociacién de plc, en la actividad del canal. Ellos han demostrado que la
expresion del plgn de humano difiere de la corriente endogena del ovocitio de
Xenopus activada por hinchamiento (Voets y col., 1996). Estos datos argumentan en
contra de la hipotesis de que el plgn de humano activa (regula) el canal nativo
activado por hinchamiento en los ovocitos. Por otra parte, una corriente con las
mismas caracteristicas como las inducidas en los ovocitos de Xenopus por el plci, de
humano ha sido detectada en ovocitos que expresan otra proteina no relacionada, la
CIC-6 (Buyse y col., 1997). Asl, entonces, |a actividad del canal se ve incrementada
en respuesta a la expresion de proteinas forasteras. Finalmente, se encontr6é que el
plcin de células endoteliales esta presente predominantemente en el citosol, sin
distinguir ninguna alteracién en su distribucién intracelular en respuesta a el
hinchamiento osmético.” Estos datos argumentan encontra de la existencia de plcin

como un canal activado por hinchamiento o como un regulador.
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(iv) La 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. Este es un sistema de intercambiador aniénico
electroneutro (CI/HCO3). Sin embargo, la observacién de que muchos inhibidores
del intercambiador aniénico mediado por la banda-3 inhiben los canales de osmolitos
y el anidnico activado por hinchamiento podria sugerir que la banda 3 podria estar
involucrada en la actividad del canal activado por hinchamiento (Goldstein y col.,
' 1990; Goldstein y Bill, 1991; Garcia Romeu y col., 1991; Motais y col., 1991, 1992).
Sin embargo, se ha reportado que la expresion de ia banda 3 de los eritrocitos de
raton no tiene actividad de canal de osmolitos activada por hinchamiento ni tampoco
un incremento, en la conductancia ni en la permeabilidad de la taurina, a diferencia de
los eritrocitos de trucha expresados en ovocitos de Xenopus (Fiévet y col., 1995).

(v) Fosfolema. Esta es una pequefia proteina de 72 aminoacidos que cuando es
reconstituida en bicapas lipidicas forma canales anidnicos con una aparente
permeabilidad a la forma anidnica de la taurina 70 veces mayor sobre la del CI, lo
que sugiere que esta proteina podria estar relacionada con el transporte de taurina
regulado por volumen (Moorman y col., 1995). Faltan tadavia un estudio detallado de
las caracteristicas funcionales y su grado de similitud con los canales de osmolitos
activados por hinchamiento.

(vi) VDAC. El canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC) es un canal parecido a
una porina y se ha encontrado formando parte de la membrana externa de las
mitocondrias en eucariontes y podria también estar presente en otras fracciones de
membrana plasmatica (Reymann y col., 1995; Junankar y col., 1995). En una reciente
revision por Reymann y col, (1995) hace referencia a una evidencia
inmunotopolégica para la expresion det VDAC en la membrana plasmatica de los
ovocitos de Xenopus y, ademas reporta que el anticuerpo encontra del VDAC de
linfocitos de humano inhibe los flujos idnicos activados por hiposmolaridad en estas
células. Estos datos son consistentes con un-papel para VDAC en la actividad del

canal aniénico/osmqlit_os activada por hinchamiento.
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4. Comentarios finales.

Los resultados de este trabajo con un enfoque farmacolégico, contribuyen de
manera complementaria a la identificacion de las moléculas que pueden estar
actuando como canales de CI' durante el DRV. Junto con los datos obtenidos con
técnicas electrofisiclégicas y de biologia molecular, se puedeh descartar tanto a la
glicoproteina-P como a la Pgn , al menos como moléculas que funcionen
directamente como transportadores, aunque es posible que su funcion esté
relacionada con la regulacion del canal propiamente. El CIC-2, como ya se menciond,
tiene carateristicas muy distintas de las que son tipicas de los canales de CI
activados por volumen. Los intercambiadores aniénicos del tipo de la banda 3 de los
eritrocitos se han descrito en el cerebro, particutarmente localizada en los astrocitos.
No se ha investigado la presencia de una proteina de este tipo en el las neuronas, ni
in situ ni en células en cultivo. El fosfolema, que como se describié con anterioridad,
tiene la peculiaridad de ser notablemente mas permeable a la taurina que al CI,
podria ser un candidato para el transporte preferentemente de los aminoécido§ en
respuesta al cambio en volumen en las neuronas. Esto no excluye, por supuesto, que
existan ademas uno o varios otros canales de CI que tengan a su cargo la
movilizacion de éste y-otros aniones que pueden estar involucrados en la regulacién
del volumen.

Ademas de la caracterizacion molecular de las vias de movilizacién del CI
asociadas a la regulacién del volumen, es muy importante conocer {os mecanismos
encargados de su regulacién. A diferencia de las células no excitables, los
movimientos de CI" a través de las membranas de las neuronas estan implicados en
funciones cruciales para el funcionamiento y la supervivencia de estas células, en
particular en aquellas relacionadas con la modulacion de la excitabilidad cerebral.
Esta circunstancia hace de especial interés el conocimiento de todos los aspectos
relacionados con el manejo del Ci- como osmolito en las células nerviosas. Los
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resultados de este trabajo mostraron, sin embargo, que las caracteristicas del
proceso de recuperacion del volumen, incluyendo los osmolitos involucrados y las
vias de movilizacion no difieren de los que se encuentran en otras células con
caracteristicas muy distintas de las neuronas. Esto confirma que el proceso de
adaptacion a los cambios en el volumen celular es una funcién muy conservada
bioldgicamente, atn en aquellas células con una especializacién muy pronunciada,
como son las neuronas.
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