Gac Méd Caracas 1997;105(2):202-215

El volumen celular

Dr. Francisco C Herrera

Centro de Biofisica y Bioquimica, Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), Caracas.

RESUMEN

Las células mantienen un volumen constante por la
isosmoticidad de las soluciones a ambos lados de la
membrana celular, a pesar de que el interior celular es
rico en potasioy pobre en sodio, contrariamente al medio
extracelular.

Esta diferencia de composicion depende de la
inmovilizacion de iones a uno o ambos lados de la
membrana. Laimpermeabilidad absoluta de la membrana
a un ion conduce a una distribucion particular de los
difusibles, caracterizada por laigualdad de los productos
de aniones por cationes a ambos lados de la membrana,
el equilibrio de Donnan o el doble Donnan, equilibrios,
gue consecuencialmente, sonincapaces de realizar trabajo
guimico. Otro modelo donde se asocian flujos activos de
potasio hacia el interior celular y de sodio hacia el
exterior, flujos pasivos de los mismos en sentido contrario,
la bomba-fuga, sugiere la existencia de fracciones de
potasio intracelular y sodio extracelular, opera-
cionalmente inmovilizadas que generan una distribucién
ibnica analoga al Donnan, el doble Donnan parcial, un
estado estacionario capaz de realizar trabajo
electroquimico. Lainvariabilidad de las concentraciones
intracelulares depende de la energia metabdlica
consumida por la bomba idnica y del sodio y cloruro
extracelulares. La constancia del medio intracelular
explica también el comportamiento osmoético de las
células: las variaciones de volumen de éstas son
inversamente proporcionales alas de las concentraciones
del medio extracelular.

Este modelo permite interpretar los trastornos
asociados a laisquemiay acidosis celulares. El bloqueo
metabdlico paraliza la bomba y las fracciones inmoviles
de los iones dejan de serlo, su distribucion se aproxima a
la del Donnan clasico con el consecuente influjo de
sodio, cloruro y agua al interior celular, resultando en el
hinchamiento y destruccién de las células.

Palabras clave: Volumen celular. Donnan. Doble
Donnan parcial. Regulacionionica. Regulacion osmética.
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SUMMARY

Cells maintain a constant volume and isosmoticity
with the extracellular medium despite the high potassium
and low sodium concentrations of the intracellular me-
dium in contrast with the high sodium and low potassium
concentration of the external medium.

These concentration differences depend on the immo-
bilization of ions at one or both sides of the cell mem-
brane. Absolute impermeability of the membrane to an
ion leads to an ionic distribution characterized by the
equality of the ionic products on both sides of the mem-
brane, the Donnan equilibrium. Equilibria are, by defi-
nition, incapable of performing electrochemical work,
therefore, the classical Donnan is an insufficient model
for cell/medium ion distribution. A model which pro-
poses active cellward potassium flux and active sodium
extrusion by the cells associated with reverse passive
fluxes of both ions, the pump-leak model, model suggests
the existence of operationally immobilized fractions of
intracellular potassium and extracellular sodium which
would generate a Donnan-type ionic distribution, the
partial double Donnan. This steady-state model is ca-
pable of performing chemical and electrical work. The
constancy of cell composition, which depends on meta-
bolic energy required by the pump, explains the osmotic
behavior of the cells: cell volume varies inversely with
extracellular medium concentration.

This model explains cell damage associated with
ischaemia and acidosis. Cessation of metabolism paraly-
ses the ionic pump allowing the immobilized ionic frac-
tions to distribute according to the Donnan relation im-
posed by the impermeant intracellular ions. Sodium,
chloride and water consequently enter the cells leading
to their swelling or disruption.

Key words: Cellular Volume. Donnan. Partial Double
Donnan. lonic Regulation. Osmotic Regulation.

Vol. 105, N° 2, junio 1997



HERRERA FC

INTRODUCCION

El mantenimiento del volumen celular es un
proceso extremadamente complejoy de importancia
fundamental en la economia animal. En general, las
células del organismo mantienen un volumen
constante y, s6lo en ciertas especies y determinadas
condiciones fisiolégicas, se observan variaciones
de volumen que deben ser corregidas so pena de
trastornos patoldgicos irreversibles. En patologia,
el trastorno del volumen celular puede jugar un
papel muy importante y conducir a consecuencias
funestas.

Asi pues, lejos de ser un proceso trivial como

podria pensarse, en base a la suposicion de una4.

igualdad de presion osmotica entre el interior celular
y el medio extracelular, la precisa regulacion del
volumen celular es un proceso muy complejo que
dista mucho de estar completamente dilucidado.

Esto no quiere decir que en algunos invertebrados
no exista tolerancia, dentro de cierto limites, a los
cambios de volumen celular (con posterior retorno
al volumen normal) que les sirve de estrategia de
supervivencia. EIl estudio de estos animales
inferiores ha permitido arrojar luz sobre algunos de
los fendmenos osmoéticos involucrados en la
regulacién idnica e hidrica del medio intracelular.

Antes de entrar a estudiar los fenédmenos rela-
cionados con la homeostasis del volumen celular,
hay que considerar dos situaciones:

a. mantenimiento del volumen celular en ausencia
de variaciones osmoéticas o de concentracion del
medio extracelular y

regulacién del volumen celular ante variaciones
osméticas.

En esta revision sdlo se considerara el primer
caso, el mantenimiento del volumen celular en
condiciones isosmoticas y algunas consecuencias
patolégicas del fracaso del proceso.

Cuatro principios fundamentales determinan el
volumen celular:

1. Elequilibrio osmético o termodindmico del agua
a ambos lados de la membrana celular. En otras

palabras, ausencia de tendencia del agua a migrar

a través de la membrana celular.

lamado equilibrio de Donnan. Este concepto,
como se vera, requiere de ciertas modificaciones
para ajustarlo a lo que se ha observado expe-
rimentalmente, pues la célula no se encuentra en
equilibrio. EIl estado termodinamico que mejor
describe el de las células es el estacionario. Este
se define como el mantenimiento de la
invariabilidad de las propiedades y caracteristicas
de un sistema u organismo mediante el expendio
de energia.

Mantenimiento obligatorio de la electro-
neutralidad a ambos lados de la membrana,
idéntico numero de aniones y cationes a cada
lado de la membrana.

La diferencia de presién hidrostatica, entre el
interior y el exterior celular, es despreciable en
las células animales debido a que sus membranas
son facilmente distensibles y no son capaces de
mantener diferencia de presién (1).

3.

Las cuatro circunstancias antes mencionadas
resultan en una tendencia permanente al hincha-
miento celular, por acumulacion en éstas de liquido
extracelular, a pesar de la isosmoticidad (o igualdad
de concentracion) de los medios intra y extra-
celulares. En otras palabras, el mantenimiento del
volumen celular, aun en soluciones isosmaéticas con
el medio intracelular, requiere un gasto continuo de
energia. Por otra parte, muchos tipos de células
estarian provistos de complejos mecanismos de
regulacién de su volumen, al variarse la osmolaridad
del medio externo.

La necesidad de mantener el equilibrio
termodinamico del agua a ambos lados de la
membrana conduce a variaciones del volumen
celular. Cualquier cambio de concentracion de soluto
a uno de los lados de la membrana, modificara la
concentracion de agua que migrara hasta restablecer
la igualdad de concentracién a ambos lados de la
membrana. Hay situaciones en que ésto es imposible
y la migracién de agua es indetenible con la
consecuente destruccion de la célula.

El equilibrio de Donnan clasico

Consideremos el siguiente sistema (Figura 1)
constituido por dos compartimientos, una célulay el
medio circundante. La célula se denominara lado Il
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Los productos de las concentraciones de losiones y o] medio extracelular constituira el lado I. Los dos

positivos, cationes, y negativos, aniones, son compartimientos estan separados por la membrana
iguales a ambos lados de la membrana celular: el cg|ylar. Esta célula esquematica contiene una
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macromolécula incapaz de atravesar la membrana  Consideremos el anion A del compartimiento I.
celular y cada una de sus moléculas tiene n cargasEstos aniones bombardean continuamente la
negativas; representaremos su concentracion pormembrana y podrian atravesarla, asi que por puro
P como cada molécula tiene n cargas negativas, el azar esperariamos que se incrementaran los aniones
total de cargas negativas contribuidas por las del lado Il. No obstante, el anién, por razones de
macromoléculas sera P Ademas, dentro de la  electroneutralidad, no puede atravesar la membrana
célula hay una concentraciénde aniones difusibles sino va acompafiado por un catién. De modo que no
monovalentes. Tanto las cargas de los aniones habra difusion de aniones de | a |l si no se presentan
difusibles como las cargas de las macromoléculas simultdneamente un anién y un catién ante la
impermeantes, estan neutralizadas eléctricamente membrana.

por una concentracion exactamente igual de cationes  Anpora, la probabilidad de que dos eventos
difusibles monovalentes (y asi preservan la electro- gscurran simultaneamente es el producto de las

del lado II:

- n
Ky = A, + P _ Probabilidad de Probabilidad  Probabilidad de
Del lado | no hay macromoléculas, s6lo aniones Ue AvKse = dequese % de que se
y cationes difusibles monovalentes de modo que q y ) q q
presenten juntos presente K presente A

K, =A
donde K es la concentracion de cationes yl&
concentracién de aniones en el lado |, o extracelular.

Los volumenes de ambos compartimientos se
mantienen constantes durante el analisis.

Cada uno de los términos a la derecha del signo
de igualdad es proporcional, respectivamente, a las
concentraciones de Ky A en cada compartimiento.
Por lo tanto el flujo de la sal KA de | hacia Il sera:

| sl v | Flujo de KA de I a Il = KxA, x Const.
b : varar Igualmente el flujo de KA de Il hacia | seré:
N Bz E A Flujo de KA de Il al = KxA, x Const.
s ! K, Donde Const es la contante de proporcionalidad
: - entre el flujo y las concentraciones que determinan
o By la probabilidad de encontrarse un anién y un cation
“;:"""' — _:_‘ ante la membrana.
En Equilibria En el equilibrio, ambos flujo son iguales y
Pron} P tendremos, por lo tanto:
it i K, XA +K, XA,

Este razonamiento probabilistico establece la
igualdad de los productos de las concentraciones de
los iones difusibles a ambos lados de la membrana

Domnan  Clomeos

Bp = b [=nF- M A ] P MT )

Dobie Donnor Povcial (2).
N K, +A
€= e (1m-a012 Va2 CaF N 10 s K- A 1) toon )
en el compartimiento |, por no haber otro iones.
K,= A, + nP"

Figura 1. Esquema representativo de la distribucion de L .
Donnan en un sistema constituido por dos compartimientos €N €l compartimiento Il porque ,Kneutraliza
separados por una membrana permeable a cationes, K, ytanto A como las cargas nP
aniones, A, e impermeable a una macromolécula P De la igualdad de los productos
nP"representa las cargas eléctricas contribuidas por P
& . . , K, xA +K XA

., €s el flujo de la sal KA del compartimiento I al II; 1 1 2 2
&, eselflujo de KA en sentido contrario. Las ecuaciones y de
del annan clasico y del doble Donnan parcial han sido K,= A, +npPn
deducidas en el texto.
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se deduce que R = (A, + nP") A, presion osmotica mayor de lo que se esperaria de su
0 sea que KA+ (A)? + A, (nP"). sola presencia como moI.écuI.a,, debidg aque hay que
tomar en cuenta la contribuciéon del término (JtP

Es indudable que las células tienen en su interior
macromoléculas cargadas que causarian un dese-
quilibrio de presiéon osmoética, que induciria un flujo

Completando el cuadro en la expresion anterior
podemos despejar a,A

A, =-1/2nP" + 172V (4(K,A)) + (nP")?) continuo de agua e iones difusibles hacia el interior
y K, que es igual a nP+A, sera celular. Este flujo podria ser detenido si la célula
K, = 1/2nP" + 1/2V (4(K,A)) + (nP")?). ejerciera una presion mecanica que contrarrestara la

presién osmotica, situacion imposible en células
c id h | traci b animales cuyas delicadas membranas celulares son
onsideremos anhorafas concentracionesa ambosSi,capaces de soportar las tensiones mecanicas
lados de la membrana. Del lado | tenemos:

requeridas. Alternativamente, se podria afiadir un

K, + A = 2K porque K + A, no electrolito indifusible a la solucién del lado |
y ademas (libre de macromoléculas) en cantidad suficiente
KA. =(K)? para contrarrestar el trastorno osmético.
11 1.

La membrana celular separa, pues, dos medios:

dellado Il tenemos en términos de concentracion ) ' g el
el intracelular, que contiene macromoléculas indifu-

molecular: X e
Pt A +K sibles cargadas eléctricamente y el extracelular que
22 es, fundamentalmente, una solucion de electrélitos
que sumada dan: pequefios con tendencia a penetrar al interior celular.
A,=1/2(-nP" +V (4(K)? + (nP")?) Las macromoléculas indifusibles eléctricamente
K, = 1/2(nP" +V (4(K))?) +(nP")?) cargadas qug/re_s]d_en en el interior celular generan
pn = pn unadistribucion idnica particular, la distribucién de

Donnan, que tiene importantes repercusiones
fisiologicas. De no compensarse estos desequilibrios
A, + K+P"=P"+ v (4(K)? + (nP")?) por otros mecanismos, se producirian profundos
dafios osmosticos y quimicos en las células. Dichos
trastornos se manifestarian por hinchamiento
coloidosmostico y acumulacion de iones del medio
. extracelular, fundamentalmente sodio y cloruro, muy
Concentracion de lado | = 2K toxicos para los sistemas enzimaticos, en el interior
Concentracion de lado I1="P+ v (4(K,)?+(nP")?) celular.

Obviamente, al tender al equilibrio iénico, las

concentraciones son mas altas de lado Il que del \jocanismos propuestos para contrarrestar el
lado I porque el término bajo la raiz es mayor que pinchamiento coloidosmético inducido por la
2K, y ademas existe la macromolécuta P distribucién de Donnan

Si la macromolécula no estuviera cargadan=0y
(nP™2 =0y la concentracion del lado Il seria

Consideremos las condiciones osmoéticas a ambos
lados de la membrana:

Para compensar el trastorno i6nico y osmatico,

generado por la presencia de la macromolécula
P+ V (4K)%*= P" + 2K, indifusible cargada, se han propuesto diversos

o sea que habria, en el equilibrio, igual Mmecanismos:
concentracion de KA a ambos lados de la membrana a. pasivos, basados en la presion hidrostéatica
y del lado II, un exceso de presion osmotica debido  generada de diversas manera, como es el caso de
sélo a la macromolécula, como seria de suponer de las bacterias y de las células vegetales que estan
haber una molécula indifusible. Si"P= 0, las rodeadas por una resistente membrana o celda
concentraciones a ambos lados de lamembrana serdn inextensible;

iguales a 2K porque en la expresion de la y, contractiles o mecanoquimicos, basados en la

concentracion para el lado I, tantd Bomo nF" contractilidad de moléculas proteicas similares a

seran iguales a cero (3). la miosina que se han aislado de la membrana de
Asi que la macromolécula cargada ejerce una ciertas células (4);
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c. transporte activo de agua: hasta los afios sesentacelular y el sodio extracelular) lo son s6lo en parte,
se consider6 plausible este mecanismo, la resultando que juegan un doble papel, como iones
inhibicion del metabolismo acarreaba hincha- funcionalmente inmovilizadosy mévilesalavez,lo
miento que luego se revertia al restablecerse el que se ha dado en llamar el doble Donnan parcial
metabolismo; en realidad, se acumula una (8). Este modelo postula la inmovilidad de una
solucion de cloruro de sodio que luego es fraccién tanto del potasio intracelular como del
reexpulsada al activarse el transporte de sodio sodio extracelular, para explicar gran numero de
hacia el exterior celular. fendmenos bioeléctricos y de secreciény absorcion.

Este modelo se basa en el concepto bomba-fuga.

Estas tres hipotesis tienen solo valor historico
pues conducen a callejones sin salida y sin La hipétesis bomba-fuga

posibilidad de generar nuevas hipotesis mas cercanas ggtg hipotesis considera que la membrana celular
a una explicacion valedera. esta provista de un sistema que transporta sodio
Estas hipo6tesis fueron reemplazadas por una activamente, en el sentido de requerir energia
explicacion con mayor visos de verosimilitud: el metabdlica, desde el medio intracelular hacia el
doble Donnan. medio extracelular, y potasio en el sentido contrario,
haciendo la membrana funcionalmente imperme-
able a estos iones, puesto que los flujos pasivos son

. ] ) exactamente compensados por los movimientos
Silamembrana celular es impermeable a cationes ¢tjyos resultantes de la actividad de la llamada

pequefios, pero mayores que el potasio tales como el g mpa sodio-potasio. Esta bomba (o bombas) ha
sodio (el cation predominante en el medio gjqo extensamente estudiada y aqui solo se consi-
extracelular), la célula se encontraria en unasituacion gerara desde el punto de vista operacional como

de doble Donnan: un Donnan generado por las pomba de achique en el sistema bomba-fuga.
macromoléculas impermeantes negativas intra-

celulares y otro por los iones sodio extracelulares.
Esta situacion equivale a la adicion de moléculas
impermeantes al medio extracelular para con-
trarrestar el Donnan debido a las macromoléculas
intracelulares. Osmoéticamente, el sodio sélo se
diferencia de otras especies no cargadas en el hecho

de seruniony que esta obligatoriamente acompafiado . .
ya 9 P bomba-fuga admite la permeabilidad de la membrana

por un anion. : L
o ) ) al sodio y, como lo hace el Donnan clasico (5), al
Esta distribucion fue ampliamente estudiada por ptasio y al cloruro. El potasio tiende a salir de las
Boyle y Conway (5) en 1941. células y el sodio a entrar a través de las fugas en el
Hoy dia se sabe que la membrana celular es membrana. La bombai6nica compensa exactamente
permeable al sodio (6,7). No obstante, como se veré estos flujos pasivos, reintroduciendo el potasio a las
a continuacion, las membranas son funcionalmente células y expeliendo el sodio al medio extracelular.
al menos, parcialmente impermeables al ion. La bomba consume energia metabdlica para impedir

En vista de que han encontrando concentraciones |a degradacion termodinamica del sistema. Esta es
bajas, pero apreciables, de sodio en el interior celular, |a diferencia fundamental con el doble Donnan. En
se ha desechado la hipétesis del doble Donnan basad#£ste, se postula la impermeabilidad de la membrana
en la impermeabilidad absoluta al sodio de la @ l0s macroaniones y al sodio, impidiendo su
membrana celular y se ha reenfocado el estudio del migracion, por ende el sistema no se degrada y se
mantenimiento del volumen celular. Se considera mantiene en equilibrio, AG= 0. Un sistema en
que el mantenimiento del volumen celular involucra €quilibrio no puede realizar trabajo electroquimico,
un proceso complejo, que tiene como resultado final generar potencial eléctrico transmembrana, ni los
el establecimiento de un doble Donnan de naturaleza Potenciales de accion de nervioy musculoy tampoco
activa, que requiere un consumo continuo de energia €S capaz de mantener la absorcién y secrecion de

metabdlica. Lo que es mas, las especies quimicas metabolitos a nivel celular. En cambio la bomba-
funcionalmente inmovilizadas (el potasio intra- fuga establece un estado estacionario, o sea que las

El doble Donnan

Esta idea comparte con el doble Donnan la
suposicion de que tanto el sodio como el potasio
mantienen sus posiciones extra e intracelulares pero,
mientras el doble Donnan postula laimpermeabilidad
absoluta de la membrana celular al sodio y que el
potasioy el cloruro se rigen por distribucion impuesta
por los macroaniones intracelulares, el concepto
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caracteristicas y propiedades celulares (incluyendo Si la tasa de acoplamiento de la bomba, nimero
las concentraciones de las especies quimicas de sodios extraidos de la célula por potasio
intracelulares), se mantienen invariables a pesar de introducido por r, tenemos:

la tendencia a la disipacion de las diferencias de rp, + Py, = 0

concentracién y a la tendencia general a la degra- :
dacion del sistema, mediante el gasto de energia
metabdlica a nivel de la bomba.

Uno de los analisis mas elegantes de la situacién

planteada por el sistema bomba-fuga fue propuesto .
por Mullins y Noda (9) en 1963. De las tres ecuaciones precedentes podemos

deducir que:

empleando la misma convencién para el signo de
los flujos: el flujo hacia el interior, pes posivo y el
flujo hacia el exterior, P, es negativo.

Si la célula se halla en estado estacionario, no
habra flujos netos de ningun ion a través de su rm,+m,=0
membrana, los flujos pasivos seran exactamente 0 sea, que el flujo pasivo de potasio hacia afuera
compensados por aquellos debidos a la actividad de es r veces el flujo pasivo de sodio hacia el interior
la bomba idnica. celular. En otras palabras, los flujos pasivos guardan

Mullins y Noda (9) demostraron que el flujo €ntre si la misma relacién que los activos.
pasivo, m, de un ion puede expresarse en términos A partir de esta ecuacion y la expresion para el
de la permeabilidad de la membrana, P, al ion, las flujo pasivo obtenemos:

concentraciones intracelulares y extracelulareg, C rP (K -exp(EF/RT))f(E) + P (Na-Na exp(EF/
C. del mismoy el potencial eléctrico transmembrana, RT)f(E) = 0 ‘

E. por la expresion donde Ry P, son las permeabilidades de la
m= P(C-C.exp (EF/RT)) x f(E) membrana celular al potasio y al sodio,
donde F es la constante de Faraday, R es la respectivamente; Ky K, son las concentraciones
constante de los gases y T la temperatura absoluta;extra e intracelulares de potasio asi comgyNda,
f(E) es el término que describe la influencia del lo son para el sodio.

voltaje sobre el flujo. La expresion f(E) depende del Cancelando f(E) y haciendo b=, _obtenemos:
modelo propuesto para la distribucion del campo (rK_ + bNa)/(rK, + bNa)= exp (EF/RT)
eléctrico en la membrana celular; no es necesario N '

definirla porque se cancela en el transcurso de la 0

derivacién y es la misma para todos los iones de E = (RT/F) In ((rK + bNa) (rK; + bNa)).

igual valencia y carga eléctrica. Si r=1 obtenemos la clasica ecuacién de Golman,

Debido a las intensas fuerzas electroquimicas Hodgkin y Katz para el potencial transmembrana:
(diferencia de concentracion y potencial eléctrico E= (RT/F) In((K, + bNa)/(rK, + bNa)).
entre el interior y el exterior celular) que actian
sobre los iones sodio, habra un flujo neto pasivo de
estos iones al interior celular. Este flujo pasivo sera
compensado por un flujo hacia el exterior de igual
magnitud motorizado por la bomba idnica, asi
tendremos

Si el cloruro se distribuye de acuerdo a este
potencial, tendremos que el potencial transmembrana
en términos de la concentracion de cloruro vendra

dado por:
E=(RT/F) In (CJ/Cl)
m +P =0 y de las ecuaciones precedentes podemos obtener
Na Na ) ) ) una expresién que recuerda la relaciéon de los
dd_onde n@‘ayt_pNa sontlosSfIUJos p%swo y activo d_?_ productos del Donnan:
sodio, respectivamente. Se considera como positivo _
el flujo pasivo hacia el interior celular, my (rk,+ bNg)CI= (rK.+ bNg)Cl,
negativo el de la bomba de sodig,.P En esta expresion se observa que el producto de
la suma de los cationes (multiplicados por los factores
de correccidon r y b) por la del anién (cloruro) son
iguales a ambos lados de la membrana.

Los factores de correccion indican que no son los
productos de las concentraciones catidnicas en si,
sino funciones de ellas, las que estan involucradas

Existe también un flujo activo de potasio hacia el
interior celular, P, que compensa la salida difusiva,
m,,de este ion:

m, +P,=0
con la misma convercion para los signos.
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en la igualdad de los productos idnicos. igual a la del medio externa,.

Sihacemos suposiciones adecuadas conrespecto  Si el contenido de solutos de las células, g
a los cationes, como lo hizo Herrera (8) en 1992, mantiene constante al exponerse a las células a
quien considerdé que tanto el potasio intracelular distintas concentraciones del medio exterior,
como el sodio extracelular estan constituidos concep- tenemos que
tualmente por dos fracciones, una, operacionalmente H,0°t= constante y
inmovilizada por la bomba y la otra, difusible, es ¢ 1= H.O°
posible asimilar la distribucién iénica a un doble H,0% 7= H,0%x, y
Donnan. No obstante, este doble Donnan es soélo H,0/H,0° = nJn =C/C
parcial, pues sdélo parte del sodio extracelular o del dondexn_ y C, son la presion osmotica y
potasio intracelular es inmovilizada. Estas dos concentracion de la solucion externa isosmoética
fracciones inméviles determinan, como en el Donnan original y H,0°/ es el volumen original, antes de
clasico, la distribucion de todos los iones difusibles, cambiar la concentracion del medio, del agua
inclusive las fracciones moéviles del potasio intracelular. HO°y C con el volumeny la concen-
intracelular y del sodio extracelular. tracion anisosmoticos (después de variar la

Estarevision tedrica establece las bases sobre lasconcentracion del medio externo). En otras palabras,
cuales se asientan las hipétesis que explican el |05 volumenes de agua celular estan entre si, en
comportamiento osmético de las células y sobre las '€lacioninversaalas presiones osmoticas del medio
cuales se basan las exploraciones experimentalesd€ suspension de las células, si éstas no pierden ni
que hemos realizado en nuestro laboratorio. ganan solutos.

De este anélisis se desprende la conclusién que  Aplicando el principio de August Krogh (10) de
los mecanismos involucrados en la regulacién de la dUe para cada problema fisiol6gico existen uno o
composicién iénica, tienden también al mante- masammalesapromados paraestudlo,mv_e,st!gamos
nimiento de la constancia del contenido i6nico del €N nuestro laboratorio las respuestas ionicas y
medio intracelular. Consecuencia inmediata de esta 0Smoticas de ceélulas animales en invertebrados
invariabilidad del contenido i6nico celular es la Marinos, anatomicamente simples y desprovistos de
respuesta osmética celular. Las células responden aMmeca-nismos de regulacion del medio extracelular.
las variaciones de osmolaridad tal como lo predice Estos fueron la anémona de ma&wondylactis
la ley de van’Hoff (1) para la presion osmética. giganteay las holoturias o pepinos de mar,
Segln esta Ley, la presion osmética de una solucion, Isostichopus badionotug Holothuria glaberrina
o sea la tendencia que tiene dicha solucion a atraer Dichos animales, por vivir en un medio de
agua a través de una membrana permeable sdlo alcomposicion constante como lo es el agua de mar,
agua, vendra dada por la expresion: no requieren de mecanismos de regulacion del medio

= RTC extracelular. Por otra parte, son baratos y accesibles

>l a laboratorios pobres econ6micamente y por ser sus

concentraciones idnicas bastante altas, no se requiere
complicado instrumental para su estudio.

donden es la presién osmaética, o sea la presion
externa que debe aplicarse ala solucién para detener
el movimiento de agua a través de la membrana; Ry
T tienen sus acepciones convencionaleg; € la

concentracion total de los solutos indifusibles. Estudio de la respuesta iono-osmoética en células
Para las células, podemos expresar la ley en d€ invertebrados marinos
términos de la cantidad de solutos indifusibles Con el fin de estudiar la respuesta ionosmaética
intracelulares, @y del volumen de agua intracelular de las células a cambios de concentracion del medio
en que estan disueltos, ®F: externo en un animal primitivo, desde el punto de
n= RT Q/H,0° vista evolutivo, se escogio la ar]émona de mar
o Condylactis gigantea1l). Las células de este
aninal se expusieron a agua de mar de 5
H,O%n= RT & concentraciones diferentes: 50,67,83,100 y 125%
Normalmente, las células animales estan en del agua de mar natural.
equilibrio osmotico con el medio extracelular como Los volimenes relativos de agua celulaOH/

se desprende del analisis introductorio, de modo que H Oc (el volumen de agua celular en condiciones
. - s o ~ z 2 i
siempre la presion osmotica de las celulassera '
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anisosmoticas, D¢, dividido por el volumen de
agua celular en condiciones isosmoticagOH
dividido por el volumen de agua celular en
condiciones isoméosticas, ,B, v.g., el que ‘-’0"1’5-
corresponde al agua de mar de 100%) se presentaron -
graficamente como funcién de la reciproca de las o\m
con concentraciones de agua de mar,CC 1,01
(concentracién isosmética, agua de mar 100%, C
dividida por concentracion anisosmotica).CComo 0.5-
se ve en la Figura 2, los puntos caen sobre recta de ’
pediente unoy de interseccidn cero, como se espera

de la expresién que relaciona los volimenes de 0r ! ! ! !

agua intracelular a las presiones osmaéticas (o con- 05 10 15 20
centraciones) del medio extracelular. Por lo tanto, Ci/lc,

las células no regulan su volumen, no se observa

tendencia del volumen a regresar a su valor Figura 2. Agua intracelular relativa en células de
isosmotico cuando se exponen las células a medios tentaculos deCondylactis gigantea H,0,H,O,
anisosmoticos. El volumen de agua celular se representadas graficamente como funcionde lasreciprocas
comporta como lo predice la ley de van't Hoff. En  delas concentraciones de agua de m#€ Cla pendiente
otras palabras, los mecanismos involucrados en el €S 1.06= 0,02 y la interseccion -0,08 0,03; n= 6.
doble Donnan establecido por la bomba-fuga, son Adaptado de (11).

capaces de mantener invariables los contenidos de
solutos intracelulares. No obstante, se observaron
variaciones reciprocas en el contenido de taurinay

N
o
1

concentraciones de agua de mar no influy6 sobre la
. > ’ . respuesta osmatica de las células, como seria de
potasio, aquellg cae y este sube en una cantidad esperar si existiera algin mecanismo osmorregulador
equivalente al disminuir la concentracion del agua que respondiera a variaciones a largo plazo del agua
de mar e_xtracelular. Esta respuesta de la taurinay o mar de aclimatacién. En pocas palabras, la
el pota.s,|o parece representar un esbozo de la aclimatacion previa a concentraciones diferentes de
_regulamon del vqumen celular que se observa en agua de mar no modifica la respuesta osmatica.
invertebrados estuarinos, expuestos a medios Esto es consecuencia de la invariabilidd de los

externos de salinidad fluctuante. El comportamiento contenidos de solutos intracelulares. Aparentemente,

os,mosl,t(ljco d,? l?S células ?ﬁeglganteesg_aprotmmal | los sistemas de transporte son capaces de mantener
mas al de celulas expuestas a un medio extracelularin, ariaples el contenido celular de solutos, a pesar

regulado, células de vertebrados en general, con 4, |4 agresion osmotica representada por la

algunas excepciones tales como las células de la aclimatacion. Como se ve en la Figura 3, donde se
médula renal. han representado graficamente los volimenes
Asimismo se estudi6 el comportamiento osmoé-  relativos de agua celular en funcion de la reciproca
tico de células de un animal evolutivamente mas de las concentraciones de incubacién de los tejidos
avanzado que la anémona, y que, como ella, vive en en animales aclimatados a 57, 100 y 137% agua de
un medio de composicion constante, el equinodermo mar, todos los puntos caen sobre rectas de pendientes
Isostichopus badionotud2). Se explord el efecto  cercanas a uno e intersecciones cercanas a cero,
de la exposicion a distintas concentraciones de como lo predice la ley de van't Hoff (12). Asi pues,
agua de mar, sobre la respuesta ionosmética de |arespuesta osmética depende mas del medio en que
células de arbol respiratorio en animales aclimatados se desenvuelve el animal que de su grado evolutivo.
en agua de mar de tres concentraciones diferentes|a ey de van't Hoff es una relacién fisicoquimica
57,100, 137%. La osmolaridad del liquido corpo- elemental, las células de estos animales, desde el
ral (celomico), que ocupa el espacio entre la pared punto de vista osmético, exhiben un comportamiento
corporal y las visceras del animal, se equilibré fisicoquimico simple, a pesar de los complejos
rapidamente (en 8 horas) con el agua de mar de mecanismos involucrados en el mantenimiento de la
aclimatacion. Las células del arbol respiratorio composicion de solutos intracelulares. Se dice que

obedecieron la ley de van't Hoff en todos los casos, el comportamiento de estas células equivale al del
de modo que la aclimatacion a las distintas |lamado osmémetro perfecto.
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Estudio del papel de los electrolitos extracelulares

Se estudio el papel de los cationes extracelulares
en el mantenimiento de la regulacion iénica y
osmoética intracelular. La sustitucion del sodio
extracelular por colina, tris o litio acarrea pérdida
de agua, potasio, sodioy cloruro, mas no de osmolitos
organicos por parte de las células de equinodermos.
Esto podria deberse, en parte, a la inhibiciéon de la
bomba i6nica (que explicaria la pérdida de potasio)
y en parte, a una salida exagerada de cloruro de
sodio debido al gradiente de concentracion que
favorece la salida de sodio al medio exterior (13).
Los resultados estan resumidos en el Cuadro 1.

Igualmente la sustitucion del cloruro extracelular
por el anion isetionato causa una pérdida de agua,
cloruroy sodio, como solucién isosmotica de cloruro
de sodio, manteniéndose invariable el contenido de
potasio. EIl volumen celular se redujo a la mitad
(14), como puede verse en el Cuadro 2.

Claramente, los procesos que mantienen la ho-
meostasis intracelular cumplen su funcién bajo
diversas condiciones de concentracién de sodio y
cloruro, pero el volumen se reajusta a un nuevo nivel
en cada situacion.

] ! ! ! |
0O o5 10 15 2,0 25
Cjlc,

Figura 3. Variaciones en agua intracelular relativa,O/
H,0, de células de arbol respiratorioldestichopus badionotus
representadas graficamente en funcién de la reciproca de las
concentraciones de agua de maf,CC Los animales fueron
preincubados durante 9 horas en agua de mar de 57%, 100% y
137% con respecto al agua de mar naturglco@responde a la
concentracion del agua de mar de preincubacion. () corresponde
a animales preincubados en agua de mar de 137% (0) corresponde
a animales preincubados en agua de mar de 100%l)y (
corresponde a animales preincubados en agua de mar de 57%.
Las pendientes e intersecciones son respectivamente @,82n
0,12y 0,097+ 0,19; 093 0,036 y 0,040 0,048; 0,89: 0,10 y
0,12 + 0,068 para animales preincubados en agua de mar de
137%, 100% y 57%; n=4 para todos los casos. Adaptado de (12).

Cuadro 1.

Contenidos intracelulares de sodio, potasio, cloruro y litio en células de arbol respiratétododieuria glaberrima
expuestas a liquido celémico (Lic. cel.), agua de mar normal (AM Na) y agua de mar artificial (AMA) en la cual se ha
reemplazado el sodio por colina (Col.) TRIS (tris-(hidroximetil) amino metano) y litio. Valores tomados de (13)

Potasio AMA Li AMA TRIS AMA TRIS AMA Col Am Na Am Na Liqg. DS
pH 8,0 pH 6,1 julio enero cel.
Media 127 174 262 342 516 523 533 45
Sodio AMA TRIS AMA Li AMA TRIS AMA Col Lig. Am Na AM Na
ph 8,0 pH 6,1 cel. julio enero
Media 48 84 88 94 749 911 1048 230
Cloruro AMA Li AMA Col. AMA TRIS AMA TRIS Ligq. Am Na AM Na
pH 8,0 pHG6,1 cel. enero julio
Media 317 479 508 541 932 1180 1215 374
Litio AMA Li

Media 595172

Electrolitos expresados en micromoles/g peso seco.
DS: desviacién estandar
Grados de libertad = 49.

Las lineas debajo de las cifras agrupan valores que no diferen estadisticamente entre si, al0Ond&el p
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Cuadro 2 la relacion de Donnan, generada por los potasios
Contenido intracelular de sodio, potasio y cloruro en ~ OP€racionalmente inmovilizados y los macroiones
células de arbol respiratorio diolothuria glaberrima indifusibles negativos. Igualmente, el sodio

expuestas a agua de mar artificial que contenia 100%, extracelular consistiria conceptualmente de un
60% y 24% del cloruro del agua de mar natural. El fraccion operacionalmente inmovilizada y mantenida
cloruro se reemplazo por isetionato. fuera de las células y otra que se distribuiria de
Valores tomados de (14) acuerdo al Donnan. Este concepto es el que hemos
denominado el doble Donnan parcial y que ana-
lizaremos a continuacion (8).

% Cloruro del agua de mar 100% 60% 24%

Sodio 681 456 190 ) i . _ _
Potasio 548 514 498 La inmovilizacion de cualquier especie quimica,
Cloruro 934 552 214 cargada eléctricamente a uno o ambos lados de la

membrana celular, conducird a una distribucion tipo
Cifras subrayadas no difieren entre si estadisticamente, al Dgnnan de los iones capaces de migrar pasivamente
nivel p=< 0,05. , a través de la membrana celular. El procedimiento
Valores expresados en micromoles/g peso seco. mediante el cual se logra la inmovilizacién, ya sea
porimpermeabilidad de la membrana alion (Donnan
clasico), la incorporacion del ion a un gel cargado
eléctricamente o a la interaccién bomba-fuga, es
indiferente, pero el grado o magnitud de la cantidad
de iones inmovilizados es determinante.

En células de tentaculos de la anémona de mar,
Condylactis gigantease demostr6 que el potasio
extracelular era indispensable para el mantenimiento
del balance i6nico normal de las células y que la En el caso de la bomba-fuga, el hecho de que los
ouabaina, un inhibidor especifico de la bomba sodio- i0nes activamente transportados pueden fugarse en
potasio, inhibe marcadamente la acumulacién de Parte, siguiendo el gradiente eléctrico y de
potasio y la expulsién de sodio de estas células, tal concentracion, indica que lainmovilizacién de estos
como ocurre en vertebrados (15). Es posible asi iones es incompleta, resultando en un doble Donnan
hacer una anologia entre los fenémenos involucrados Parcial. La fracciéon no inmovilizada por la bomba
en el mantenimiento del volumen celular, tanto en S€ distribuye de acuerdo a la relacion de Donnan.

vertebrados como en estos animales evolutivamente ASi pues, la hipotesis bomba-fuga sugiere que solo
mas primitivos. parte de los iones potasio y sodio son efectivamente

inmovilizados, actuando como iones fijos clasicos.

Asi pues, se puede concebir al potasio total
intracelular, K, como constituido por dos fracciones
virtuales: una representa la concentracion de los

Empleando como base la distribucion de Donnan, jones potasio operacionalmente inmovilizados por
eldoble Donnany el concepto bomba-fuga, es posible |5 pomba. Ko y la otra, K° representa la
1 I 1 L h

interpretar los hallazgos anteriores mediante un .gncentracién de iones potasio dependientes de la
nuevo modelo que introduce un artificio conceptual g|acién de Donnan. En condiciones fisiologicas,
un poco abstracto. ambas fracciones permanecen invariables. De
El artificio conceptual consiste en extender la manera similar, la concentracion total de sodio
idea propuesta por Burton (16) de que el potasio esta extracelular, Ng, esta constituida por una fraccion
inmovilizado operacionalmente dentro de las células operacionalmente inmovilizada por la bomba,Na
por la bomba; igual situacion ocurriria con el sodio y otra, Na°, que se distribuye de acuerdo al Donnan.
extracelular. Si se modifican parcialmente estos Como presumiblemente no existen bombas que
conceptos y se considera que la bomba no es capazmantengan al sodio dentro y al potasio fuera de las
de inmovilizar la totalidad de los iones potasio células, el sodio intracelular se ha originado de la
dentro de las células, ni de mantener el sodio fraccion extracelular movil (N8) de este ion y el
completamente fuera de las células (y de hecho no lo potasio extracelular esta en equilibrio con el potasio
hace porque existe sodio en el interior celular), se movil intracelular (K°). Asi pues, todo el sodio
puede conceptualmente separar el potasio intracelular y el potasio mévil intracelular estan
intracelular en dos fracciones, unainmovilizada por regidos por el Donnan.
la bomba y la otra libre de distribuirse de acuerdo a  ge considera que el cloruro se distribuye

Interpretacion de laregulaciénidnicay osmaostica
en base a un doble Donnan parcial
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pasivamente porque no se ha postulado una bomba
de cloruro. Estas suposiciones conducen a la
siguiente expresion:
(K-KP)Cl=K.CL,
donde C], Cl.y K_son las concentraciones intra
y extracelulares de cloruro y la concentracion
extracelular de potasio, respectivamente.

De modo que
K,’= KK CI/CI,

K=K K= K CI/CI,

Igualmente para el sodio:
NaP= Na'-NaCl/Cl,

NaP= Na'-NaPf= NaCl/Cl,

Este analisis permite compatibilizar los productos
de cationes por aniones moviles a ambos lados de la
membrana. Es un hecho bien conocido que el
producto de las concentraciones anidnicas y catio-
nicas, determinadas por analisis quimico de las
células, rara vez coinciden con el producto de las
concentraciones de los aniones extracelulares, como

se observa en el Cuadro 3, construido con datos de
la literatura.

El Cuadro 4 presenta la concentraciéon de potasio
intracelular inmovilizado por la bomba, K la
concentracion de potasio intracelular libre K
(potasio Donnan); la concentracion extracelular de
sodio operacionalmente inmovilizada, Ny la
concentracién de sodio extracelular libre (sodio
Donnan), Ng. Todos estos valores han sido
calculados a partir del Cuadro 3. Estos resultados
indican que la bomba inmoviliza méas de la mitad del
potasio intracelular, llegando hasta el 90%, y con
excepcion del intestino deostichopus badionotuys
impide la entrada a las células de mas del 90% del
sodio extracelular.

En este analisis no se ha considerado la presencia
de los aniones macromoleculares impermeantes, por
no poderse medir facilmente su concentracién. No
obstante, puede estimarse aproximadamente su
contribucion a las cargas intracelulares. Puede
incluirse en las ecuaciones un término apropiado,
asi como también la contribucion extracelular de
magnesio y calcio para los animales marinos (dada
la concentracién apreciable de estos cationes
divalentes en el agua de mar). Asi se obtiene:

Cuadro 3

Concentraciones idnicas intracelulares totales asi como los productos i6nicos en algunas especies marinas.
Tomado de (8)

K Na Cl, K, Na. Cl, (K+Na)Cl, (K +Na)Cl,
x10® x10°

Condylactis 206 87 190 13 438 570 56 257
gigantea
tentaculos (11)
Isostichopus 104 376 378 11,3 514 570 189 299
badionotus
intestino (17)
Isostichopus 195 197 218 11,3 514 570 85 299
badionotus
musculo(17)
Parastichopus 217 71 76 10 463 548 22 259
tremulus
musculo(18)
Callinectes 188 121 69 10 460 559 21 249
sapidus

musculo (19)

Valores expresados en milimoles/litro.

212

Vol. 105, N° 2, junio 1997



HERRERA FC

Cuadro 4

Concentraciones de las fracciones imovilizadas
operacionalmente y libres de potasio intracelula?,yK
K.° respectivamente, asi como también las
concentraciones de las fracciones inmovilizadas y
libres del sodio extracelular, Nay NaP,
respectivamente. Las concentraciones se expresan en
términos de milimoles/litro. Ademas, las
concentraciones de los iones operacionalmente
inmovilizados se expresan como porcentaje de la
concentracion total

Kp KP Nap NapP

mM %K mM mM %Na mM

Condylactis 167 81 39 409 93 29
gigantea

tentaculos (11)

Isostichopus 87 84 17 251 49 263
badionotus
intestino (17)

Isostichopus 165 85 30 439 85 75
badionotus
musculo (17)

Parastichopus 145 67 72 453 98 10
tremulus
musculo (18)

Callinectes 111 59 77 444 97 16
sapidus
musculo (19)

((A+Cl1)-K)Cl= (Cl -2(Mg+Ca)-Na’)Cl,
donde Aes la contribucion a las cargas negativas

Epilogo médico

El mantenimiento del volumen celular juega un
papel crucial en la economia animal. EI hecho de
que la distribucién i6nica requiere una continua
actividad, como bomba de achique, por parte de la
bomba de sodio-potasio que continuamente expele
el sodio intracelular que tiende a acumularse por
accion de la distribucién de Donnan, explica el
permanente gasto de energia metabdlica en el
mantenimiento del volumen celular. Lainterrupcion
del aporte energético, por parte del metabolismo
celular, conduce rapidamente a la acumulacion de
sodio, cloruro y agua en el interior celular, como
una soluciéon isosmoética, resultando en el hin-
chamiento de las células. Este trastorno del
mantenimiento del volumen celular explica, al menos
en parte, los fendmenos fisiopatolégicos observados
clasicamente en la isquemia tisular y en ciertos
procesos acidéticos.

Yaen 1977, Macknighty Leaf (7) resumieron los
aportes de una extensa literatura sobre los procesos
isquémicos y su relacion con los trastornos del
mantenimiento del volumen celular. Asi, en estudios
sobre isquemiarenal (20) se encontré que al cabo de
60 minutos de compresion de la arteria renal, todos
los elementos celulares del rifién se hallaban
hinchados. Esto es consistente con la falla de los
mecanismos de mantenimiento del volumen celular
por ausencia de oxigeno y substratos metabdlicos.
El trastorno parecid ser parcialmente reversible,
porque el volumen celular regresaba a valores
normales en la zona cortical, 30 minutos después de
reperfusion. EI manitol hipertonico reducia el
hinchamiento celular.

El hinchamiento celular podria potenciar el efecto
de la isquemia en el masculo cardiaco. Durante el

de los macroaniones intracelulares, considerados periodo de isquemia, subsecuente a una obstruccion
como monovalentes, Mgy Ca son las concentraciones coronaria, el hinchamiento celular es poco impor-
de magnesio y calcio en el agua de mar. La solucién tante, presumiblemente debido al escaso liquido

a esta ecuacion es;

Cl= 1/2(KP-A) +1/2/((4(Cl-2(Mg+Ca)-
Na?)Cl+(K P-A%)?),

formalmente similar a la ecuacién para el
equilibrio de Donnan:

,= -1/2nP" + 1/2/(4(K,A)) + nP")?)

donde (KP-A") es analogo a nPpues representa
los iones inmovilizados intracelularmente y (ClI
2(Mg+Ca)-Na°) Cl_es analogo a JA , el producto
de los iones moviles extracelulares.

Gac Méd Caracas

intersticial que rodea las fibras musculares del
miocardio (21). La restauracidon de la circulacién
después de una isquemia prolongada causaria, no
obstante, un marcado hinchamiento de las fibras
miocardicas (22). Posiblemente, el hinchamiento
del miocardio y de las células endoteliales de los
vasos contribuyan a la extensidon y severidad del
dafo celular al impedir el flujo sanguineo colateral
al tejido.

Se ha demostrado que trozos de miocardio
preparados de corazones isquémicos, acumulan sodio
y agua, pero pierden potasio vitro, mientras que
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trozos de miocardio normal regulan su volumen y estas membranas. Al hincharse las células, los
mantienen su potasio intracelular (23). sitios reactivos de las enzimas pueden resultar tan

Modernamente se considera que la pérdida de @lejados que se perturbe el flujo ordenado de las
potasio por parte de las células no es un proceso feacciones. Si se readmite oxigeno y substratos
difusivo simple, sino que involucra un transportador Metabolicos, es posible revertir el hinchamiento; si
molecular y puede ir acompafiado de cloruro S€ administrar un soluto poco difusible en solucion

(cotransporte K y Cl). La existencia de transpor- hipgrosméstice},_seré po;ible preservar la geometriq
tadores no influye sobre la distribucion iénica final; Critica de los sitios reactivos de las membranas. Si
las concentraciones i6nicas alcanzan los valores €l hinchamiento es exagerado, ya no sera posible
impuestos por el doble Donan parcial, pues los fevertirloy la célula morira.

flujos siguen siendo pasivos. Por otra parte, se

conoce que la acidosis causa hinchamiento de las REFERENCIAS

células gliales y neuronas. Esta acidosis puede ser

a consecuencia de trauma o isquemia cerebral y

provoca edema cerebral. EIl hinchamiento celular 1. Hoffman EK. Control of cell volume. En: Gupta BL,
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