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Introduccidén

La aembrana plasmética encierra a el contenido celular, mantiene el
medio interno constante y comunica & la células con el medio
cirocundante. Be también un filtro seleotivo a través del cual
orusan adlo oiertas moléoulas, controls la entrada de nutrientes y
1a salida del material de desecho. Las membranas bioldgicas son
bicspas lipidicas gue constituyen una barrera al paso de la mayor
parte de las moléculss hidrosolubles asungue aslgunas sustancias
pueden movilisarse pasando directamente a través de la meabrans
1ipidica. La oontinuidad de la bicapa lipidica se interrumpe por la
presencia de proteinas que conetituyen una importante via
alternativa de paso & través de la membrana celular. La mayor parte
de esas proteinss son proteinas de transporte. Algunas tienen
espacios acuosos y permiten el movimiento iibre de algunos iones y
moléculas, son los canales protefcos. Otras, denominadas proteinas
transportadoras, se unsn s las sustancias a traneportar y, mediante
cambios conformacionsles de las moléculas proteicas, mueven las
sustancias a través de sus intersticios hacia el lado opuesto de la
meabrana. Tanto las proteinas transportadoras como los canales
proteicos son muy selectivos pars el tipo de moléculas o iones a

loe que permiten atravesar la membrans.

Transporte de agua y moléculas insolubles.
Ls meabrana plusadtice de las células tanto animales como vegetales

es muy permsable sl agus, por lo que cuando exista un gradiente
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osmético entre el interior y el exterior de 1la célula, se
observaré&n movimientos netoa de agua.

Bl agua atraviesa a la bicapa lipidica fécilmente pasando en gran
parte directamente a través de los lipidos. Aungque el agua y otras
moléculas muy pequefias sin ocarga pueden difundir f&cilments a
través de la bicapa lipidica, los iones tales como el hidrégeno, el
sodic, el potasio y el cloro, penetran la meabrana =mucho nés
despacio. Mientras Que el movimiento a través de la membrana de
moléculas no oargadas es impulsado por el gradiente de
concentracién, el de los jones sigue un gradiente electroquimico.

Sin embargo, no pueden crusar las memdbranas por un mecanismo de

 difusién ya que pasar{an de un medio dieléctrico alto a uno baje.

La causa de la impermeabilidad de la biocapa lipidica a los iénc- (7]
1a carga eléctrioa de éstos, que impide su movimiento de dos
formas: 1) Por la unidén de miltiples mcléculas de agua, formando
los denoninados iones hidratados, con lo que aumenta su tamafio lo
que restrings su paso por la membrana y 2) més importante ain, la
carga eléctrica de los iones que interactia con las cargas de la
msabrana. Par consiguiente, el transporte de jones por la meabrana
celular sélo sucede en forma significativa a través de ocanales
proteicos (Fushimi, X. y ccls.,1993; Solomon y cols., 1984).

Los canales proteicos son viss acuosss a través de los intersticios
de las moléculas de proteina. La reconstitucién tridimensional por
coaputadora de algunas de astas proteinas ha demostrado canales en
forma de tudbo desde el extremo extracelular al intracelular (Know,

M. H., y cols., 1993,) . Por consiguiente las sustancias pueden
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difundir dirsctamente a travée de eetos canales desde un lado al
otro 4s la mesmbrana.

Los canales tienen selectividad para cationes tales como el sodio,
el potasioc, el calcio, y los protones ¢ a aniones como el cloruroe
y ol biocarbonato. La aotivacién de los canales responds a distintos
tipos de sefiales: algunos canales son sensiblee a cambios d»
voltajs, © a cambios en la concentracién ds un ion, otros son
scdulados por la foeforilacidn por proteinas oinasas activadae por
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) o calcio y otroas son modulados

por tensién en la superficie celular (Grinstein y cols., 19a9%).

Difusiébn y transporte activo.

Bl transporte de moléculas a través de la membrana celular, ya sea
crusando directamente la biocapa lipfdica o bien a través de
proteinas, sucede por medioc de dos procesos bisicos: Aaifusidén
(tandbién denominado transporte pasivo) © transporte activo. La
difusién a través de la membrana celular pusde eer difueién simple
o difusidn tleilipndu. La digultbn simple significa el movimiento
cinético de 1las moléculas y iones a travée de 1los espacios
intramoleculares de la nembrana, ein necesidad de unién a proteinas
transportadoras. lLa velocidad de difusién viene determinada por la
cantidad de sustancia disponible, por la velocidad del movimiento
cinético y por el nimero de aberturae de 1a membrana. La difusién
simple puede suceder siguisndo dos caminos en la membrana celular:
a través de los intersticioca de la bicapa lipidica y atravesando

108 canales acuosos de algunas proteinas de transporte.



1a difusién faoilitada, requiere 1la interaccién de moléculas ©
iones con una proteina transportadora gue los ayuda a crusar la
membrana, peroc a diferencia del transporte activo, este mecanismo
no requiere energia.

BL movimiento de moléculas grandes a través de la meabrana celular
se logra por medio de lclrrﬁldoron © transportadores. Estas
proteinas transportan a las mnoléculas gracias a un cambio
conformacional de tipo similar al que experimentan las enzimas al
interaotuar con el sustrato. Los mecanismos de transporte son de
iitorontou tipos. Puede haber transportadores en los que el flujo
de un sustrato esté acoplado al flujo de otro en direccién
oontraria, por medio de otro acarreador. Cuando el flujo es
necesariamente acoplado se trata de un intercambiador. En el
mecanismo de cotransporte, dos moléculas son transportadas por un
mismo acarreador en una misma direccién y en el contratransporte
las moléculas transportadas se mueven en direccién contraria, perc
asociadas & través del mismo acarreador.

Bn muchos contra y cotransportadores el movimiento de moléculas
osté acoplado al flujo de sodio o hidrégeno en una direcoién que
tiende a disipar su gradiente de conoentracién, generando asi la
energia para el transporte. Bl gradiente de concentracién de sodio

o hidrégeno se logra gracias a un sistema de transporte activo. La

‘energia necesaria para lograr este transporte se obtiene de 1la

ruptura del ATP, del flujo de eleotrones en una reaccién de éxido-
reduccién o de la absorcién de energia de un fotén en bombas

activadas por lus (Stein, 198¢). Muchos de los mecanismos que se



han descrito estén involucrados en el proceso de regulacién del

volumen celular que e¢ el tema de¢ este trabajo.

Regulacién del volumen celular.

La regulacidén del volumen celular ee una propiedad de las célulae
animales, Yy representa la cspaocidad que tiensn las célulae de
adaptarse a cambioe en el volumen, gue puede oocurrir en distintae
situaciones, entre ellas a modificacionse en 1la osmolaridad del
medic circundante. Cuando seto oourre algunos de los componentes
celularee 4e fluidos ciroulatorioe (eangre, linfa y hemolinfa)
eatén cbligados a ajustar su volumen dedido a cambios de ealinidad
de estoe 1igquidos. En la mayor parte de lae eapecies, también las
células que forman tsjidoe poesen seta capacidad de adaptacién
{Noffman, B.,1909; Vancey, P. Y cols., 1982; Guillase, R. 1908).
Bn condiciones isosmbéticas, las células diferenoiadae presentan un
cierto volumen determinado por el linaje celular al que pertsnecen;
e® decir, su volumen esté sn eestado estacionario. Cuando el medio
extacelular ee vuelve hiperosamético, el volumen cslular dieminuye
como consecuencia de la salida de agua intracelular, obedeociendo a
los prinoipioe fieicoquinicoe ya mencionados. Por el contrario, en
un medio extracelular hiposmético, la océlula se hincha por 1la
entrada de agua obligada osmdticaments. En ocualquiera de las
condicionee anteriores, el sumento ¢ disainucién de volumen oelular
o8 una consscuencia direota de 10s flujos de agua que 8010 cbedecen
lae leyes de 1a Samosis, e decir, inicialmente las células se

coaportan como osmémetros perfectos. sSin embargo, se observa una



tendencia a rscuperar el volumen original adn dbajo la persistencias
de la oondioidn anisosmdtica. Esta segunda fase de rscuperacidn
activa del volumsn es lo Qus se conoce como regulacién del volumen
oelular (Olson y cols., 1986¢).

La regulacidn del volumen celular es uan proceso oomplejo gue
implica varios eventos bésicos. En primer lugar, la célula dsbe ser
cepas de detactar los cambios en el volumen; seguido a este svento
debe reaccionar al cambio dstectado iniciando el proceso regulador
que modifique el contenido intracelular de solutos en la direccidén
necesaria para corregir el cambio en volumen; al final debe
rocupcn:'lu volumen inicial y desactivar los mecanismos que se
activaron durante el proceso regulador.

Los sensores encargados de detectar el cambio inicial en el volumen
celular no se han identificado ocon precisiém en ningin tipe
celular, asunque los diversos sistemas de segundos mensajeros
podrian tener este papel. Una variacién en la concentracién
intracelular del calcio o de algin otro de los elementos ds los
sistemas de segundos mensajerocs podria estar dada en foras pasiva,
simplemente por una nmnodificacién en su concentracién como
conssousncia de la entrada de agus. Un sistema de esta naturalesa
quedaria autondticanents inactivado al restaurarse la concsantracién
original por la salida de agua durante el proceso de regulacién del
volumen. Se ha considerado tambien la participacidén de los canales
sensibles al estiramisnto previaments mencionados, aunque la
evidencis experimental que sustentaria esta posibilidad, no es muy

amplia en este momento (Christensen, O. 1987; 1Islas, L. Yy



cols.,1993; Ubl, J. Yy cols.,1980).

La estructura del citossquelsto, qus en todas las células en la que
se ha sxaminado se modifica con los cambios de volumen celular,
pareceria ser un ssnsor natural ds estos cambios en el volumen.
Esto es particularmente cierto debido a que algunos de los
elemsntos del citoesqueleto ds membrana se encuentran asociados
directaments con canales idnicos y transportadores, algunos de los
cuales podrian participar en los mecanismos de regulacién de
volumen (Mills, 1987). 8in embargo, bhasta la fecha solo hay
evidencia de que el cambio en citoesqueleto y el cambio en el
volumen celular constituyen epifenémenos, sin que halla podido

establecerse una relacidén directa de causa-efecto.

El proceso de regulacién de volumen en condiciones hiposmbticas.

Como ya se mencioné, la membrana celular es poco permeable al agua
sin embargo, cuando exista un gradiente entre el interior y el
exterior de la célula se observarén movimientos netos de agua y en
consecuencia un cambio en el volumen celular (Christensen, 0. 1987;
Islas I. y cols.,1993; Ubl, J. y cols.,1988). En condiciones
hiposméticas, el volumen celular aumenta debido a una répida
entrada de agua, pero casi inmediatamente se desencadenan una serie
de mecanismos activos que permiten la rscuperacién del volumen
inicial a pesar de que persistan las condicionss hiposadéticas. Este
proceso adaptativo de rsgulacién del volumen, al gque nos
referiremos en adelants como decremento regulador del volumen (DRV)

tiene lugar debido a un cambio en sl contenido de solutos



intracelulares osméticaments activos, ds tal mansra que la presién
osmdtioca interna tiende a aloanzar el mismo valor que la externa
disipando asi el gradients omadtico. Los solutos que intervienen en
los mecanismos de rsgulacidén pueden ser iones inorgénicos o
moléculas orgénicas (Pierocs y cols.,1972; Armende y cols., 1980;
Perisamy y ocols., 1992). Los iones inorgénicos més abundantes en la
odlula son el potasio y el cloro, su ooncentracién es de 13¢
nilholu (M) y 61 m)d respeotivamente. Son estos iones los gque
tisnen un papel aotivo en el DRV. Los osmolitos orgdniocos son
polialcoholes (sorbitol, inositol), aminofcidos ( taurina, prolina,
glicina, alanina, 6cido aspirtico, 80ido glutémioco, serina, GABA),
metilaminas , urea, glicerofosforilcolina, betaina y asicares. 8u
oonosntracién varia en los distintos tipos oslulares. Para
aminodcidos, la oonoentracidn es alrededor de 50-80 mM y para los

pelialcoholes de 5.2 M (Sterns R. y cols., 1993).
Mecanismo de transporte de los osmolitos durante el DRV

a) Iones

Los mecanismos de transporte de los ionse X' y C1°, que varian oomo
ya se menciond, pusden ser de dos tipos: 1) Cotransportadores
electronsutros del tipo de los que ss describiercn en la seccién
anterior o .2) vias oonduotivas slsotrogénioas (canales). Los
transportedores ionicos <relacionados con el DRV eon el
cotransportador de X/Cl y ol de Ma/K/Cl (Hoffman, 1987; Grinstein,

1984). Batos transportadores se han sstudiado con detalls y ss



conoce que son sensibles a una serie de férsmacos tales como la
furosemida y la bumetanida, los cuales, sobre todo esté Gltima, son
suficientensnte clpcciticoi como para constituir una herramienta
farmacoldgica Gtil para conocer si es éste el mecanismo de
movilisacién de los iones que esté funcionando en una deterainada
oondicién o tipo celular ( Kimelberg, H. K. y cols., 1986). A
diferencia de los transportadores electroneutros, el mecanismo de
transporte de 10s iones sn respussta 4l aumento del volumen celular
mediado por canales ofrecs algunas dificultades derivadas del hecho
ds que los inhibidores de los canales catidnicos o aniénicos no son
suficientenente especificos. Esto es particularmente cierto para
los canales de cloro. (Pasantes-Morales, 1993; Hoffman, E. 1989a;
Cala, C. 1990). Los diicrcntol'tipol celulares pueden utilisar uno
U otro de los mecanismos descritos, cotransportadores o canales,
para regular su volumen. Algunas células epiteliales y eritrocitos
utilisan bisicamente sl cotransports de K'/Cl” mientras que en otros
nuchos tipos celulares emplean un mecanismo de transporte a través
de canales idSnicos. La utilisacidn Qe transportadores o de canales
se refleja en el tiempo que requiere el proceso regulador del
volumen. Cuando el cotransportador es el responsable del movimiento
ionico la regulacién del volumen es muy lenta con una duracién en
sl intervalo de horas, mientras que si se efectiGa a través de
canales iSnicos la respussta e¢s muy répida y la regulacién tiene
lugar entre 10 y 30 minutos, en general. Tanto los transportadores
slectronsutros como las vias conductoras répidas permanecen

latentes en condiciones isosméticas y son activadas cuando hay un



cambio a condiciones hiposméticas. Bl estado energético de 1la
célula juegas un papel importante en 1la activacién de estos
necanismos de transporte ionico, ya gque los cotransportadores son
directamente dependientes de ensrgia misntras gue loas canales, en
particular los de cloro, son activados directamente por ATP, aunque
no es necesaria su hidrdlisis para permitir el funcionamiento del
canal debido & gque es utilisado como ligando (Laut, 19835; Noffman,
1987).

La regulacidn de volumen mediante osmolitos inorgénicos se
relaciona con el mantenimiento del pH intracelular. Durante el
proceso 4e 1la regulacisén de volumen el intercambiador C1/NaNCo,
transporta a este Gltimo al interior celular, el cual toms protones
formando agus y CO,, el cual se pierde a través de la membrana este
sistema y el intercambio Na'/#’ permiten amortiguar a el pH
intracelular (Kimelberg-¥rangakis 1986a).

b) Osmolitos org&nicos.

Los mecanismcs Qe lov;liuncién de los osmolitos orgénicos,
amninodcidos, polislcoholes y aminae, no eetén totalmente
identificados. En el caeo de los aminckcidos se ha demostrado que
108 sistemas de transporte dependientes del gradiente de eodio no
participan de maneras prominente en ¢l mecanismo de regulacidén., En
cambio, ss ha demostrado gque la moviliszacién tiene lugar a través
de un proceso de difusién en el que la direccidn del movimiento de
estos osmolitos, activado por el cambio en volumen, estdi dada

solamente por el gradiente de concentracidén (Pasantes-M. 1993).

10



Previamente se ha demostrado que el movimiento de los aminodcidos
en respuesta al cambioc en el volumen celular se inhibe por firmacos
inhibidores de los canales de oloro. Estas dos circunetancias, su
caracter pasivo y eu sensibilidad farmacoldgica, han hecho que se
oconsidere la hipStesis de que los aminodcidos tanto aquelloe que
tienen carga neta como los que no la tienen, se movilizan a travis
de canales, similares o identicos s los canales aniénicos (8&nches-

Olea y coOl5.,1993).

Regulacién del volumen en el sistema nervioso.

Las primeras observaciones en relacién con procesos de regulacién
del volumen en el sistema nerviose fueron hechas por Chan y Fishman
en 1990, quienes observaron que la hipernatreaia o 1a hiponatresmia
(condiciones en las Qque existe una disminucién o un aumento
respectivo en lae concentraciones de sodio), producen cambios on
las concentraciones de oemolitos en el cerebro. En estas
investigaciones en particular, se detectaron cambios importantes en
los niveles de aminodcidos y especialmente en los de la taurina,
gue en 1los ratones, que fue 1la eepecie utilisada en estos
sxperimentos, se ehcuentra en concentracionss particularmente
slevadas en el cerebro. Los csabios observados en 10s nivelss de
sminodcidos as{ como los de iones orginicos tienen lugar en la
direccién necesaria para restaursr el volumen celular, es decir que
disminuyeron en 1la Dhiponatremia debido & su salida y se
incrementaron en la hipernatreaia debido a la entrada de los mismos

{(Thurson, J. y ools., 1980; Verbalise, J. y cols., 1991; Cerr, H. ¥y

11



cols., 1987). Estudios posteriorss llevados a cabo por distintos
grupoe sugieren, que cuando 1los cambios en volumen son muy
notables, el movimiento de los iones precede ligeramente en sl
tiempo al de loe osmolitos orgénicos (Solfs, J. y cole.,1988; Lav,
R, ¥y ©0185.,1900; Wade, J. y cole., 1988).

La movilisacidn de los aminofcidos en respuessta a condiciones
hipoemSticae ha sido estudiada en el sistema nervicso en
preparaciones de distinto nivel de organisacién, desds terminales
sindpticae aisladas hasta el oerebro completo. En todos los canscs
1os resultados son semejantes y muestren una disminucidén en los
niveles celulares de verios aminoécidos, preferentemente taurinm,
glicina, alanina y el dcido glutdmico. En estudios en el cerebro en
vivo, mediante téonicas de microdialisis, se puede advertir que los
aminodcidos gque disminuyen en el compartimiento intrecelular son
liberados hacia el extracelular. Bsta observacién es interssante ya
que, en el caso del 4Acido glutémico y otroe aminocécidos
excitadores, el incremento en su concentracidn en el medio
extracelular puede conducir a un cuadro de dafic neuronal por
excitotoxicidad. Estos dos (fendSmenos, asumento en volumen Yy
excitotoxicidad, se observan consistentemsnte en los cuedros de
isqueaie, por lo que no se puede sxcluir la posibilidad de que el
dafio excitotéxico sn esta condioidn pueda deberse s ls liberecién
de aminoécidos exictadoras en respueste el cambio en volumen.

Los estudios gue se lleven a cabo en preparaciones coaplejas, coxo
en rebanedes de tejidc o en el cerebro completo, no permiten

dstersinsr las caracteristices en los cambios en volumen y les
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reaspuestas ocelulares en los distintos tipos de células que
coinciden en estas preparaciones. Los sistemas da células narviosas
an cultivo, en cambio, han resultado particularments Gtiles para
aste tipo de estudios ya que presentan la caracteristica de
homogeneidad del tipo celular, que permite, a diferencis de lo que
oourre en las poblaciones mixtas del cerabro complato, sxaminar las
posibles semajansae o diferencias en la respuesta al cambio de
volumen entre los distintos tipos celulares.

Lae caracterieticas de la regulacidn del volumen y de los osmolitos
que participan en aete proceeoc en e} eietema nervioso pueden eer
distintos de los que ea ocbservan an otros tejidos, sobre todo
considerando el papel clave que juagan los ionee inorgénicos en al
mantenimiento de 1la excitadbilidad neurocnal y en la respuasta
narviosa a los estimulos fisiolégicos. Bs posibla entonces gue en
las células nerviosas los osmolitoe orgidnicos tengan un papel
especialmente importante en 10s mecanismos de regulaocién de volumen
(8chousbos, A. ¥y cole., 1989; Bachin, H. 1989).

21 conocimiento con detalle de loe mecanismos de requlacién del
volumen aen el oearebro es de particular importancia, ya que axisten
nuaerosas neurcpatologiae que llevan asociado un componente de
edema calular. Una de allae e» la ya mencionada muerte celular por
isquemias y otras més son la epilepsia, la encefalopatia hephtica y
los traumatismos cransoancefélicos. Puseto que el cerabro, al estar
oontenido dentro del oréneo, esti sujato a una restriocién en ls
expansién de sue elementos ocalulares, &l edema cerebral gqua se

presanta oh astas patologias ee una complicacidn olinica gravae, en
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ooasiones més importante que la propia patologia que 10 originé. En
todos estos oasos se ha ocbservado que son los astrocitos, mis que
las neuronas, las células que cambian su volumen en respuesta a
cambios de la osmolaridad del plasaa o del espacio extraocelular
cersbral (Kimelberg y cols., 1986b; Kimelberg y cols., 1990).
Todavia no se conoce si esta diferencia entre astrocitos y neuronas
se debe a Que las neuronas tienen la capacidad de regular su
volumen nés répidamente gue los astrooitos, o bien que tienen
necanismos que impiden el cambio en el volumen celular en las
condioiones patolégicas sefialadas (Pasantes-N. y ools., 1988;
Pasantes-N. y cols., 1993; Lehman, A. Yy cols.,1987; 8chousbos, A.
y cols.,1989; Baohin, H. 1989).

Las condiciones experimentales utilisades para inducir el DRV como
1a exposioidén a medios hiposmSticos no se presentan en general en
condioiones fisioldgicas. 8in embargo, es cierto que existen
numerosas situaciones durante la funcidén de las células nerviosas
tales como depolarisaciones o hiperpolarisaciones, en las que se
generan gradientes osméticos microscdpicos, locales y transitorios,
los que producen cambios de volumen que requieren corrsccidén para
evitar la alteracidén de la complicada citoarquiteotura neuronal.
Esto es de la mayor importancia si se considera que para 1la
interacoidn eficiente de las redes neuronales, es necesario que se
mantenga la topografia especifica de los distintos slementos que
las oonstituyen.

Todas estas oonsideraciones hacen que el conooimiento oon detalle

de los mecanismos implicados en la regulacién del volumen oslular
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sea un aspeoto importante en la fisiologia y la patologia del

Bl inositol como osmoefector

Bl inositol (hexahidroxiciclohsxano) es un isémero de la glucosa.
Hay siete formas posibles de inositol d&ptiocamente activas,
esterecisonbricas, de las Que UOnicaments una, el amyo-inositol
Spticaments inactivo, es nutrioionalmente activo.

Bl papel fisioldgioo del inositol como componsnte de 1os segundos
mansajeros estd bien estudiado. Sin embargo, no esté claro sl
requerimiento de concentraciones slevadas de inositol, en el orden
de mi, Qque estén presentes en muohos tipos celulares. 1La
conoentracién plasaética ds inocsitol en el imn'no e 4o 0.5 mg/41.
Dentro de los tejidos la oonoentraoién de inositol es muy alta: en
el misculo cardfaco 9.24; el oerebro 3.2 y sl misculo esquelético
2.3 mN con respeoto a la ooncentracién plasaética.

Considerando estas ocaracteristicas existe la posibilidad de que el
inositol funoione como un osmoefector debido a las caraoteristicas
que comparte oon los aminoécidos que funoionan oomo osmolitos.

La participacidn del inositol en los mscanismos de la regulecién de
volumen se estudié inicialmente en epitelios renales. su
concentracién en estas células es alrededor de 93 mmol/kg de
proteina y los primeros estudios ss dirigisron a conoosr la funcién
del inositol como osmolito en respuesta a un aumento en la
osmolaridad del medio, s deocir en el proceso de incremento

regulador dsl volumen (IRV). Estas investigaciones demoatraron que
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efectivamente, el inositol participa en la correcoién del volumen
en la células expuestas a medios hiperosabéticos aumentando sus
niveles intracelulares (Strange, K. y cols., 1991),

Este aumento se debe & la activacién de dos mecanismos distintos,
uno que funaiona a corto plasc que es la eatimulacién del
transporte activo del polialoohol y otro gque actia a large plaso
que consiste en el aumento de la concentracién de las ensimas de la
via metabdlica de sintesis del inositol. Ea la 1linea celular
epitelial Madin-Darby oanine kidney (NDCK), se ha observade un
aumento en 1a cantidad de écido ribonucléotido mensajero (R¥Am)
para el trensportador de inositol en condiciones de
hipsrosmolaridad (Banderslli 1992).

8610 recientemente se ha comensado 2 examinar el papel del inositol
sn el DRV. En las células renales, ol inositol se libera en
respuesta a un aumentc en volumen en odélulas expuestas a
condiciones hiposméticas, al igual que sucede con otraas moléculas
orgénicas, como 1os aninokoidos. En el sistema nervioso, el posible
papel del inositol como osmolito ascciado a los cambios oorrectores
del volumen ase doocumenté a partir de las investigaciones gque
soatraron modificacionres enr su concentracién en el cexrebro durante
hipernatremia o hiponatremia, observindose que, loa niveles de
inositol en el cerabro aumentan en el primer caso y disminuyen en
el asgundo como ara de esperarse (Tratohman, N. y cols., 1991). La
concentracidén de inocaitol en el ceredbro, que os de 5.2 mM, permite
suponer que forma parte del conjunto de osmolitos orgdnicos que

funcionan en 1a regulacidén del volumen eh el cersbdro.
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Los astrocitos tienen concentraciones de inositol que varian de 40-
60 mM y al igual que an la células renales el inositol participa en
ol incremento regulador del volumen en lcs astrocitos expuestos a
condiciones hiperoceméticas, posiblemente wmediante 1los mismos
Necanismos. Se ha encontrado que la respussta de 1os astrocitos al
nedio hiperosmético, en 1o que se refiers al inositol, es una
activacién del mecaniemo de transporte aotivo, que se traduce en un
aumento progresivo de eus nivelee intracelulares que pueds llegar
a ser hasta de dos o tree veces la concentracion que se sncuentra
en condiciones isosméticas. La participacién del inositol en 1la
regulacién des volumen subsecusnte al incremento producido al
exponer A 10s astrocitos en condiciones hiposmbticas esté menos
estudiado. Existe un reporte en la linea celular tumoral glial Cs,
on 8l que o8 estudid la movilisacién de {nositol en un modelo de
aumento del vclumen celular producido al tranferir las células de
un medio hiperosadtico a un medio hiposadtico (8trange, K. 1993),
El oonocimisnto ds su participacién como osmolito en astrocitos en
cultivo y las caracteristicas de su movilisacién en respuesta al
oambio en volumen en condiciones hiposméticas, es el objetivo de

esta investigacién.
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OBJETIVO GENERAL

EBste trabajo se inserta dentro del objetivo general, que es el de
contribuir a caracterisar a el mecanismo de movilizacién de lo»
osmolitos orgénicos durante el proceso de regulacién del volumen en

astrocitos en cultive.

OBJETIVO ESPECIFICO

El objetivo especifico de ests trabajo es examinar las propiedades
del flujo de inositel asociado con el decremento del volumen
celular en astrocitos de cerebslo de rata en cultivo, expuestos a

condiciones hiposméticas.
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Nateriales y métodos.
Soluciones y reactivos

La solucién isosmética contiene en mM: 135 NaCl, 5 KCl, 0.6 Mg8O,,
1 CaCl,, 10 glucosa y 10 &cido ¥-2-hidroxipiperasina-N'=2-2-
hidroxipiperasina-k'~-3-gtanosulfénico (NSPES), a pN 7.4. las
solucidénss hiposmSticas se prepararon disminuyendo 1la
concentracidén d4s M¥aCl de 300 milicsmolas' (mOsm) en un medio
isosmético a 1350 mOsa en un medio hiposmético 50 %.

Los medios libres de Ca* fueron preparados omitiendo el Cs* de la
solucidén y agregando &cido etilen glicol-bis (B-aminostil eter)-
N, %, ¥, N'~tetrancédtico (EGTA) (0.5 aM) o &cido 1,2-Dis-(o-
aminofenoxi)-etano=-N;N;N!,N'-tetrascético (BAPTA) (0.5 mM) Bl
derivado del DBAPTA el 4cido (1,2-Dis-(o-aminofenoxi)-etano~
N,N,N° Nt ~tatrancédtico tetra~(acetoximetil)-sster) BAPTA AM fue
ussdo como un quelante de calcio intracelular. El medio libre de
cloro se prapard reemplasando todas las sales de C1l por sales de
gluconato. El medio librs de sodio se prepard reemplasando el Na'
por colina. Se utiliszaron los siguisntes blogueadores de canales de
Cl°s @&cido S=-Nitro-2-(3-fenilpropilamino) benmoico (NPPB), 1,9-
dideoxiforskolina (DDP), 4dcido diisotiocianatostildben-2,2'-
disulténico (DIDS) y &cido nifldmico. Cuando se necesité un
vehfoulo para disolver las drogas, se empled dimetilsulféxido
(DNSQ) y en astos casos, se colocd la misma csntidad del vo'hiculo

a las soluciones control.
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Cultivos celulares:

Todos los experimentos se realisaron con cultivos primarios de
astrocitos obtenidos del cerebelo de ratas Wistar de 8 diss, ¥y
oreoidos a confluencia en condiciones de esterilidad (Morén Yy
Patel.,1989). Para realisar los cultivos, se disociaron las células
cerebrales de las ratas y se seabraron a una densidad de 700 000 a
1 000 000 células/ml de medio, en cajas de Petri de 35 ma de
didmetro para 1os experimentos de liberacién de inositol estimulada
por hiposmolaridad, y en cajas de petri de ¢0 mam de didmetro para
experimentos de ocuantificacién de inositol endégeno. En este
trabajo se utilisaron astrocitos de 2 a ¢ semanas in vitroe (D.I.V.)
os decir, siempre despuls de haber alcansado la confluencia. A las
¢ semanas las oélulas todavia son viables y no presentan
alteraciones de ninguna indole. Las células fueron seabradas en un
medio basal Eagle, complementado con 10 % de suero fetal bovino
inactivado por calor,glutamina 10 mM, 50 U/ml de penicilina y 50
ug/ml de estreptomicina. Las células se incubaron a 37 °C en
atmésfera himeda y una mescla de 5 % CO, y 95 ¥ de O,. La puress del
cultivo se determiné por inmunofluorescencis mediante anticuerpos
policlonales contra marcadores especificos de fibroblastos como la
Thy=1 para observar que nho 86 encunetren presentes. De acuerdo &
estas determinaciones se obtuvieron ocultivos astrogliales

compuestos en un 93-97 % de astrocitos.



Liberacidén de inositol.

Sistema de perfusién.

Para sstudiar 1a 1liberacién de ’E-inositol las células se
perfundieron de acusrdo a 1la técnica descrita por Drejer y Cols.,
1987. Los astrocitos crecidos sn cajas de petri ds 35 ma ae
incubaron con 2 uci/ml ds %M inositol en sl medio ds cultivo
durante 60 minutos, al terminar la incubacién, sl medio de cultivo
se sustituyé por sl madio isosmético (300 mOsm) antss deecrito.
Después de sustituir a el medio ds cultivo, se colocd um filtro
delgado de seda para lograr una perfusidn homogénea del medio sobre
la monocapa. Las odlulas se ocolocardén en un sietema de psrfusidn en
el qus a uns velocidad ds 2 ml/ain des bombas peristdlticas de
mansra sincrénica; una de sllas depcsita 2 ml de msdic, misntras

Que la ssgunda retira la misma cantidad de medio de las células a

u' sisma wvelocidad. Las océlulas se perfundisron con medio

isosmbtico durante 5 minutos; una ves obtenida 1la liberacién basal,
el medic #s ocambid por un medio hiposmdtico reduciendo 1las
osmolaridad sn la forma indicada para cada unc de los expsrimentos,
durante 15 minutos. Al final de cada experimento, se midié 1la
radioectividad ds les muestras colectadas y 1a ds el tejido en un
contador de centslleo para muestras liguidas. Los resultados se
expresaron comc porcentaje del total 1liberado en cada fraccién
respsctce a la radioactividad acumulada por las células durante el
tiempo de incubacién con el inositol radiactivo, ee decir, 1la

radiocactividad liberada mids 1la remanente en las células al final
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del experimento.,

Contenido celular de inositol.

Bl inceitol fue extraido de loe sstrooitos por un tratamiento con
&cido perclérico al ¢ §. Las proteinas precipitadas por el
tratamiento se separan por centrifugacién de los extractos que
contienen @1 inoeitol. Batos extraotos fueron neutralisados con XOR
3 X, ol inositol contenido en 1os extractos se idid por la técnica
de Weissbach. Esta técnica ee basa en la reacoidén de la encima
inositol deshidrogenasa (IDR) con el inositol. Ea presencia de NAD
y de 1la ontu‘ se forma la 2,4,6/3,5 pentahidroxiciclohexasnona +
NADE + N. Bn estas condiciones, la reaccién no se lleva a cabo
completanente, pero la formacién mixima de NADN es proporcional a
la concentracién ‘do incsitol. Rl MADE formade se mide por
espectrofotometria, observando los canbios en absorbancia a 339 nm.
Doipuh de haber realisado las lecturas en ‘ol espectrofotémetro, se
procede a calcular 1la conc‘ntuctbn de inositol por medio de 1la
curva de concentracidén patrén y los resultadoe se expresan ae
acuerdo & la cantidad de proteinma obtenida de la nmuestra

determinada por e) método de Bradford (Weissbach, A. 1974).
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Resultados y Discusién

Regulacién de volumen en astrocitos.

Al ser expuestos a un medio hiposmotico (30 %) los astrocitos en
cultivo se comportan inicialmente como osmémetros perfoctos es
decir aumentan répidamente su volumen coluhr'. a medida que se
ajustan 1la presién osmbtica del compartimiento intracelular al
nuevo gradiente osmético impuesto. Asi el volumen de los astrocitos
que en un medio isosmétioo es aproximadamente de 1.2 picolitros se
incrementa hasta alcansar un 63 a 70 & por encima de este volumen
inicial (rig.1). Bl méximo aumento en volumen se alcansa entre 30
y 60 segundos despubs de la exposicién al medio hiposmético. A
continuacién se inicia una fase més lenta de regulacién durante la
cual las células tienden a recuperar su volumen iiioul en un
periodo de aproximadaments 15 min. Bn este procesc de regulacién
pueden advertirse claramente dos pendientes, un mayor en la que el
decremento del volumen es més répido, que tiene lugar entre 1 y ¢
minutos y una menor en 1a que el volumen se recupera nis lentamente
que tiene lugar entre el minuto 6 y el 20. La recuperacién sin
embrago no es completa, ya que el valor original en condiciones
isosmnéticas no se alcansa alin después de tiempos més prolongados,
hasta de 60 min (Fig 1). Las células pueden volver a este volumen
original sin embargo, si se restauran las condiciones isosméticas.
Tanto el incremento en el volumen inicial, como la eficiencia del
proceso regulador, estén en funcién del decremento de osmolaridad.

Cuando la osmolaridad se reduce en un 30 % el aumento en volumen es



de cerca de 70 & ¥ la regulacién es de aproximadaments el 60 % es
decir, las células recobran su volumen en un 80 §. Cuando las
células son cxputitu s soluciones de osmolaridad disminuida en un
30 § el volumen celular aumenta sclo 37 & y la recuperacién es de
92 %. Una reduccién de 13 ¥ de csmolaridad produce un aumento de 23
% en ¢l volumen y al cabo ds 15 minutos 1a recuperacién es completa
(Fig 1). Batos resultados nos peraiten observar Qque a pesar de gqus
las condiciones de hiposmolaridad estan presentes, las células

regulan su volumen, debido probablemente a 1la salida de osmolitos.

i o—=o BON
20 A ’m
a—4a 3N
18
%1.!
31.4

1.2

Tiempo (min.)

7ig. 1. Regulacién de volumen. Esta figura muestra los cambios en
el volumen de los astrocitos en cultivo al ser expuestos a
diferentes condiciones hiposmdticas, respecto al tiempo. Se observa
el hinchamiento de las células Al aer sxpuestas a condiciones de
hiposmolaridad y el regreso & su volumen ata en oondcionu de
hiposnolaridad.
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Liberacién de inositol

La tiqdrn 2 muestra la liberacidn de inositol M que se M
incorporado a la posa intracelular en condiciones imosméticas y
después ds la estimulacidn con una solucién 50 % hiposmética. En
condiciones imsosmpéticas la liberacidn de inositol es de
aproximadamente 4 % por minuto (Fig.2). Al ser estimuladas con el
medio hiposmético la liberacién de inositol se aumenta rdpida y
notablemente, alcansando up valor de 2.7 & por minuto en el pico 4e
liberacién. ls méxisa liberacién se alcanss alrededor de ¢ min
después del estimulo ¢ inmediatamente después comiensa a disminuir
gradualmente mostrando dos fases de inactivacién: una répida, que
va del minuto ¢ al 12, durante la oual la liberacién de inositol es
de aproximadamente 1 a 2 & por minuto, y otra fase lenta, que
ocurre entre el minuto 12 y el 20, en la cual la liberacién del
inositol es mucho menor (fig 2). B» interesante hacer notar que el
curso temporal de la salida del inositol ocurre en forms paralela
8 los procesos de cambio del volumen, es decir, un aumento inicisl
Y la disminucidn progresiva en dos fases como se observé en la fig
1. La liberacidn del inositol esté en funcién del decremento en la
osmolaridad. Bn condiciones de reduccién de un 50 % en la
osmolaridad los astrocitos liberan durante el proceso de regulacién
aproximadamente el 10 % del total contenido en la célula. Cuando la
osmolaridad se reduce en un 70 ¥ esta cantidad sube a cerca del 13
%, oon decrementos menores en la osmolaridad la proporcibén ae
inositol liberado disminuye, y no se advierte ningin incremento en

su salida cuando la osmolaridad disminuye 15 % (Fig 2).
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rig. 2. Liberacién de inositol. Relacidn entre el grado de

hiposmolaridad y la liberacién de (8] inositol en astrocitos enm

cultivo. La flecha indica el momento de la estimulacién con el

medio hiposmético reduciendo el 30, 30, ¥y 70 & en la osmolaridad.

Se observa el curso tamporal de la salida de inositol.

Dependencia ionics de la liberacién de inositol.

La movilisacién de inositol estimulada por un medio hiposmético
(30%) aumentd ligeramente, cerca del 235 %, ouando el sodio del
medio se reemplasé con colina (Pig 3). BRste aumento se debe
' posiblemente a que, en prn.oneil de colina, las células incrementan

ligeraments su volumen, en comparacidn con el que presenta en un
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medio conteniendo sodio. Cuando se remplaza a el cloro del medio
extracelular por el anidén inpermeable gluconato, el resultado es
una disminucién en la liberacién del inositol de aproximadamente 24
%. Este cambio puede también relacionarse con un cambio e¢n el
volumen celular, que se sabe gque disminuye en presencia de aniones
impermeables como el gluconato. Estos caracteristicas son sinilares
a las que presentan algunos amonobcidos que sirven a la célula como
osmolitos, y con los cuales puede llevar a cabo la regulacién de

4~

volumen, (o

i
|
'

LIBERACION i [-*1] OSHOL (05)

JIMTROL sin \lbc"' sin CI™
?ig. 3. Dependencia ionica de la uboucié‘n de (M) inceitol en
astrocitos en cultivo. La dependencia do' olore an la liberaoidn de
inositol estimulada por condiciones hiponéticil es mayor que la
dependencia de sodio para la liberacidn de (] inositol, esto ee
una semejansa con las caracteristicas de 1liberacién de otros

aminodcidos que tisnen el papel de osmolitos.
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Efecto del cslcio

La liberacién de incsitol nc se modificé en medios libres de
caloio. Bstos medios se prepararon omitiendec a el cleruro de caleic
qﬁo normalmente forma parte de las solucionss de trabajo y,
agregando los quslantes RGTA y DAPTA a una concentracidén de 0.3 mM.
Sn algunos casos, en pressnocia de BAPTA, se observé un deorsmento
on la 1liberscién de inositol dependiendo del tiempo de
preinoubacién con el guelsnts, de modo gque se observd una reduccidén
del 22 & eon la liberacién del inositol cuando las células se
preinoubaron durante 10 minutos en presencia del quelante. Este
efecto del BAPTA, depsndiente del tiempo, sugiere que en estas
condiciones haya una movilisacién del calcio intracelular hacia
afuera de la célula, lo que daria como resultado una disminucién
neta en la concentracidn de calcio intracelular, la cual seria s su
ves la responsable de la disainucidn en liberacién del inositol.
Pars investigar esta posibilidad se examiné el efecto del BAPTA AM,
un compuesto hidrofilico que, debido a su esterificacién a
diterencia del BAPTA es capas de penetrar la membrana y llegar al
espacio intracelular. Una ves en este compartimiento, las esterasas
de le célula transforman el BAPTA AN en BAPTA con la capacidad de
actuar como quelante de calcio, 1la figura ¢ nmuestra que
sfectivaments sl PAPTA AM disminuye la liberacién de incsitol
asociads al cambio en volumen en un 30 & . En conjunto, estos
resultados sugieren que la liberacién de inositol es parcialmente

dspendients des la presencia del calcio intracelular. En ests



eentido es conveniente sefialar que la participacién del calcio en
los mecanismos de regulacién de voxhon en los astrooitos e»
especialuente comtrovertida. En nuestras manos, el proceso de
regulacién del volumen es totalmente independiente de la pressncia
de caleio extracelular y solo paroialmente (30%) dependiente del
caleoio intracelular, medido por la aoccién de gquelantes ocomo el
BAPTA MM © di inhibidores de los movimientos 4e calcio de posas
intracelulares como el dantroleno, estos datos han sido observados
en eete lsborstorio. Otro autores han reportado resultados
contradiotorios indicando ya sea una independencia total del calcio
extracelular del proceso regulatorio del volumen o una dependencia
solamente en presencia de cou«ntueionu auy slevada de EGTA
supsriores 8 2 mN, lsa que se conoce que pueden uu-ﬁr dafio
membransl y una consiguiente fuga de solutos & travée de la
membrana dafisda.



LIBERACION DE [$H] INOSITOL (%).

Control  EGTA BAPTA  BAPTA AM
(0.5mM)

Pig. 4. Bfecto del calcio. Bfecto de los quelantes de calcio EGTA,
BAPTA Y BAPTA AN (0.5 mN), sobre 1a liberacién de (M) imositol en
i-txécitoa en cultivo. Se observa que la liberacidn de inositol mo
se afecta cuando el quelants de calcio RGTA se encuantra en el
medio, en cambio cuando el Qguelants de calcio es el BAPTA, la
1iberacidn de inositol se ve disminuida y, cuando se utilisa BAPTA
AN como quelante, se observa una disminucién mayor en la liberacién
de [*M) inositol.
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Semejanzas entre la liberacién de inositol y la de otros osmolitos

.activada durante la requlacién del volumen en astrocitos.

Bl proceso de la regulacién del volumen se inhibe en forma muy
importants por la accidn de blogusadores ds canalss de cloro tales
como el acido nifldmico, sl DIDS, la DDF, Yy el NPPB. En ptnohch
de algunos de estos blogqueadores la inhibicién de la regulacién del
volumen s pnctl.oinnto total por lo que es dificil considerar que
su efecto sstéd restringido a blogusar los movimientos del cloro, 64
se considera que 10s osmolitos orgénicos como los aminodcidos y los
polialcoholes contribuysa ouando menos con un 30 % al proceso
regulador (Pasantes-Morales, N., y cols., 1995a), la imhibicién
total observada en presencia de los bloqueadorss ds canales de
clore suguieres gque astos compuestos podrian taner también un stecto
inhibidor sobre 1la movilisacién de los osmolitos orgénicos. En
trabajos anteriorss se ha demostrado que éste es precisamente el
casc para los aminodcidos libres, cuya liberacién se inhibe de
sanera importante por 1los blogusadores d4s canales de cloro
(Pasantes-Norales, H., y cols., 1995D0). Bn la £ig 5 se muestra que,
al igual gque los utnbtctdo:, la liberacién de 4inositol en
Tespussta al aumento 4s volumen celular 4s los astrocitos es muy
sensible & los inhibidores de los canales de cloro. Bl inhibidor
aks potente fue el WPPB sl cual, a una concsntracidn 4e 100 uM,
inhibié 83 & la salida del inositol. Los otros inhibidores en orden
d4e potencia fueron la DDF (100 uM) que inbibe 70 %, el DIDS 69 % y
el &cido nifltmico, qus fue el menos potente ¢ inhibid el 60 % a

kP
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una concentracidén de €00 uM. Les concentraciones utilisadae son
mucho menores que las utilisadas por otros investigadores que son
en algunos casoe del orden de 1 mM (Kimelberg, K.K., y cols.,
198¢a) . Ninguno de estos inhidbidores modificé sn ningdn ocaso la
1iberacién de inositol en condiciones iscsméticas. Betos resultadoe
sugieren una eetrecha vinculacién entre loe nmecanismoe de
1iberacién de los distintos osmoclitoe que participan en 1la
regulacién Gel volumen de loe astrocitos. Con base sn la semejansa
y on la suceptibilidad farmacoldgioca de los flujos de cloro, de los
aninoacidos y aboxra del inoeitol en el presente trabajo, se pueden
considerar dos poeibilidades:

1) Que loe dietintos tipos de osmolitos, a pesar de su diferencia
estructural, es movilicen a través de una misma via sensible a loe
blogueadores de canales de cloro, y v

2) Que estos inhibidores no esten actuandc directaments scbre la
via de perasabilidad activada por el aumento del volumen, sino que
su accién tenga lugar scobre una sefidl o mecanismo de activacién
comin a las vias de transporte de los diversos oemolitos. En eete
aomento, puesto que ninguno de loe sistemae de transporte ha eido
carsoterisado hasta el punto de Qgue pueden hacerse snsayos
funcionales en sistemas artiticiales de bicapas lipidicas, no es

posible disoriminar entre eetas distintas posibilidades.
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7ig. 5. Efecto de inhibidores ds canales de cloro sobre 1la
1iberacién de (K] inositol en astrocitos en cultivo. Rl efeoto de
estos inhibidores de canales ds eioro. on 1a liberacién de inositol
es semejante al observado en la libsracién ds otros osmolitos lo
que hace suponer qus el inositol puede ser un osmolito que se

movilise por la misma via de salida de otros osmolitos.
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Bfecto de la NEM

Bl reactivo bloqueador de grupos sulfidrilo N-etilmaleimida (NEN)
tiene un efecto inhibidor muy potente sobre la liberacién de
aminofcidos y de cloro en respuesta al estimulo hiposaético.

considerando que la movilizacidn del inositol en respuesta a estas

mismas oondioiones tiene lugar a través de una via similar o

idéntica a la de los otros osmolitos, deberia esperarse que este
reactivo mostrara también un efecto inhibidor notable en la salida
de inositol estimulada por hiposmolaridad. La figura ¢ muestra qgue
efectivamente éste es ol caso, ya gque la NEX a una concentracién de
100 uM bloquea casi por completo la liberacién de inositol. La ICy,
calculada a partir de esta curva es de 22 uM. Este efecto de la NEM
es especifico sobre la liberacién de inositol estimulada por el
cambio en volumen celular ya gque a ninguna concentracién se observéd
un efecto inhibidor de la salida basal en medios isosméticos (rig

6).
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rig. 6. Rfecto del reactivo bloqueador de grupos sulfidrilo (NENM)
sobre la liberacién de (‘lj inoaitol en astrocitos en cultivo. Los
astrocitos fueron incubados con la MEM durante § minutos antes de
l1a perfusién y después perfundidos como se describe en los métodos.
La gréfics representa el promedio de ¢ experimentos, en los puntos
en los que el error esténdar Ro 86 ODSEIVA €8 porque es menor al

tamafio del simbolo.
Caracter difusional de la liberacién del inositol.

La mayor parte de las células, incluidos los astrocitos, muestran
un mecanieno de transporte activo de inositol que es dependiente de

1a snergia obdtenida por el gradiente transaembranal de sodio. 8in



smbargo, la observacién hecha en el presente trabajo, de gque la
liberacién de inositol dependiente del volumen no se modifica en
ausencia de sodio, una condicién en la cual la funcién del
transportador estéd dcﬁcnida, sugiere que la participacidn de éste
on 1a salida asociada a 1a regulacién del volumen no es importante.

Bs posible entonces que la via de permeabilidad asociada a la
regulacién del volumen sea una via difusional. Para investigar esta.
poaibilidad, en el presente tiubajo examinamos ¢l moviamiento de
inositol ocuando 108 aetrocitos se expusieron a una solucién
hiposmética, pero en presencia de concentraciones crecientes de
inositol en el medio extracalular. La hipétesis subyacente en estos
experimentos es que, si la movilizmacién del inositol durante 1la
regulacién del volumen ocurre a través de una via difusional, 1la
direccién del movimiento del inositol estars dada unicamente por el

qrcgicntc de concentracién, es decir el osmolito se moverd hacia

adentro o hacia afuera de la célula, dependiendo de las
concentracionss relativas en cada coapartimiento La f£ig 7 muestra,

que en efecto, cuando el medio extracelular no contiene inositol,

al abrirse la via de permeabilidad en condicionas hiposméticas el

aovimiento del inositol va del compartimiento en donde se iuoucntrn
més concentrado (intracelular) hacia donde esté menos concentrado
(extracelular) y el resultado neto s una liberacién de inositol.

Cuando la concentracién del osmolito en el medio extracelular es
similar a la del interior de la célula, lo gue ocurre alrededor de
60 mN , el choque hiposmdtico no da como resultado un movimiento

neto de inositol, de manera que la concentracidén intracelular no



cambia y no se ve liberacién al medio extracelular. Finalmente,
cuando la lltupclbn o8 inversa al primer caso, es dscir, cuando la
concentracidn do'lnlcltol en el medio extracelular es claramente
superior a sus niveles intracelulares, al abriree 1la v;a sensible
a volumen se observa una entrada neta de inositol, hacia el
interior de la oéluls tendiente a equilibrar su concentracidn en
los dos oompartimientos. 8in embargo, en los experimentos
ilustrados en la £ig 7 observanos que este equilidrioc no se aloanss
on el tiempo del experimento que s de 13 minutos, ya que la
concentracifén intracelular alcansada es olaramente menor que la que
86 encuentra en 8l exterior. Bstos resultados indican que la via ds
potnoabllidnl para el inositol en condiciones hiposmbticas es una
via difusional, la oual sin eabargo permite la movilisacidn del
inositol s6loc en forma lenta. Rstos resultados ooinciden con los
reportados por leaaks y cols., 1994, qﬁtonon cbservaron que el
vacismiento de la posa del inositol en condiciones hiposméticas

requiere perfodos largos hasta de tres horas.
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Pig. 7. Niveles de inositol intracelular en astrocitos expuestos a
un nedio hiposmético al 30 & y en pnunch‘do"condicioau elevadas
de znyo-inositol en astrocitos en cultivo. La linea punteada indica
el contenido de inositol en condiciones isosméticas y, la 1linea
continua representa la condicién hiposmotica en presencia de
concentraciones elevadas de inositol extracelular. Esta gréfica nos
muestra que a mayor concentracién extracelular de inositol en
condioiones hipceméticas, aumenta la concentracién de inositol

intracelular.
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conclusiones

Bstos resultados Y los del presente trabajo, indican que 1la
participacién del inositol en los mecanismos de regulacién del
volumen en los astrocitos 'u un proceso a largo plaso, distinto sn
cierto modo del que tienen a su cargo otros ouiolttol.. como los
aminodcidos y posiblemente l0s iones orgénicos. BEan el caso de los
aminodcidos, un experimento similar al descrito en el presente
tradajo, hecho para la taurina, muestra que, al ﬁontnrto de 10 que
ocurre con el inositol, las concentraciones de taurina en 1los
compartimientos intracelular y extracelular se equilibran auy
i-lp“mnto, oh el intervalo de unos cuantos ilnutol (sénches-Olea,
R., 1991). Bn el misno sentido, si se comparan la cantidad neta de
taurina que se sale de las células durante 1os primeros 135 ainutos,
que es del 80 &, con la del inositol que en este mismo intervalo es
s8lo del 12 &, se advierte gue la permeabilidad de la via que se
abre por hiposmolaridad es muy distinta para los dos osmolitos.
Bstos resultados sugieren que la participacién del inositol en los
secanismos de regulacidn del volumen es mds importante en la fase
de inoremento regulador del volumen, es decir en el proceso de
regulacidén que opera cuando las células se encogen en un medio
hiperosadtico, debido a gue se acumula dentro de las células para
poder restaurar su voluaen. Su participacidén en el proceso opuesto,
o8 decir cuando las células incrementan su volumen sn respuests a
un medio hiposmético es, como ya se menciond, en mecanismos de

ajuste a largo plasc y no en respuestas muy répidas. Esto es
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importante, ya que ests tipo de respuestas lentas probablemente
corresponden més a la naturaslesa de las modificaciones en el
volumen que se obssrvan en condiciones fisiolégicas.

otra conclusién de este tradbajo es que el inositol comparte con los
otros osmolitos orgénicos y com el cloro la sensibilidad
faraacolégica a los inhibidores de canales anidnicos. Esto puede
significar que la movilisacién dsl inositol y de los otros
osuolitos sensibles a los firnacos mencionados tiene lugar a través

de la misma via de permesbilicad.
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