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RESUMEN

En le meyoria de loz invertetrados la respussthta gléc
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luz de loz fotovrecephbores (pobencial de receptor-FR) es una
dezpolarizaecion gradusda, relativamentz lenta que consizte d2 e

=ittt ie (FT),

Swide oo e despolarizacidn lerte o

& la repclarizacion.En la mayoris
& la FT con el ingreso de zodic &l
mambrata celular, & la FE con <] nivel Jde
pokazic coma 2l rezponzable de la

Tulaz tretirwlerssz del acocil ez

formsds por s FT vy unae FE qus

arteceds a la repclarizzcion. Del fotorreczptor vizual dal acoc

czda ura df laz feeez que 1o comporen. Ante ezt falta de

w1lo ze enplearon halles coulare:s zecoionados g2 loaz aus zs
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obtatiia 2] FR de laz célulaz retinwlares
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a@launma modificazidn e la concentracion del sodic, en 1
calcic o an le de ambuoz iorezz, Bl ahmaliziz de 1 it
de manifiezto qus en le aereracion de la FT participan tarte sl
sodic como el celcio: Sue la amplitud v le dwracion de iz FE
martistesn une relacion de proporcionalidad inver cowt la
dizponibilidad de calcio extracelular v gon la posibilidad de gue
=] calcio atraviese la membrans del Tobtorvrecsptor. Con sstos
rezultadas v le informacion disponibles en la literaturs ze
Fropong un nodelc de fobotransduccidn gplicable a foborreceptors

cor PR despolarizante.



ABSTRACT

In most invertebratez., the electrical response of the
photoreceptors te light (receptor pelential, RP) consists of a
agraded depolarizastion, relatively slow, which is formed Ly a
tranzient phase (TP} followed by & slow depolarization or stable
phase C(SP), anteceding repolarization. In most species, TP has
been sssociated with the entrance of sedium toe the cytosol
through the cell menbrane, the 5F with free intracellular
caleium, and potassium as respeonsible for Lhe repolarization. The
PP of the retinular cells of crayfish is also formed by a TF and
an SF anteceding repelarization. However, no systematic study of
the jionic dependencies has beern made in c¢rayfish visuel
receptors. In view of this lack of information, we studied the
participatiaon of szodium and caleium in BEF generation under
conditions of stable eguilibrium. light adaptation. and dark
adaptation. Isclated evestalks were used to obtain the EF of
retinular cells immersed in saline solution, Lo which changesz in
sodium or calcium concentration or both had besn made. The
results indicated that both calecium and sodium participsie in the
generation of TF and that the amplitude and duration of EF have
ah inverse relation to the avarlability of intracellular caiciun
and with the possibility of calcium cressing Lhe photoreceptor’'s
membrane., With these results and with the information available
in the scientific literature we propose a phototransduction model
that can be applied to the study of photoreceptors presenting a

depolarizing RP.



INTRODUCCION

El desarrollo evolutive de los seres vivos esta ligado
estrechamente con la aparicién en ellos de una gran variedad de
gstructuras especializadas en recoger sefales del medio, proceso
mediante el cual se inicia una serie de eventos que culminara con
la respuesta que dan los centros integradores del sistema
nervioso a las modificaciones ambientales. Estas estructuras se
denominan receptores y han desarrollado como caracteristica
esencial la capacidad de transformar un tipo de energia en otro,
la electroquimica, la principal forma de energia reconocible por
el sistema nervioso con el que comunican. Esto significa gue los
receptores actuan como verdaderos transductores de energia. La
transduccion es un fendémeno complejo, sobre todo si se considera
que se lleva a cabo en estructuras muy disimbolas comoc son,
necesariamente, los distintos tipos de receptores que se
encuentran en la naturaleza. De ahi gue una forma de abordar el
problems sea por medic de estudics gue permitan encontrar, si los
hay, aspectos comunes del fenomeno en cuestion. Es asi como el
hombre ha encontrado que la transduccién, lo mismo que muchos
otros fenémenos igualmente complicados. muestra aspectos comunes
en una gran variedad de estructuras receptoras en toda la escala
animal, siempre que el nivel de andlisis del probtlems trasciénda
la compleja organizacién estructural y se mantenga a nivel
celular y subcelular, por ejemplo. Lo que dicho en las palabras
de Autrum (Autrum, 1979) significa que la fisiologia comparada
provee de modelos relativamente simples en €l estudioc de
problemas generales.

Un fendmeno de transduccidn de gran interés es la
fototransduccién., Si continuamos con Autrum: "La fotorrecepcidn
es filogenéticamente muy vieja. Por ello ha estado expuesta a la
accioén de muchos factores selectivos, entre los diferentes fila,
érdenes, especies y subespecies. El1 resultado ha sido, por
supuesto, una gran variedad de adaptaciones altamente
especializadas, cada una de las cuales toma diversas formas,
tanto en los vertebrados comc en los invertebrados. Las



adaptaciones al habitat son extremadamente variables.

"Otra consecuencia de la antigiedad filcgenetica de la
fotorrecepcion es su casi ubicuidad en el reino animal. La
diversidad de adaptacicnes es menos sorprendente que la extrema
constancia en la forma de un tipo de érgano visual"

Esta constancia ha quedado claramente establecida en el
desarrollo filogenetico de los fotorreceptores en el que se han
podido determinar dos lineas evolutivas bien definidas. la ciliar
vy la rabdomérica (Eakin, 1968). La linea ciliar parece tener su
maxima expresién en los fotorreceptores visuales del vertebrado,
los bastones y los conos; la linea rabdomérica encuentra su mejor
exponente en la celula retinular de los insectos y de los
crustaceos. Aun cuando entre ambas lineas existen muchas
diferencias, tambieén hay un buen ntmero de semejanzas. Por
ejemplc, los bastones y las cé¢lulas retinulares parecen poseer un
grado de seénsibilidad luminosa muy similar ya gue ambos tipos
celulares son capaces de detectar diferencias de un fotén en la
intensidad luminosa (Davis, 1961; Rushton, 19€5; Borsellino y
cols., 1968; Glantz, 1968); la excitacién por luz se inicia con
la degradacién de un pigmento fotosensible el que, en ambos
casos, corresponde a la rodopsina (Wald, 1968; Goldsmith, 1975},
etcétera. -

.
La vistion en el ojo del invertebrade

En lo gue respecta al ¢rganc de la vision, €l ojo, se puede
afirmar que a pesar de las diferencias que hay en las distintas
especies de vertebrados e invertebrados, existe una organizacion
basica similar en todos los casos, la cuai consiste, en esencia,
de un medio conductor del estimule luminoso, un conjunto de
células transductoras del estimulo que mantienen estrecha
relacién con el sistema nervioso y un sistema regulador de la
entrada de luz. Las diferencias que suelen presentarse en los
distintos grupos animales se refiéren a la forma, a la
organizacion alcanzada por cada componente y sobre todo, al nivel
de desarrollo que muestra el sistema nervioso.

Por su organizacién anatémica y funcional, el ojo del
invertebrado parece ser, en general, de mas facil acceso al
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" estudio experimental que el del vertebrade ya que en aquel se

encuentran con frecuencia, grandes células fotorreceptoras gue
harn permitido estudiar procesos basicos del fenomenco visual,

Los pigmentae visuales de la maycria de invertebrados
estudiados son cromeproteinas gque tienen caracteristicas de
absorcien espectral similares y que se encuentran unidas a
membranas; en la mayoria de los casos €l cromé¢foro es el mismo
que el de la rodopsina de los vertebrados (1l1-cis-retinal). En
1957, Wald y Hubbard encontraron que una fraccisn membranosa de
lac células retinulares de la langosta contiene una sustancia
analoga a la rodopsina: Goldsmith en 1958 descubrid el retinal y
Goldsmith y Warner en 1964 encontraron en la abeja la presencia
de retincl. Las diversas investigaciocnes en artroépodos mayores
(langostas y caceroclas de mar) y en cefalopedes han llevado a la
ubicacidén del fotopigmento en los rabdémeros. Su estructura
molecular corresponde a la de una cromoproteina, el cromédforo es
el ll-cis-retinaldehide, un carotenoide liposoluble de 20 Atomos
de carbono que se encuentra unido a la porcién protéica que es la
opsina. Esta molecula (también llamada retineno o rodopsina) es
isomerizada por la luz a la forma trans (metarrodopsina). En los
cefalépodos, y al parecer también en la mayoria de los
crustaceos, las reacciones inducidas por 1la luz se detienen en la
formacién de intermediarios de la metarrodopsina, de manera que,
a diferencia de lo que ocurre en el vertebrado, la opsina y el
cromoforo no se separan; las dos formas tautoméricas de la
metarrodopsina (la 4cida y la basica) son entonces reconvertidas
a rodopsina por absorcidén ulterior de luz sin necesidad de
aportar un nuevo croméforo, hasta que se alcanza un
fotoequilibrio segun se ilustra mas abajo. Este sistema de
excitacién e regeneracidén parece estar ampliamente distribuido en
los receptores de invertebrados (Wald y Hubbard, 1957; Hubbard y
St. George, 1958; Wald, 1967; Wald, 1968; Autrum, 1979; Hamdorf,
1979; Stryer, 1987). En la oscuridad el equilibrio se desplaza
hacia la conversion de metarrodopsina en rodopsina.
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Se ha propuesto un modelo de funcionamiento del esistema de
fotopigmento de los fotorreceptores rabdoméricos. Se ha sugerido
que las moléculas de rodopsina (R) regeneradas o provenienges de
la adaptacion a la oscuridad inician la excitacién de la membrana
a través de la captura de los fotones que pueden causar la
transicidn de R a metarrodopsina (MR); esta MR libera energia gue
es utilizada en sitios activos de la membrana durante cierto
tiempo del proceso excitatorio. La MR puede ser reconvertida en R
gracias a la absorcion de fotcones; la captura de fotones que
pueden causar esta reaccién inversa, no causan excitacion cuando
ocurren antes de gue la MR libere su energia. Si’ la energla ya se
liberd, la pérdida de ella previene la reaccidén de MR a R
(Stavenga, 1974; Hamdorf, 1979),.

La respuesta eléctrica que dan los fotorreceptores visuales
dnte un estimulo luminoso se ha estudiado desde mediados del
siglo pasado. A decir de Hartline y sus colaboradores (1952):
"...Hace cien afos Holmgren descubrié el potencial de accion de
la retina..." A lo que seguramente se referifa Hartline es al
electrorretinograma (ERG). Es este mismo autor en 1928, uno de
los primeros en estudiar la respuesta eléctrica a la luz de los
ojos de insectos y crustaceos por medio de un dispositivo analogo
al electrocardisografo de Einthoven.

El ERG de algunos invertebrados, en particular el del acocil,
se considera debido unicamente a la actividad de los
fotorreceptores (células retinulares} (Naka y Kuwabara, 1959);
aunque esto podria ser una ventaja en el estudio del proceso de
la fototransduccién, es insuficiente, ya que se trata de una

5
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respuesta en el tiempo y en el espacio de un conjunto de celulas,
las que constituyen la retinula. De hecho una mayor comprensién
del fendmeno se ha obtenido por el uso del registro intracelular.
Son otra vez Hartline y sus colaboradores (1952) quienes por
primera vez 1la utilizan en el estudio de la actividad de los
fotorreceptores visuales de Limulus. Estos autores obtuvieron dos
clases de registro, unc de tipo espiga, es decir una
despolarizacién rapida o potencial de accién, y otro de tipo
lento, tambieén despolarizante o potencial de receptor.

La respuesta que dan los fotorreceptores ante un estimulo
luminoso es un cambic de voltaje lento, una despolarizacien de la
membrana que corresponde al llamade potencial generador o
potencial de receptor (Davis, 1961). En nuestros dias el termino
potencial generador ha quedadc para 16s potenciales graduados que
generan espigas, mientras que el de PR se usa cuando la respuesta
también es graduada pero es provocada por estimulog sensoriales
(Jarvilehto, 1979)., por lo que en este trabajo emplearemos este
téermine.

En las cé&lulas fotorreceptoras se han detectado dos tipos de
actividad eléctrica; uno de ellos aparece después de una latencia
facilmente medible y asociada con cambios en la conductancia de
la membrana, es el llamado potencial tardic de receptor o
simplemente potencial de receptor (PR). El otro tipo de respuesta
fue cobservado inicialmente por Brown y Murakami (1964) y se
registra sélo cuando se aplican estimulos lumincsos muy intensos
(Jédrvilehto, 1979), se le conoce como potencial temprano de
receptor (PTR). Dentro de las caracteristicas del PTR destaca que
su latencia es minima y resulta muy dificil de detectar (se ha
calculado en el orden de los nanosegundos)(Hillman y cols.,

1973)., Se sabe también que su polaridad depende de la
temperatura, a temperatura ambiente o mayor (24°C a 37¢C) es
positivo y se vuelve negativo a temperaturas del orden de los
10°C. Por otro lado el PTR no desaparece cuando la preparacién se
fija en formaldehido ni es sensible a los cambios en el medio
idnico. La amplitud del PTR es linealmente proporcional a la
intensidad luminosa. El PTR tiene el mismo espectro de absorcién
que el PR (Hillman y cols., 1973). Se ha propuesto que esta
asociado con las primeras etapas de la isomerizacién del



fotopigmento, y tambisn con su resintesis (Cone, 1967, Hagins y
McGaughy, 1967). No se genera por cambios en la permeabilidad de
la membrana (Brindley y Gardner-Melwyn, 1966}, sino mas bien por
una corriente capacitiva consecutiva a la absorcion de fotones,
que resulta de un cambio en la carga de las moléculas del
fotopigmento que tienen la misma orientacion espacial en la
membrana de las microvellosidades rabdoméricas (Jirvilehto,
1979).
Como resultado del cambio conformacional del fotopigmento se
presentan cambios en la conductancia de la membrana, que originan
. pequefios cambios de voltaje conocidos como despolarizaciones
miniatura unitarias o "despolarizaciones cuianticas" debido a su
semejanza con los potenciales de placa neuromuscular que
provienen de la liberacion de guar:tc de transmisor quimico. Su
nimero parece ser proporcional a la intensidad luminosa y su suma
podria dar origen al PR (Yeandle, 1958; Adolph, 1964). Las
despolarizaciones cuanticas también se pueden presentar en
condiciones de oscuridad constante por lo que se ha propuesto que
su origen podria ser tanto la isomerizacion térmica de las
moleculas de rodopsina como el daffo de algunas areas de la
membrana (Srebro y Behbehani, 1972; Behbehani y Srebro, 1974). Se
ha propuesto que cada una de las despolarizaciones miniatura es
consecuencia de que se abran del orden de cien canales de sodio
{(Cone, 1973). Se han construido algunos modelos matemiticos que
pretenden representar esta suma lineal o que analizan el
coaportamiento de las despolarizaciones cuanticas y que en mayor
o menor medida se ajustan a las condiciones impuestas por los
autores. Con base en ellos se puede afirmar que la amplitud de
las despolarizaciones cuinticas es independiente de la latencia
de las mismas y de los niveles extracelulares de calcio; por otro
lado, la latencia parece estar relacionada con el grado de
oscuridad previa, con los niveles de iluminacién y con los
niveles extracelulares de calcio ya que la reduccidn de este ion
significa un aumento en la latencia (Srebro y Behbehani, 197i;
Stieve y Bruns, 1980, 1981, 1983; Wong y cols, 1980a, 1980b,
1982; Payne y Howard, 1981).
Gran numero de autores esti de acuerdo en que otra

consecuencia de la isomerizacicn de la rodopsina, que resulta de
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que s= desencidene wn canbio en la conductancias de lz membraha
(Hamdorf, 1973). Ezte cambic afecta principalmentes al sodio, ya
qQue 2u retiro del medic extracelular, on cazi cualquier tipo de
preparaciones, origimns unsg reduccidr motable en la anplitud del
FR (Washizu, 19€4; Eazuchi, 196%5; Fulpiuz y Bzumann, 1969
Millecchia y Mauro, 136%a, 1963b; Bader y col=z.. 1976:; Muijser,
1979: Chirm y Gillaty, 1985). Aunque la falta Jd= Na reduce la
amplitud 421 PR rio anula la respuzsta; de hecks mo ka sida
posible hacer dezsapareczr la FT o todo el PR mediante la
reduccidn idnica extracelular o mediante la apllcacién de
tblogusadares de loz sistemaz de ATF-asa peze a que =2 ha
Fropuests lx existemcia de bombaz electrogénicas que podrian ebar
participando er la generacidn de la FT del PR (Smith vy cols.,
19€32; Brown y Lisman, 19723 Beuumann  y Maurc, 19745 Chirm y
Gillary, 1935). Aun no hay wn acuerdo sobre =1 papel que
desempefarn en la FT los iones de calcic, pus: no s han podido
descartar como un posible acarreador de corrierte ern ninguna de
las especies en las que ze ha estudiade su participaciér err el FR
(Fulpius y Baumanrt, 1969; Millecchia y Mauro, 196%9a, 1969b; Bader
y cole., 19765 Muijser, 1979); sin embargo, en afios recientes han
aparecido datos que apoyan la participacién del cxlcico

N
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directamente en el proceso de generacidén de la FT (Bolsover y
Brown, 1985; Bacigalupo y ccls,, 1986; Payne, Corson y Fein,
1986) . La FE parece desencadenarse como consecuencia de la FT.
Durante la FE el nivel de calcio libre intracelular (Cai) se
eleva en una secuencia que semeja el curso temporal de la
despolarizacion. De hecho parece ser este nivel de Cai el que
determina la amplitud y la duracién total de la respuesta de
manera que cuanto mener es la Cai mayor es la duracidn del PR y
lo opuesto es también cierto (Fulpius y Baumann, 1969; Lisman y
Brown, 1972; Brown y Blinks, 1974; Brown y Lisman, 1975; Bader vy
cols., 1976; Brown y cols., 1977; Muijser, 1979; Lo y cols.,
1980: Hochstrate y Hamdorf, 1985; Levy y Fein, 1985). Esto
equivale a decir que el calcio estia también {ntimamente ligado
con la posibilidad de que se inicie la repolarizacidén del PR,
fase que, por otra parte, depende en buena medida de la presencia
de ¥* (Millecchia y Mauro, 1969a, 1963b).

El papel del calcic en el proceso de la fototransduccién ha
sido ampliamente estudiado en los invertebrados. Los trabajos de
Washizu (1964) en Calliphora, de Eguchi (1965) en Procambarus y
de Millecchia y Mauro, 196%9a, 1969b) en Limulus pusieron de
manifiesto que la reduccién en la concentracion de calcio
extracelular (Cae) produce cambios en el PR que son del mismo
tipo de los encontrados como resultadce de la adaptacidn a la
oscuridad; es decir, crecimientos en la amplitud y
fundamentalmente en la duracién de la respuesta. También
demostraron que el exceso de Cae origina cambios en sentido
opuesto tal como lo hace la adaptacién a la luz; esto es,
respuestas de magnitud pequefia y muy corta duracisn. Con los

. resultados obtenidos con el empleoc de teécnicas de microinyeccion

de calcio por presién o por microiontoforesis, y con €l uso de
quelantes de calcio o de sustancias luminiscentes sélo en
presencia del calcio, Lisman y Brown (1972) propusieron al calcio
como el segundo mensajero y principal responsable del proceso de
adaptacién a 1a luz en los fotorreceptores ventrales de Limulus
(Baumann, 1968;Brown y Blinks, 1972, Lisman y Brown, 1972). Con
el empleo del mismo tipo de técnicas de microinyeccidn de calcio,
de agentes quelantes de calcio como el EDTA o el EGTA, de
sustancias luminiscentes en presencia del calcio como la ecuorina



y el Arsenazo 111, o de sustanqiééiduefai,mgdifipaﬁkel%‘
metabclisme celular elevan el nivel de Cai (Brown y’ Lisman, 1975;
Lisman y Brown, 1975; Brown y cols.. 1977; Wong y cols., 1979; Lo
y cols., 1980; Levy y Fein, 19855, se ha.llegado a la conclusidén
de que la concentracion de Cai aumenta come resultado de la
iluminacion, se mantiens en niveles altos en el citosol todo el
tiempo que eésta dure, y disminuye durante la oscuridad debido a
que es retirado hacia el exterior o hacia los depdsitos
intracelulares que lo mantienen en forma no ionizada.

Han sido muchos los trabajos orientados en apoyo a la
hipédtesis de Lisman y Brown de gque el calcic es el segundo
mensajerc en la adaptacién a la luz y parecen indicar que, en
efecto, durante la adaptacion a la luz de ls mayoria de los
fotorreceptores de invertebrado estudiados, el incremento en el
Cai es el determinante de la disminucidén de la sensibilidad a la
luz. Si embargo, €n afios recientes se ha propuesto la existencia
de un segundo mensajero en el procesoc de la fototransduccién para
los fotorreceptores del invertebrado que no es directamente el
calcio; el candidato mas viable para cumplir esta funcién es
alguno de los polifosfatos de inositol (Berridge e Irvine, 1984).

Se ha implicado a los polifosfatos de inositol como
intermedidarios en un gran numero de aspectos de la funcién
celular que dependen del calcio, de manera que la hidrélisis de
estos fosfolipidos de la membrana parece representar una etapa
basica y obligada en los procesds de t;ansducciOn de los
receptores. El comportamientc de las cé@lulas esta gobernada por
sistemas de sefales que traducen la informacion externa en un
repertorio limitado de sefales internas, los segundos mensajeros.
Los receptores en la superficie celular funcionan como elementos
que captan informacién externa (antenas moleculares), la cual es
luego transducida y amplificada en los segundos mensajeros que
regulan muchos procesos celulares como ei metabolismo, 1la
secrecién, la fototransduccién, etc. (Berridge € Irvine, 1984).
Los..segundos mensajeros se han estudiado sobre todo con respecto
a las acciones hormonales y de neurotransmisores; fue en el
pancreas donde se encontrd que la accién de la acetilcolina
implica un aumento en la incorporacién de P?? en los fosfolipidos
de la membrana que precede a la secrecién (Hokin y Hokin, 1953).
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Posteriormente, Durell y sus colaboradores (1969) demostraron que
la accién de la acetilcolina implicaba uh aumento en la
hidrelisis de los fosfolipidos de la membrana y que éste podria
ser el mecanismo de accién general de los receptores. Por otro
lado Michell propuso que el metabolismo del inositol concierne
s6lo a3 los agonistas que elevan el calcio intracelular (Michell,
1975). Son muchos los agonistas que aumentan el metabolismo de
los fosfatos de inositol de la membrana (acetilcolina,
vasopresina, noradrenalina, hormona liberadora de tirotropina,
luz, etcétera; Berridge, 1984); como caracteristica comun a los
receptores a estas sustancias est4 el que son de naturaleza
multifuncional y gque se les ha implicado ¢émo parte de un
mecanismo de transduccién general para la movilizacidn del
calcio, la activacién de la proteina quinasa C, la liberacion de
acido araquidonico y la estimulacién de la guanilatociclasa
(Berridge, 1984). El término fosfoinositolido se ha utilizado
para describir a tres fosfolipidos anidnicos que contienen
mio-inositol en sus grupos principales. El mas abundante de ellos
es el fosfatidilinositol el cual contiene mio-inositol unido a un
fosfato en el hidroxilo de la posicien 1; los otros dos fosfatos
de inositol se forman por fosforilacién secuencial de los grupos
hidroxilo en las posiciones 4 y 5. Estos fosfolipidos se
encuentran localizados en la hoja interna de la membrana
plasmatica y en la propia membrana se localizan las enzimas
responsables de la fosforilacién y del proceso inverso. Estas
enzimas son la fosfatidilinositol quinasa que fosforila en la
posicién 4 para producir fosfatidilinositol-4-fosfato; la
fosfatidilinositol4-P quinasa que fosforila el hidroxilo en la
posicidn S para formar fosfatidilinositol-4,5-difosfato. Las
reacciones inversas son llevadas a cabo por dos
fosfomonoestearasas que especificamente remueven el fosfato de
las posiciones 4 y 5. Al parecer existe un equilibrio muy fino
entre la fosforilacién y la reaccidén inversa de estos
fosfolipidos de manera que las proporciones de ellos se ajustan
en funcién de su utilizacién (Berridge, 1984). Bajo la accién del
agonista (hormona, neurotransmisor, luz) la membrana celular
sufre una "perturbacién” (que puede ser un cambio conformacional
en alguna de las proteinas membranales) que inicia una cascada de
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reacciones que se bifurca en un ciclo lipidico.y.en el cicle del
fosfato de inositol; la perturbacién activa a‘Uhé,fosfodiestefasa
(fosfolipasa C) la cual rompe el fosfatidilinositol4,5-Fz dejande
libres sn-1,2-diacilglicercl y trifosfato de inositol. Se han
identificado dos isémeros del trifosfato de inositol, el 1, 4,
S5-trifosfato de p-mic-inositol y el 1, 3, 4-trifosfato de p- o L
mio-inositol. El m&s conocido es el isémero 1, 4, 5. El
trifosfato de inositol parece ser el segundo mensajero y parece
unirse a las membranas del reticulo endoplasmico donde promueve
el eflujo de calcio hacia el citosol (Seyfred y cols., 1984;
Burgess y cols., 1984). Posteriormente, el trifosfato de inositol
es desfosforilado en forma secuencial por tres fosfatasas de
manera que el inositol es reciclado hacia la membrana en donde la
diacilglicerol inositol fosfatido transferasa resintetiza
fosfatidilinositol. Por el lado del ciclo iipidico. la accién de
la diacilglicerol lipasa libera acido araquidénico y
monoacilglicerol; el primero puede funcionar como segundo
mensajere o como sustrato para la sintesis de otros compuestos.
Sobre el diacilglicerol también actua una quinasa la cual produce
acido fosfatidico (que ha sido propuesto como un ionéforo de
calcio sobre la membrana plasmiatica, Seyfred y cols., 1884);
sobre ¢l acido fosfatidice actua la CIP-fosfatido citidil
transferasa que resintetiza CDP-diacilglicerol ei cual sirve de
sustrato para la nueva sintesis de fosfatidilinositol (Berridge e
Irvine, 1984). El propio diacilglicerol actéa en el planc de la
membrana celular mediante la activacién de la proteina quinasa C,
lo que implica la fosforilacién de proteinas especificas que
contribuyen a diversos procesos fisioclodgicos especialmente
aquellios que ocurren en forma independiete de los niveles de
calcio o frente a niveles muy bajos del ion.

Desde el punto de vista de la fototransduccién se ha
encontrado que la inyeccién de 1, 4, 5-trifosfato de mio-inositol
en el fotorreceptor ventral de Limulus induce cambios de
corriepte a través de la membrana fotorreceptora del mismo tipo
que los producidos por la estimulacién luminosa e incluso se
produce una desensibilizacién del receptor (adaptacién) tras
inyecciones sucesivas de polifosfato, del mismo tipo que la
producida por la luz (Brown y Rubin, 1984; Brown y cols, 1984).
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Se ha demostrado que 1la corriente y la adaptacién del receptor se
acompafian de un aumento en el Cai de manera que el 1, 4,
S-trifosfato de inositol podria cumplir con la funcién de segundc
mensajero entre la isomerizacion de la rodopsina {la perturbacioén
o cambio conformacionzl en la membrana plasmatica) y la elevacién
de los niveles de Cai que acompafian a la adaptacién a la luz
(Brown y Rubin, 1984; Corson y cols., 1984; Fein y cols., 1984;
Payne y cols., 1984; Payne y cols., 1986; Corson y Fein, 1987).
De los resultados de estos trabajos se puede plantear que la
estimulacioén luminosa induce la hidrelisis de los fosfolipidos de
la membrana, en forma analoga a como lo hace la unién
agonista-receptor probablemente como consecuencia de la
isomerizacién de la rodopsina, lo que da como resultado la
produccién del 1,4,5, trifosfato de inositol. Este compuesto
serfia el responsable de la liberaciédn de calcio desde el reticulo
endoplasmico, El diacilglicerol liberado en el ciclo del
fosfatidilinositel, u otros productos como el acido fosfatidico,
modificarian la permeabilidad de la membrana plasma&tica al calcio
con lo que se tendria una fuente interna y una externa o
transmembranal para elevar el Cai cuyos niveles determinan la
adaptacién a la luz del foté&receptor (Payne y cols., 1986;
Corson y Fein, 1987).

Adaptacion a la lue y a la oscuridad

Los fendmenos de adaptacisén a la luz y a la oscuridad los
podemos enfocar desde el punto de vista de los fotorreceptores o
del de las estructuras pararreceptoras. En el primer caso se
puede decir gque, en general, la capacidad de respuesta de las
células fotorreceptoras depende fundamentalmente de la
disponibilidad de fotopigmento. Durante la adaptacién a la
oscuridad, el pigmento se acumula en forma de rodopsina, lo que
significa que la célula incrementa su capacidad de respuesta a la
luz. Al mismo tiempo, disminuyen los niveles de Cai, ya que éste
es secuestrado y almacenado en depdsitos intracelulares que lo
mantienen fijo y también es expulsado hacia el medio
extracelular. Durante la adaptacion a la luz, los fendmenos se
invierten, pues 1a mayor cantidad de fotopigmento pasa a la forma
trans (metarrodopsina), lo que significa una menor capacidad de
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respuesta por parte de la célula fotorreceptora. Por otra parte
el Cai aumenta comc resultado de su salida desde los depédsitos
intracelulares, como ocurre en el ojo de Palanus, y de su ingreso
desde el medioc extracelular come sucede en el ojo lateral de
Limulus (Brown y Blinks, 1974). Se ha propuesto que durante la
fotorrespuesta los niveles intracelulares de calcio idnico siguen
una secuencia temporal muy parecida a la de la respuesta
eléctrica hasta un punto tal que se le ha asociado con €l
fenbmeno de la adaptacién caracteristico de los receptores
sensoriales; es decir, gque por una parte €l PR tiene una
determinada amplitud al inicio de la estimulacién luminosa la
cual decrece con el tiempo aun cuando el estimulo permanezca
constante, en tanto que, en forma paralela, el ingreso de calcio
libre al citosocl es también maximo al inicio de la estimulacien
luminosa y disminuye durante la iluminacién sostenida. De hecho,
€l aumento experimental en la Cae significa en muchas especies,
un incremento en el Cai que tiene efectos comparables en todo a
los de la adaptacién a la luz y la disminucién en la
concentracién del ion mimetiza en todos sentidos los efectos que
se derivan de la adaptacidn a la oscuridad (Baumann, 1968; Lisman
y Brown, 1972, 1975; Brown y Blinks, 1974; Brown y Lisman, 1975;
Bader y cols., 1976; Brown y cols., 1977; Lo vy cols., 1980{
Fuentes-Pardo y cols., 1984; Levy y Fein, 1985; Payne, Corson y
Fein, 1986). Desde el punto de vista morfoldégico se han
encontrado diversas modificaciones en la ultraestructura de los

. fotorreceptores que parecen asociarse con los estados de
adaptacidn a la luz o & la oscuridad. Estas incluyen cambios en
la longitud del rabdomo, destruccioen del arreglo de los
microtubulos, aparicién de cisternas en o cerca del rabdomc que
se han asociado con el almacenamiento de calcio, aumento en el
namero y el tamafio de los cuerpos multivesiculares (Eguchi, 1965;
Horridge y Barnard, 1965;Eguchi y Waterman, 1967, 1976; White y
Lord, 1975; Tsutsumi y cols., 1981; Meyer-Rochow y Eguchi, 1984),
etcétera.

En lo que se refiere a las estructuras pararreceptoras es
necesario hacer alusién a los llamados pigmentos accesorios de
los insectos y de los crustaceos. En ellos las células que
contienen a estos pigmentos funcionan como sistemas que regulan
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la entrada de luz a los fotorreceoptores. En terminos generales
se puede decir que durante la adaptacion a la luz blindan el
rabdomo de manera que la cantidad de luz que llega a la regicen
fototransductora se reduce; durante la adaptacion a la oscuridad
se redistribuyen dejando completamente libre al rabdomo con lo
cual todo haz luminoso que ingrese al ojo tiene la posibilidad de
estimular alguna regicn fototransductora. En la mayoria de los
insectos y de los crustaceos estudiados, estas estructuras se
encuentran bajo 1la accien reguladora del sistema neuroendocrino
(Hernindez Falcén, 1984).

En resumen, con base en los estudios hechos en gran numero de
especies de invertebrados se propone que la fototransduccicn se
ajustaria al siguiente esquema general: la iluminacién causa la
isomerizaci¢n del retineno; como consecuencia de ello, y con la
participacién de un segundo mensajero como el trifosfato de
inositol, aumenta la conductancia de la meambrana al sodio lo que
induce una despolarizacicn de la cé¢lula; se produce un aumento en
la conductancia al calcio y en la concentracién del Cai que
determina el inicio de la FE, la duracién de la cual depende del
nivel intracelular de calcio y del pH intracelular (Brown y
Meech, 1976); el inicio de la repolarizacicn se lleva a cabo unha
vez que la conductancia al sodio ha disminuido y prevalece la
salida de potasio (Millecchia y Mauro, 1969b; Goldsmith, 1975;
Autrum, 1979; Jirvilehto, 1979; Berridge e Irvine, 1984; Brown, y
cols., 1984; Payne y cols., 1986).

Organtzacien funcional del ojo compuesto del acocil.

La organizacién general del ojo compuesto de los insectos y de
los crustaceos se basa en la presencia de multiples unidades
estructurales y funcionales que se conocen con €l nombre de
omatidias. Desde los trabajos de Exner (1889) y de Parker (1932)
se sabe que la omatidia esti constituida por una porcidén
disSptrica, una retinular y una reguladora de la entrada de la
luz. De la primera forman parte la cérnea, el cono cristalino y
las ceélulas pigmentarias accesorias (en la medida en que éstas
absorben algunas longitudes de onda del estimulo mejor que
otras).

En 1889, Exner estudi® el aparato diéptrico y los pigmentos
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visuales de los insectos. De estos estudios se origind 1la
clasificacién de los ojos de los insectos, que luego se
extenderia a los crustaceos, en dos grandes grupos: 0jos por
superposicion y ojos por aposicion, En los primeros la formacién
de imagenes depende de la organizacién de multiples omatidias con
rabdomos cortos, lo que permite que en la retinula se formen
muchas imagenes que se superponen. En los ojos por aposicién las
omatidias tienen rabdomes largos y la imagen se forma en sélo un
punto de la retinula. Por otro lado, hay ojos compuestos que,
dependiendo de la posicién que tengan los pigmentos accesorios,
pueden funcionar tanto por superposicién como por aposicién. El
ojo del acocil pertenece a este grupo aunque funciona
principalmente por superposicién y sélo cuando esta totalmente
adaptado a la luz lo hace por aposicion.

La segunda parte de la omatidia la constituyen las 8 células
retinulares por omatidia que se encuentran en la base del conc
cristalino y descansan sobre la membrana basal. En cada ceélula
retinular se encuentra un rabdomeroc formado por microvellosidades
que ne son otra cosa que pliegues de la membrana que contienen el
pigmento fotosensible y que al entrelazarse con los de las otras
células de la misma omatidia forman el rabdomo. El rabdomo esta
constituido por capas alternas de rabdémeros de manera gue en unha
capa son las células 1, 4 vy 5 las que contribuyen a formarlo; en
la siguiente son las células 2, 3, 6 y 7 las que lo hacen
(Eguchi, 1965) (Fig. 1). Hasta ahora no esté muy clara la
posicién de la célula 8 como parte del rabdome habiéndose
propuesto que podria participar en la deteccion de la luz
polarizada (Meyer-Rochow, 1975; Nissel, 1976). '

El proceso de la fototransduccién se lleva a cabo justamente
en el rabdomo el cual se continua con la porcién de cada una de
las células retinulares en la que se inician los cambios
eléctricos (es decir el PR) que anteceden a los potenciales de
accidn que viajan a lo largo del axén de las células retinulares;
los axones llegan hasta la lamina ganglionar que es el sitio en
€l que se establece la primera sinapsis de la via aferente.
Aunque en algunos invertebrados y moluscos parece haber uniones
comunicantes que permiten la comunicacién eléctrica entre las
células de una misma omatidia, éstas no se han identificado en el
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Figura_ 1. Diagramas de una omatidia del ojo compuesto del acocil.
I: corte longitudinal a través del eje éptico. Las estructuras
qgue se muestran son: ceélulas corneagenas (A), cono cristalino
(B), célula pigmentaria (C), ceélula retinular (D), rabdomo (E),
membrana basal (F). 1l: diagrama estereografico de una parte del
rabdomo. Ill: seccidn transversal de la retinula a hivel de dos
capas vecinas; los numeros sefialan a las células retinulares.
Nétese la participaciédn de las células 1, 4 vy S5 en una capa y de

las cé¢lulas 2, 3, 6 y 7 en la siguiente. (Modificado de Eguchi,
1965).
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acocil (Lasansky, 1967: Eakin, 1971). Sin embargo si{ parecen
existir uniones de otro tipo., Justo a un lado del rabdomo se han
identificado desmosomas en banda que rodean a la omatidia y que
parecen mantener la estructura de la misma (Shroder y cols.,
1979; Shaw y Stowe, 1982). También se han encontrado uniones
entre las celulas de los conos cristalinos las cuales también
parecen jugar el papel de sustentadoras de la estructura de la
omatidia (Roach, 1976). Por ultimo, las terminaciones axdnicas de
las celulas retinulares parecen tener uniones comunicantes entre
ellas o entre las de otras omatidias al menos en los insectos
(Ribi, 1978; van Hateren, 1986),

La porcidn reguladora de luz de 13 omatidia la constituyen las
células de los pigmentos accesorios. En 1890, Stefanowska estudid
los pigmentos occulares de los insectos y sus modificacicnes por
la luz. Lo mismo hizo Szczawinska en crustaceos. Entre 1891 y
1897, Parker realiz¢ estudioe sobre los ojos compuestos de los
crustaceos, la migracién de los pigmentos con los ciclos de
luz-oscuridad y la participacisén del sistema nerviosec en esta
migracién. Por su parte Exner y Stefanowska, hablan de una area
de reflexién de la luz en la cérnea, la'que mas tarde (Parker,
1897) recibi¢ el nombre de pseudopupila.

En el acocil, alrededor de los rabdomos y de los conos
cristalinos, se encuentran las células pigmentarias accesorias
(Eguchi, 1965;Eakin, 1971).Estas células son de tres tipos:
distales, proximales y de reflexién; en las dos primeras se
encuentra un pigmento quimicamente similar a la melanina y en las
ultimas el pigmento es del tipo de las guaninas y pteridinas
(Kleinholz, 1966). La iluminacién del ojo provoca que lés
pigmentos proximal y distal se aproximen ehtre s{ y cubran al
rabdomo; en la oscuridad el pigmento distal se desplaza hacia la
cérnea y el proximal lo hace en sentido contrario con lo que el
rabdomo queda descubierto y llega la luz con mas facilidad. En
consecuencia, estos pigmentos influyen sobre la sensibilidad del
ojo a la luz. Es esta migracidén de los pigmentos lo que permite
los cambios de tamafio de la pseudopupila al incidir y reflejarse
la luz sobre el pigmento de reflexién (Stavenga, 1979). La
posicién de los pigmentos proximal y distal se encuentra regulada
por la llamada hormona de adaptacién a la luz la cual se libera
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desde ia glandula sinusal, organo neuroendocrino ubicado en el
tallo ocular y desde el que salen & la circulacién general un
buen numero de neurosecreciones provenientes de distintas )
regiones del sistema nervioso. Bajo la accién de la hormona de
adaptacicén a la luz el pigmento distal se distribuye a lo largo
del eje mayor del cono cristalino, lo que limita la entrada de la
luz a los fotorreceptores solamente a aquellos rayos gque son
perpendiculares al eje longitudinal de cada omatidia. El pigmento
proximal parece mostrar también una redistribucidén bajo la accién
de la misma hormona aunque su sensibilidad es menor gque la del
- distal (Welsh, 1939; Rleinholz, 1966; Hernandez Falcdn, 1984). De
hecho se sabe gque sus movimientos en la omatidia dependen, en
buena medida, de los cambios del potencial de membrana del propio
fotorreceptor. El1 pigmento de reflexién no presenta migracién
alguna, s&lo queda cubierto o descubierto por el pigmento
proximal segun la posicién gue éste asuma.
Cuando en el ojo de un acocil, se introduce un microelectrodo
a diferentes profundidades y se aplica un estimulo luminoso, la
forma de la respuesta cambia dependiendo de la profundidad a la
que se encuentre el microelectrodo. Si una vez retirada la cérnea
el electrodo se coloca en la superficie que resta, se obtiene un
trazo que corresponde a una respuesta extracelular,
electrorretinograma -ERG, que se denomina HII; al descender el
electrodo, la amplitud de la respuesta crece. Si se continua el
descenso del electrodo, aparece otro trazo de signo contrario al
de HII, denominado componente HI, cuya amplitud crece a expensas
de la componente HII. Cuando el electrodo se coloca muy cerca, ©
en la superficie de la célula retinular, la componente HII
desaparece. Si el electrodo se hace descender adn mas, se observa
una brusca catda de potencial del orden de los 40 mV, que
corresponde al potencial de membrana en reposo de la célula
retinular que se ha atravesado (Naka y Kuwabara, 1959; Hernandez
Falcén, 1984). Si en estas condiciones se aplica un destello
luminoso, la respuesta que se registra cambia totalmente y es
sustituida por una respuesta despolarizante conocida como PR.
Cabe destacar que no se tienen aun pruebas histoldgicas, de
tincién intracelular, que demuestren, sin lugar a dudas, el
origen intracelular del PR del acocil. Sin embargo los valores de
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voltaje (10 a 12 mV) de la respuesta, el registro de una caida
brusca de potencial gue se obtiene, tanto en penetraciones
longitudinales como perpendiculares al rabdomo, las respuestas
ante luces de distintos angulos de polarizacion o diferente
longitud de onda; y la obtenicion de un potencial de inversion
obtenida con tecnicas de fijacion de voltaje, permiten afirmar,
con poco riesgo de equivocarse, que en el acocil las respuestas
conocidas como PR, realmente corresponden a respuestas
intracelulares (Naka y Kuwabara, 1959; Muller, 1973;
Fuentes-Pardo y cols., 1984; Hernindez Falcsén, 1984; Cummins y
Goldsmith, 1986)

El PR de las celulas retinulares del acocil tiene
esencialmente las mismas caracteristicas que se encuentran en los
fotorreceptores de otras especies de invertebrados. Es una
respuesta graduada que consiste de una despolarizacion répida, la
FT, cuya amplitud mantiene una relacién logaritmica con respecto
a la intensidad del est{mulo aplicado (Glantz, 1968), seguida de
una despolarizacion sostenida, la FE, que antecede a la
repolarizacién. La FE depende de 1la duracién del estimulo, del
estado de adaptacién a la luz 0 a la oscuridad y de la
disponibilidad de calcio en el medio {Naka y Kuwabara, 1959;
Eguchi, 1965; Glantz, 1968; Stieve y ClaBen-Blinke, 1980;
Fuentes-Pardo y cols., 1984; Hernandez-Falcédn, 1984; Farias,
1989). No se conoce nada acerca de los mecanismos inherentes a la
repolarizacicen.

Como en todas las c<€lulas receptoras, €l PR de las células
retinulares del acocil muestra una reduccion progresiva ante la
presencia de uh estimulo constante {(adaptacisn). Se sabe que
junto con los efectos que tiene sobre el fotopigmento, la luz
puede alterar la estructura de los componentes subcelulares de
las cé¢lulas retinulares y provocar, por ejemplo, la destruccion
del arreglo de los microtubulos, el aumento en el numero y el
tamafio de los cuerpos multivesiculares, y algunos otros efectos
que han sido descritos por diversos autores (Eguchi, 1965;
Horridge y Barnard, 1965; Eguchi y Waterman, 1967; Eguchi y
Waterman, 1976).

Aunque se conocen ademas algunos otros aspectos importantes de
la organizacion y el funcionamiento de las células retinulares
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del acocil, se desconocen muchos otros mas, Asi, por ejemplo, es
muy poco lo que se sabe de la relacioén entre las caracteristicas
del estimulo y las de la respuesta; no existe un estudio
sistemético de las dependencias ié¢nicas del PR ni mucho menos de
cada una de sus fases (Eguchi, 1965; Stieve y ClaBen-Linke, 1980;
Fuentes-Pardo y cols., 1984); se ignora lz participacién del
calcio en el proceso de la fototransduccion; etcétera. El
presente trabajo pretende contribuir a que se amplie el
conocimiento sobre las propiedades que caracterizan al PR de las
células retinulares del ojo del acocil con enfasis en la
participacién de los iones de sodic y de calcio en la generacidn
de la fase transitoria, de la fase estable y de la duracioen de la
respuesta. Para ello se emplearon tallos coculares seccionados de
los gue se obtenia la respuesta eléctrica a la luz de las células
retinulares (PR) las cuales estaban bafadas por una solucién
salina en la que se habia producido alguna modificacién en la
concentracién de iones de sodio, de calcio o en la de ambos
iones. El registro se hacia en condicicones de estado estable, de
adaptacion a la luz y de adaptacion a la oscuridad y de é1 se
analizaba el comportamiento de las fases transitoria y estable vy
de la duracioen del PR. Del analisis de los resultados se puso de
manifiesto la posibilidad de hacer generalizaciones aparentemente
validas sobre la participacidn del sodio y del calcio en el PR
que nos llevaron a asignarles a estos dos iones un papel en la
generacién del PR y a proponer al calcio, en particular, como un
elemento determinante de la amplitud y la duracién del PR, asi
como & formular un modelo teerico sobre el origen del PR en el
que se incluyeron tanto nuestros hallazgos como un cierto numero
de datos sobre la fototransduccién disponibles en la literatura.
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Froducen canbic:  en la condgctan;ia dz lza menbrara

o

fotorrsceptora que originan una despolarizacidn que e Conoce

>

como PR este esta constituide por une FT y una FE que antecedz a
lz repcalrizecion: laz dependerziaz idnicas estudiadszs implican
sl sodic coms el iony cuyva entrada & le célula dezercadens la FTy
el calcio camo unm posible acarresdor de corriente y ademiaz como
=l responzabkle de la dizmircidn 2 la senzibilidad del

fotorreceptor durante la adaptacion & la luz: y al potasic ocomno
el respanzable del proceso de repslarizaciidn. BEnoel

fobtcareceptor visuwal del acezil o e e estudiado en forme

sigtematica laz dependzncies idwvicasz del FR. Loz estudics
existentesz parecer moshtrar que =] fodio parbicips en la

o de la FTy €] ingrezo de caloio & traves de la menbe zms
terninar la ampiitud vy la duracidn de la
respusstas; del feromaro de repclarizacidn no ze tiene
irformecidr,
La FT del FR de= laz célulaz retinglares del acocil dismituye

et anplitud cuands =2 reduce 2] sodic extracelular: no e canoce

n
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i ezta reduccion en la amplitud ez mayor cuando la prepar

ul
]
-
S

ezts adaptada & la luz gue cuando ezts adaptada & la escuridar
cuatids no hay sodio en 1a zolucion de prueka la FT no desararece
ni se ha propuestc la participacidn e ells de obraz jones. Por
otro ladeo, la FE decrecs cuahds ze eleva el Cae y aumenta en
amplitud y duracidnm cuande se retira el calcio de la sclucidr de
pruebas no estan claras lazs relaciones ertre la FT v la FE. A
partir de esta informacidn, surge la necesidad de estudiar las
depandencias idnicas del FR, asi{ como las careacteri{isticaz del
mismc tantc en condiciones de adarptacidon a la luz come en laz de
adaptacidén a la oscuridad, tratandc de establecer el papel del
sodio y del calcio en la generacién de la FT., En consecuencia se
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MATERIAL Y METODOS

La preparacién bicldégica consistia de tallos oculares aislados
de acociles Procambarus diguet! procedentes de Michoacan o de
acociles Cambarellus montezunae procedentes del Estado de México.

El tallo ocular se seccionaba desde su base y una vez aislado
se efectuaba un corte transversal sobre la cérnea con una navaja
fina, de manera que la seccidén no fuera mayor al 50% de la esfera
corneal. En estas condiciones el tallo ocular se sumergia en
solucién salina de van Harreveld (Van Harreveld, 1936) de donde
se tomaba para su uso ulterior.

Los tallos oculares eran colocados en una camara de registro
dentro de una jaula de Faraday enegrecida en la que se podia
regular la entrads de luz. Dentro de 1la jaula de Faraday se
encontraba el vastago de un portamicroelectrodos que se conectaba
al sistema de registro. La respuesta eléctrica a 1ls luz de los
fotorreceptores visuales se obtenia mediante registro
intracelular de las células retinulares. Para ello se utilizaban
micropipetas de vidrio llenas con solucién de RC1 2.8 M, cuyo
diametro en la punta era del orden de 0.5 um y que tenian una
resistencia de 30 MO a 50MQO. La sefial eléctrica recogida como
respuesta a los estimulos luminosos de caracteristicas conocidas
se enviaba a un preamplificador de alta impedancia (WPI, M707) vy
de éste al amplificador de un osciloscopic de rayes catédicos
(Hewlett Packard, mod. 1201B); en paralelo, la selal era enviada
a un poligrafo (Grass, mod.'7) en €l que se obtenia el cambio de
potencial y la velocidad de cambio de potencial (dvV/dt) (Fig. 2).
Bajo control microscopico se hacia descender la micropipeta
mediante un micromanipulador hasta obtener una caida de potencial
del orden de los 40 mV que corresponde al potencial de membrana
en reposo de la célula retinular. Los estimulos luminosos
provenian de un fotoestimulador {(Grass PS22) y consistian en
destellos de prueba de 1800 lux de intensidad y 14 us de duracidn
aplicados cada dos minutos.

Del registro de voltaje de cada respuesta, se midio 1la
amplitud de la fase transitoria (FT), la amplitud de la fase
estable (FE) y la duracién de la respuesta (t). Del registro
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abbenido com el diferenciador e= midiéron laz velocidadss de
despolarizaczidn (bdv/dt) y de repolarizacidn (rdV/dbt vy RdV/dt).
Loe métodos de medicidr v lez formas de andlisziz de laz
diferentesz riables, se dezcriben con mazs detalle en la seccidn
d= rezultados.

o

La particifpacidn de los ianes de sodio y de celcio == estudid
t

tree condiciones funcionales: de equilibrio (ezt

Q.
I

adaptacion & la luz y de adaptacidr & la oscuridad: para =lla

"
n

rezlizarcn curvas de adaptacion & la luz (CAL) y curvaz d=

la c=curidad (CADS) .,

adaptacion

o

Fara determinar la secusncia temporal d= loz cambioz 2n =1 PR
durarite la iluminacion sozhtenida ze realizaron las curvas de
zdaptacidn & la lus (CAL)Y. Lez talloz ocularezs erarm colocados
dezde el imicio d=l experimento er la solucidn de prusha
correspondiente; wuna vez aobtenido el potencisl de membvana en
reposo, e manteniz la preperacidn en oscuridad durante 10 min.,

icabar destelloz de pruseba cads doz maonutoz: &l térming

o

arli

de ezte tiempo 2= Ilunirabe la Preparacidr corn une luz terus
sriertads a 4%5°, iluminacidén ds adafptacidn, durarte diez minutos
et los que =e mardenfa la eztimdlacion de prusbe cada dos
mirutos,

Fara obtersr laz CAOS, =< procedia de la siguiente mansra:
después de penetrar & la célula retinular, se mahterdia l1a
Fprepatracidr en oscuridad constarte dwrante 20 min, aplicando los

decstellos de prusbs cads doz minutos, 1o qus pemitia tener la
preparacion e un sstado de equilibric dinamice (estado eztabkle)s
al térming de los 20 mirwmtoz se iluminaba la preparacich corn luz
tere durante 10 min sin aplicar lo= destelleoz de prueta. Esta
iluminacién permitia llevar a todas las preparacicnes a
condiciones equivalentes en cuanto a cantidad de fotopiagmento vy
serzibilidad a loz estimulos de pruebas al términe de la
iluminacidn la preparacidn =& mantenis e ozcuridad constante,
sédlo interrumpida por los destellos de prueba aplicados cada dos
minutos, durante el resto del experimentoe (S0 min), La preparacidn
etra colocada en una camara de perfuzidn continua de 0.5 ml de
capacidad que permitia mantener flujos continucs de hasta 0.5 ml/s

y &nh la cual se podia efectuar ] intercambic total de la scoclucidn
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de perfuzien por otra en ul intervalo minime (del orden de los 30

m

Y. La preparacion e perfundia con solucidén de Van Harreveld

o}

szde €] imicic del reziztirror esta solucidn era sustituida por la
solucidn de prusba 10 min despugs de iniciado =1 registro; la
Freperacidn permaneczia en la solucidn de prusbas durante 20 minutos
y ere& regrezada luego & la solucidn de Var Harreveld en la que se
mantenia durarte el reste del registro (de 10 a 40 min). Este
protocelo de trabajco permitia que cada preraracidn fusra su propic
testign, ademaz de descartar deterioros imputables al tiempo y no

a la modificacion 1dnice

Laz modificacioresz id6nicas efectuadas para amboz tipos de
curvas =e dividieron en cuatro arupos experimentsles:
Reduccidh de le concentracion extracelular de calcio ([Gale).
2 Reduccion de la concentracion extracelular de sodic ([Nale) en
zoluciones: con reduccion de la [Cale.
2 Incremerto en la [Cale & zoluciornss zir Nae.
4 Adicidn de cobalto en solucionss previamante modificadaz en su
concentracién de calcio o de calcio y de sodio,
Er 1la Tabla 1, =& musstra la compozicidn de cada urna de las
zcluciore=s utilizadazs. A mencs que e irdique lo contrario, de
cada zolucidn ze hicieron por 1o mencz zeiz experimentoz, los que

i
s promediarcon y cuyos resdltados se nuestran en la seccidn

im

correspotidierte.

Eti laz sacluciomes et las gue se retird 2l calocio y e agregd
EDTA, se midio la cormcentracidn de czlocio libre con ur electrodo
sanzible ezte ion vy =e obtuvieron valorezs de aproximsdamante 3

&
/1, EIl electrodo fue fabricado en el laboratoric y

X

congicte en ura mexzcla 1:1 de una recsina de intercambic catidnico
zencible a Ca’* (caleium® - cocktail p.a.3 Fluka AG, CH-9470

Buchs) con clorura de polivinilo diluido en tetrahidroafurano.
Aproximasdamznte 7 ullde la mezcla fueron colocados e la punta
del electrodo. que fue llenado con una de las socluciones de
calibracidér a un pCa de 7 y conectado al medidor de pH. Este
medidar, utilizado como voltimetro, mide el potencial entre el
electrodoe senzitile a calcio vy un electrods de referencia cclocado

" la misma selucién., Las scoluciones utilizadas para calibrar el

facilitado amablemerte per el Dr. Fidel Ramon, Departamento de Fisiologia,

PBiofisica y Neurocienciaz del CINVESTAV, IPN.
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ltio libhe Y

n
ar

clectrods tiemsn diferentez con corcentraciones d

=
fusror preparadss eiguiendo formulas publicadas (Teien v Rlnk,

a
19205 Arellanc, 1986) (=abe aclarar qus =n ezte cazc el término
pCa tiers el mismo significade que 21 de pH perao arlicado & 1la

comcenttacidn de calcic)d

0SCILOSCOPIO

S

PREAMPLIFICADOR

DE ALTA
IMPEDANCIA
FOTOESTIMULADOR
JAULA DE - MICROMANIPULADOR POLIGRAFO

FARADAY

Figura 2. Diagrama del dispositivo de registro utilizado para

medir la respuesta eléctrica a la luz de los fotorreceptores
aislados del acocil.
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TABLA 1

.UmPD:lllun milimolar de laz =oluciones

Szl. | NaC) K] CeClz__ | Maclz | NaHCOs__

ST so5,34 | sz | 13.s 1.23 [ 2.0
Ce 0.5 | 205.%4 || =.36 €.75 |_1.73 |_z.3
Ca 0,25 | 205,35 (_S.26 3. 40 1.23 |__z.5e
Ca_m 205,34 | 5.3€ 0,00 1.23 |_ 2.2
CaO/EDTA) 205.34 | 5.36 0. 00 1.23 | z.38 fa
N 0.5 [¥1s4.01 | s.36 £,00 1.23 [ z.32 fa
Na 0,25 | ¥=1.34 =,z 0,00 .23 | 2.08 fe
Naoscao ¥ e.o00 | s.36 0.00 1.z3 |_o.00" fe
ca zo5 (¥ c.on b s.3e § zos.a4 (1.2 | oe.oot
ca 1o ¥ a.00 | _s.3e fassoio 1023 | 0.0
Ca 1 ¥ o.00 | 5.7 12.51 1.23 | o0.00°
ta 0.1 ¥ o.00 | S.3 1.5 || 1.23 f o,00"
caoMae B o an | s.3e .00 1,23 a.00"
caogNee W g oop f s.g€ 0.00 [_1.23 | c.00® |ss
co 205.34 |_ 5,26 p.oo [ 1.28 |_z.32 {6
ST soluciérn Van Harreveld ts=cstian

& 4 mM de EDTA

% En todas las soluciones oo
corzentracion de Na, la ozm
cor slorure de colina.

o =1 NaHUls =& sustituyd por 2.38 mM de KHCOs

$ 2 mM de Cafeina, 2 mM de CoClz

#¢ ZmM d= CoClz

6 13.% mM d= CaCla

educcidr de 1z

(I
claridad se ajustd a 420 ml=m
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RESULTADOS
Al descerder &l microelectrodo vy atravesar la mgmbrana de 1a
celula retinular z= obtuvo ur potencial de menbrana en reposo qus
por promedic fus de -31.72 : .83 m\V O = 147), La estinulacidn
cony deztellos luminosos produio un PR 2l cual consta de una

itaria (FT) zeguida de una

m

dezpolarizacidn rapida o faze tra
larizacién sosghenida o faze eztable (FE) que antecedz a la

repclarizacidn, En la figura rumero 3 e muszstran loz criterios

m
ur

utilizadoz para la medicidn de cada ura de las fazez del PR, su
duracién vy los componentes quz aparecen e la derivada. E1 cambiao
de potencial desdz el valar del potencial d= membrarma hasta el
Floa maximo e consideré egdivalente &l valor de la FT; et
ruestros experimentos tuve un valor promedio de F,23 - 0,20 mV.
La a&mplitud de la FE =& considerd equivalente & la anplitud de la
respuszsta une vez transcurrids un tienps iousl & trez veces el
tiempo que e requiere para que la FT alcance el €3% de su valor
mawimo; su velor promedic fue ©.15 2 0.20 mv. E1 tiempo
transcurrido dezde el inicio de la respuesta hazta que la FE hubo
dismiruide en un €34 de su valor == considerd come la duracidm
total de la respuesta (1), en las condiciongs de referercia tuva
un valor promedic de 266,12 : 27 ms. Al medir la velocidad de
despolarizacidn y de repolarizacidrn del PR por medio de un
diferenciador, ze obtuvo un trazo en &l que se encontraron tres
componentes (Fig 3): la velocidad de despclarizacidn (Ddv/dt =
29,67 1 0.6 V/): la velocidud de repolarizacién que antecede sl
inicic de la FE (rdv/dt = 33.%4 * 1 V/g); y la velocidad de
repolarizacién final (RdV/dt = 2.91 X 0.13 v/s).

Cuando el tallo ocular se mantuva en solucidn calina de Van
Harreveld, las caractericsticas del PR fueron relativamente

constantes durante el estado estable (Fig. 4a). Durante la
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adartacion a le luz hubo una reduccidon cercana al 404 en la
amFlitud (FT y FE) vy ls duracidédn (1) d2l PR azi como en las
velocidadez de despolarizaciédn-y repolsrizacidn (DdV/db, rdV/de,
Rdvdt). La adartacion a la.oscuridad sigmfice un nuevo
crecimiento de la respussta que alcanzd una recyrperacidt no meror

a
al 80% en todas laz variabiles medidas (Fia o).

28



Figura 3. Método d= medicion de laz fases y de la duracidn del
FR (arriba) y de las comporentez de la derivaeda del PR (abajo).
El cambio de potercial desde el potencial de membrana en reposa
hasta el pico maiximo e el valor de la FT; t1 marca el tiempo
. hecesaric para alcanzar el €3% del valor de la FT3; tz marca un
tiempo tres veces mayor €l cual se asocid con el valor ds
ladespclarizacién en ese ‘momento y que correspondid &l de la FE.
El tiempo transcurride dezde el inicic de la respuesta hasta que
la despolarizacidn se hubo reducido en 634 del valor de la FE
correspondid a la 1. La derivads d=l PR moztrd tres= componentes
que se dezignaron comc DdV/dt, rdV/dt y RdV/dt.
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Figura 3.



Er la figura 4 se muestrar redistros de PR y de su derivada

obtenides de tallos ocularss veinbte mirwtos dezpués de indciads

—

a adaptacion a la czcuridad, sumerqldos 2n cada utia de las

m

cluciores sxperimzntales que se detallan: en solucidn salina d=
Var Harreveld (Fig. 4a);3 em soluciéhn sin ca®’ y car ERTA (Fig.

4b); sin Na', zin Ca®' y con EDTA (Fis. 4c); con 205 mM de Ca®'
e luasr de Na' (Fig., 4d)s £in Na+sin Ca Z+, cotn 2 mh de co?? y £
mM de cafeina (Fig. 42). Notemse los cambios en la amplituwd d= la

. . i s + .
FT en funcién de la disponikilidad de ca’ e, ¥V que esa deperdencia

w

e refleja también en la velocidad de despolarizacidn en cada
condicidn. Néteze también gus la velocidad de repclarizacidn =c
metor cuanto nenos Eaz* dispomnible bay.

Reduccidn de la concentracidn extracelular de calcio (Cale. CGrupot)d

La figura 4b musstra un registro tipico del FR cbtenido en
soluczion salina =sin Caz+ y con 4 mM de EDTA., durante €l estado
estable. La figura S muestra la= curvas correspondientes a los
reg1stf&5 aobtenidos en soluciches con bajo Ca2+ (Tabla 1).
Duranrte &l estadc eztable, 4 de las 6 variables consideradaz
(curvas Sa, Sb, Sc, Se) mostraros wn comportamiertc similar &l

"qQue ze obtiens e le solyciorn salinag testigo; £6lo la duracisn y
la RdV/dt (curvas Sd v 5f) tuvierorn un incremento sigrificativa.
Durante la adaptacidm a la luz,. las preparaciones colocadas et

. , .2t
soluczien carn S0% de= Ca mosti-aron una menor caida en todas zus

—

variables (excepto en la duracidn) qus la gus se obeerve em la
&

soluczion salins testigo; no asi las preparaciconezs colocadaz en U
CaZ+ + EDTA las cusles tuvieron una caida mayor gque la
correspondiente & la zolucidén testiac, Durarmte la adaptacidh & la
‘oscuridad la recuperacicon del PR fue equivalente er la sclucidn
con S04 de Caz' y en la salucidn testigo; excerto en lo que ze
refiere a la RdV/dt la cual se redujo y produjc el
correspondiente aumento en la duracidn del PR. En la solucién de
¢ Caz+ + EDTA, la DAV/dt alcanzd una recuperacidn de sélo el S0%;
la RAV/dt se redujo mas del S0X y la duracidnm de la rezpueszta
llegd al 200% de=l valor original. El tegreso & la solucidn salina
significé una tendencia a recuperar los valores de referencia en
todas las variables.
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Eigura 4. Potericiales de receptar, trazoc superior, y su derivada,
trazc inferior, obtenidos durante el eggado estable er salucidn
salina testigo ‘a); en solucién sir Ca y con EDTA (b); en
solucién sin Na , =sin g' y con EDTA ()3 en solu;ién zin

Na LY con 205 mM de Ca (d); v en solucidn sin Na , =in

Ca®", con 2 mM de cobalto v 2 mM de cafelna.
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Figura 5. Cambios en la FT (a), en la FE (b), en la DdV/dt (o),
en la RdV/dt (d), en la rdV/dt (e) y en la v (f) obtenidos de
tallos oculares irmersos en sa%gciém testigs de Van Harreveld
(%), en solucidn con S0%X de Ca (@) o en sclucidr sin Ca y
con EDTA (o) durante el estado estable, la adaptacion a la luz y
la adaptacidn a la oscuridad. Nétese que con respecto a la
solucidén testigo de Van Harreveld, la presencia del EDTA redujo
todas las variables excepto la T.
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f:éﬁfentrefla F1 y la (oa’’

En la figure €& se musstra lﬁurél le

vy entre la 7y ls lCa2+]g de respusstas dﬁﬁeh?dés'de talles

coulares colecades en las diéf}ﬁ£'~;5diq Vﬁééztéhrbajo ca®ty

adaptadsz & la cscuridad duraﬁﬁéﬁZﬁzmiﬁﬁtﬁé; Esféyidente que la

amplitud de la FT mantuvo una reladibn'diﬁettamente Frofporciconal

coarn la [Caz*]e y que la 7 mantuva una-f;la;ion imverea con

rezpecto & ezta misme fituacidn experimztibal de tal mansra que

laz respusstaz maz prolongadaz (de hazha €00 wz) se obhuvieron emn
1 1

a sushitucidn equinclar de

12 1.2

Err NS tau

Fiagura &. Valorzz promedic de la FT (barras oscuras) v de la 71
(barrgs somhreadés ern soluciones salita normal (VHY, sin Ca
toca®’y, =in Ca y con EDTA (EDPTR)Y, v comn cobalto come sustitutco
del Ca (Co™ ) durante le adaptecidn & la cscuridad. Notese la
rela:i?ﬁ directamerne proporcional ertre la FT v la disponibilidad

2 . - e emrez 1=
de Cz v la relacidn inversa para la 1.

A
[A)



Feduccion de la céncentracion del soato (Nce’ en coluctones con

reduccion de la [(Cdle. foupb:E)

A . +
Eti la solucidn sin Ca?+, caor EDTA vy com 507 de Na . los
tesultadoes moastraron, durante 2] esztado estable, poco cambio em
tadas laz variables del PR excepto 2n la 7 la cusl mostréd un

tictable incremento (Fia 7). Durante la adaptacion a la luz todas

las variabilezs mostraran mayor reducciorn que e la soluzion
testion sxeepta la RaV/dt la cual tuve uns caida equivalentes & la
g la solucidn zalira (Fig. 7d). Durante lz adzphtacion & la
cscuridad hubko poce diferencia sntre lez respuestez obtenidaz an

la =solucidn salina vy e laz solucione:s de pruesba, sclamente la
reduccidn z=n la RdV/dt vy 2] correzpondiante aumento en la
duracidr de la r=:pu==ta fuzror sigrificativos (Fiaz, 7d vy 7f).

2+ ..
& e le golucidon de prusbea,

Cyando feltaron el Na v el

durante el estado eztatle (Fig., 4c)le respussta decrecié en todo

w

sSUs parametrozs excepto en la duracidn la cual moztrd ur aumnstto
It

D.

del &0% {(Fia, 7f)3 la ilumiracidn zost reduic loz valores dz
b

23
todae loz paramgtrmz de la rezspuesta hazta erowun 902, aurgue la
duracidn spenas =2 reduio ero um 30%, Durante lzg adaptacion & la

czouridad ze presentd un garan numers de cambicoz: la FT omoshrs uns

',...

recuperacicon del &0Z; la D3V/dt apenas alcanzd wnm 30X de su valor
de refersncias las velocidades de vepclarizacidn se redujeran
muchic ¥y la 7 aumantd notablemente. La disparidad en 1a
recuperacien de la FT y la DaV/dt pudiera debersz2 & que cuando la
DdV/dt es muy pequefia {(es decir la respuszszta es muy lenta) no ==
pogible distinguir ertre FT v FE; la dificults
"emtre la FT vy la FE también se puede ascciar com la reduccién de
la rdV/dts la reduccidn de la RdV/dt fue responsable del gran
aumento en la duracion de la respussta, que en alauncs caszos
llead a z=r d
y 7f). Cabs d

maz de tre=z vecses el valor de referencia (Figs. 7d

m

stacat la aran disperzidn qus. e pusde cheervar en

id

lag valorez de la duracién de la respussta los cualezs se llegaron
& triplicar en alaunas prepatraciones mientras que en otras gélo

s duplicaron. La hetersozedasticidad que musstran valores tan



dieparez, mo amridid, sin embarges, que fueran significativamerte
diferentez con rezpscto & los obternidos en le solucidn saling
testigo, Cuando la preparacidn fue reirntegrada a la solucion
salina testiao se presentd una tendencia & la recuperscion dp 1o
valorez de referencia, loz que £in enbargs, =o6lo ze alcanzarorn én
la faze estable vy en la duracian (Figs. 7k y 7d).

£l voltaje de la FT obhtenide de preparacicones adapladas & la

(g

czcuridad durante Z0 minutoz, suneraidas en soluciones carentes
de Ca2+, con EDTA vy distintaz concentraciones de Na+ g2 muestra
er la figura &. No s& encontrd ningune diferencia en laz FT en
las golucionez con 100X y 75% de a+. For otra parts, en la
solucion corn S0X de Na+ la FT tuveo un voltaje promedic del mismo
orden qus el gque =& registrd en la salucidn salina tezhigo
(comparercss 1oz valares de voltaje de laz figuwras € y 8) vy que
fue claramente mayor al de las dos soluciones anteriores. La
amplitud de la FT registrads en le sclucion con 25% ds Na' fus
menor que la que se ocbbuvie er goluciones con =] 757 vy el 1004 de
Na*. La falta d= Ca2+ martuvo alargada la respussta
imdeperdientemente dz los rveles de Na‘e (Fia. &), 1o que
significd que la 7 tuvo un valor cercans & loz 400 mz e todas

laz soluciornes del grupc 2.

o
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Figura 7. Cambics e la FT (2), =i la FE (k). en la DdAV/dt (o),
= la Rav/dt (d), en la rdv/dt (e) v en la T (f) durants e}
ectado estable, la adaptacidn & la luz v la adaptacidn & la
cecuridad chtenidos de tallos oculares irmerssz en solusion
testign de Vgn Harreveld ($) o en solucionez sin Cx®, con EDTA
y 50% del Na (@) o =i Na (o), Nétese la reduccidhn en todas lacs
variables dependiendo de lg IN& ] yzgl grarn aumerts en la T que eg
maxime cuardo faltern &1 Na vy el Ca” .
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NaeO Nab134 Na102 Na154  Na 208
solucién
rr St
Figursa ©. Valoresz de la FT (baggas oScuras) vy de la v (barraz
sombrgadasl en golucionez sin Ca s Y egn EDLTA y com 205,24 mM
(

de+Na iNa 20%), 154,01 mM dg Na + Na 154),'102.67+mm d§
Nz (Nao 102), S1.34 mM de Na (Ne Si.34), y £in Na (Na )
durante la adaptacidén & la oscuridad. Noteze que e) valor de la
FT en la zolucidm Na 102 ez equivalente al ocbtenido en la
soluciern salina testigo. )
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Incremento en la (Cale en $plﬁciéne$:sin'NaefCGrupo 30

. - cf 2+
En lx figura 7 se muestran los efectoz de modificar la [Ca” le
+ .
et soluciornes carentes de Na ., Nétese ] aran parecido de las
, . ;L +
respuscstas gue e chtuvieron en lazs zolucionez salinx, 0 Na /0.1
2+ 24

+ 4+ )
Ca y 0 Na /1 Ca® . La prezencia de ra? s BUFT 2 & déTimE

perte de su concentracion narmsl mantuvo, dertro de linmites

relativamente normales, lez carecterizticas de las respusstas
2+ .

durante el estado eztable, Concentracionez de Ca diez veces

mEyores & las de le solucidm z=aling no £6lo mantuvieron la
rezpussta it gue 1ncremstteron en forms neotable 1oz velores de
la FT, de la DdV/dé, de la FE y d= las velocidades de
repolarizacion: en forma concamitantes con la RdV/dy, == redujo la
duracion de la respuestea. Le sustitucTon egquinclar de Na+ el
Caz4, ot un increnento de la osmolaridad del 354, marntuve €] PR,
incremzntsd rotablemsrnte la FT, la DAV/dt, la FE la rdV/dt v la
RaV/dt; edlo 1a duracién de lz respuesta presshntd uma reduccion

dz 704, Durante le iluminscion sostenida,

+ 0—-
m
ITI

N

+ ’U
m
(0}
Dad
o
(0]
1
or
vt
.

m
[1d

dezaparecisrorn excepto en la solucidr O Ne /1 Ca” , emn la qus
obiser
décime parte de

serve Hun cuarndo =Ola tuvo uhg

10

Fvéd que la respuszts se pr
laz caracterizticas originalez vy urma duracidon
mayot que la que mostrars antes de la ilumirnacisn (Fia., 9).
Duranite la adsptacion a la ozcuridad, en todas las solucionss
z& chEsrve ure recuperacion del orden dsl 80X en todos los
paramstroz que se midiercm swcepto em la durssien de la respuccha
la que fus mernor que en la =olucidn zaline testigos la respuesha
en la solucidn an la que el ca® 2 suztituysd al Na+ (205 md) moztré
Wha recuperaciorn entre €l &0% y el 704 (Fias. Fa, b, 9c vy 92).
Sin embarac, la RdV/dt sz mantuvo en valores de por lo mencos el
doble de los de referencia, 1o que significd uma duracion del
order del 30% de la inicial (Figs., 94 v 9f). El regreszo & la

solucidn zuling testigo incrementd loz valores de la FT, d= la FE

y de la Dav/dt (Figs, %&, b y o) en tods: laz soluciones de

este Jrupo; no hubo canbioz importantes en loz valorezs de 1la
rdV/dt, de la RIV/4t ni de la v (Figs. 9d, %= y 9f).

36

m



. +
L& capacidad del ca® pare manterst la respusst

ar

.
fotorreceptora en zolycjorss carentesz dz Na ze pusza de

manifiesto al medir el valor de la FT despuész de gue 2] ojo bubo

permanecido en la oscuridad durarte 20 minutos (Fig., 10).

Bastazrorm 1.3 mM de .

cL

=

m

i
el
Ligt

"

&

n

[T —

madi ficaciores
1.3 mhM de Caz+
durante la adaptacidn
corcertracidon o

terer vxlores gehores & los 150 ms ern ls =olucidn en la gue

2t

rezpuestas en Miveles infericores & loz de refererci

as hizo desaparescer (Fia 1400, En forme concomitante

+ . .
Ca? en la solucidr para martersr la amplitud

&
2+ :
& FT; por su parts, 130 mM de Ca Fprodujeron rezspuestas de
1tud equivalente a la de la solucion saline testiacs la
: +

. . . __z+
b itucion de la totelidad del Na e por ca? {205 ) mantuvo

& P o
1a

&
a FT ze produjercn los cambics en la v con

"

[

en la zolucion de grusbe =in Ne . la 1 1o aunstito

& la escuridad y al incremerntar la
-2t - ;
e Ca la Juracidén ze redujo ceda vez mis hast
e

Ca sustituyd por completo al Na+ (Fig, 10).
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Figura 2, Cambicz en la FT (&), en la FE (k). en la DdV/dt (<),
er la RdV/dt (d), en la rdv/dt () vy en la 1 (f) durants el
estads estable, la adaptacion a la luz y la adaptacion a la
ocscurided cbtenidoz de tallos occulares inmersos en s lucidn

testigg de Van Harrgveld (%), en soluciég sirn Na vy con, (.13 mM
de Ca (0);2§im Na vy con 130 mM de Cx (D)3 o =im N& vy con
s

[4

v mM de Ca (A), Notess el crecimiento en todaz las variables,
woepto en la T, durante g} estado estable en particular en la
alucion con 205 oM de Ca” .

[
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(o)

Cao Ca138 Ca135 Ca138 Ca208
solucion

BRrr Ut

Fiaure 40, Valorres dz la FT (b§r3d= oZouras) vy ds lx T (balt5~
=nmbr;ndag) 1 'oluulgna 51n Na vy cor 205.34 mh g— Edz+ (Ln
205), 135.1 mg*de Cg+ (Ca 13%), ld.§1 M de &’ (tg+ 13.5),
1,35 mM de Ca (C' i.33), ¥y =in Ca y con EDTA (Ca ®
durantw la adaptacidbn & 1$ ozcuridad. Néteszse que et auzencia de
Nn beztan 1,35 mM de fa Fara manterer la respuesta.

Obeervese tambidrn la relacion xnvenpamenza proporoicnal entres la
Ty la concentracion esxtracelular de Ca’ .,
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Adicidn - de cobalto en soluctones pr@utamente modtflcadac en su

concentracién de calciv o de-calcioy EodiO’CGfupo 42

+ N 2+
Sz zabe quz el co?t ez un tloqueador del ingrese de L& B

través de la mzmbrana celular. Al sustituir =1 Caz‘ por cobalte
e ung solucion sin modificecionss en la lNa+Je, durante =l
estado estéble se redujercn la FT, la Ddv/db, la rdv/dt y l&
Rdv/dt (Figz. 1l1a, 11c, 1le v 11f): la FE mo =ufrio cambio slaunc
(Fig., 10b), perc la duracidht de la respuezte se incrementd &
Foco mas del 100% (Fig., 118), Durante la iluminacion zozstenida
las variables del FR =& redujeron en forms importante sin

Fatecer (Fi1a. 11). Durante la adaptacion & la

[
—

m

w ne
L

m

[nN

n

[0

n'

oscuridad, la presencia del Caz‘ significd wr fuerte blogques de
1z FT, la que se recuperd en wr 1005 el bloqueo fus maz evidents
& la DdV/dt la que apenas alcanzo un 40% de recuperacion (Fias.
11a y 1ic), la recuperacidn de la FE fue del crden del 70X (Fig,
11t) . Las velocidades de repolarizecicon se redujeron e forms
nctable (Fioz., 1le y 111) v la duracidn de les respueztas se
irmcrements en wn 100% (Fig. 11d). Los efectos antes dezcritos
para el eztado estable, l& iluminecion v la o=c curided s=
aczrntuaron Cuando & la solucion sin Caz+ y com Co® 24 se le elimived
tods &1 Na' (Fig. ila a 11f). Cabe destacar que cuando a la

. . + . 2+ - .
solucidn 2in Na  y il Ca ze aqareaaror wmas ds 2nM de Lotlz, =38

FR ze redujo motablemente aum antes di aplicer la ilumiracion sin
que ge pudiera encontrar respudes st alauna &l térming de la stapa

de adaptaciorn a la luz. De hELhU, en los recuadros de la fisura
1z

11 zolamente e musstrar las curvas coh solucidn zaline y ooon
+ +
co® sustituyvends al Caz va que en laz otraz dos zolucicrezs no

fus posibkde encontrar respuesta.
Se sabe que la cafeina, al igual que otras metilzantinas,
1

. : 2 <
& efectividad de los siztemas de secusztro de Ca” o« hacia




loes compartimientozs
accien se incrementa ls [Ca®
sustituida o una solusidn
M de

Faramztros

conr 2 cafelina, la respu

duratte =1 estado e
spuesta,

hizo desaparecer l& re

mirtos después d= iniciada la oczcuridad.

lae securidad hubo una recuperac

perueiias despolarizacionesz,

1ia & 11F), El regrezo & la

recuperacion lenta pero continua la que,

alcanze el &0Y veirte miratos

con galuczisn salina de Van
L&

cobal to

reduccoion en el inar

[N produio re

huto permanecido durarte veinte

xntr'-ﬂluldnﬁc
]\.

cin

=idh
muy lemtas vy de gran duracion

s lcion

Harre
=0 de Caz+
cuye FT,

e
spusstas

1o que s1anifica que baljo su
la solucidn calina fus

cory 2mM de CDClz Y

Criardo

+ 24
Na , sin Ca

w

redujc en todos

su
La iluminacidn sostenida

a qQue no se redistrd aurn dos

Durante la adaptacidm a
wirmima Que Consiztid an

(Fias.
szlare sianificd una

£in

embar g, aFpenacs

después de reiniciada la perfusidn

veld (Figa. 11).
originada por el blogues
medida después que &) oja

mimutos en la ascuridad fus muy

baja (del erder de leoz 5 mV) v quz se redujc adnm maz cuando no
. + . + )
badben il Na nid Caz et la solucion de pruzbas loz efectoz de la
. . + . .2+
cafeira aunados a los del cobalto en soluciores gin Na ni Ca

se tradujercn en
12y,
tespuesta 1llead &
del ca®t
cafeitg, €in Na’

& mayon

(F13. En eztaz mismasz
cer
sustitucidn y en la =
Yy €in CaZ+;
o 2 mM de Eoz*, el valar
de la solucién
prroporcioralnente tuvo un
respusztas

respecto & laz

11 v 12).

meduc ol G
solucion
hazta de €50
olucxén
(=14}
abscluto
salina de Var Harreveld:
increments del orden del 3594

obternidas &l iricio del

gde los
lae durac
la

~ 2+
corn 2 mM de Ceo®, 2

valores de la FT
ion de la

. 2+
solucion con Co
mM e
2+
ca®’ y

g%,

wms 2t [=1x]

. . + .
la eolucidn cin Na y =in

de la v no fue diferente al

=it embarac,
[l o]

regictro (Figs,

$a
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Figura 11, Canticz en la FI (a), =r la FE (b)), en la DdAV/dt
(c), emn la Rav/dt (d), en la rdV/dt (&) v an la v (f) durantse =]
estado estable, la adartacidn a la luz vy la adaptac

1M & la
osturidad cbteridos de tallos ozulares inmerscs gg zolucidn
testiga de Van Harreveld (x); en sgluczidn sig Ca y con 13 mM

de cobalts ()3 en =alucion gin Ng , sin Ca y =on 2 mM de
cobalto ()5 o en solucion =im Ne , sinm Ca” , carn 2 M 3=
cobalte y 2 mM d= cafeina (A). Durante la adaptacidn o la
cscuridad prevalecid la accidn del cobalto sobre la de la
cafelna,
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8 40.8
e O 08
a
T 4t o4 Y
{mv) 2r 0.2 ()

Co/Caf. - Co 2mM Co 13.6 mM
solucién

T tau

Figura 12, Valores d= 1la FT (!;arras cscuraz) vy de s T (Barras
s - . : ot 1

sombreadss) = soluciones =in Na , =in Cx RN ¢ 2 ml;fj de
cobalto v 2 mM daz afzinz '(L‘.c-/Caf)i citn Na . =in Ca y cor 2 24
mM de cobalta (Co” ZmM) v sin Ca” y con 13,5 mM de cobalto (Co
12,5 mM) durante l@ adaptacidn & la ozcuridad. Obsérvese que el
efecta de la cafeina fus revertido durante esta etapa pues
Frevalscid el efecto dz la falta d= Ca y del cobalto,




DISCUSION.

El PR de las células retinulares del acocil es una

5 que Fesults de la isomerizacidrn de la rodopsira

o
M
Y
I’l
— 0

rabdoms de lez propilas célulaz. El cambic de la

forma 11-cis & la trans pareces desetcadshar la apertura de
+ + . )
carales de /ce?’ del tipo lento, =i consideramos solamente la

velocidad de degpolarizacion encontrads (DdV/dt) cuyos valores
correzponden a los reportedos para cé€lulaz en lags que ze&
ericuentran este taipno de canalez (Spaerelakiz vy colz. 1925) . Aungue
i g6 trates deoun eztudic de fijacion de voltajes 1oz resultados
encontrados apuntarn con toda claridad hacia la presencia de
catimles de ezte tipo o de tipos cxmllure,.

Parametros de Medicion:

En lg mayor parte de los trabajos hechoz =obre el PR de
diferentes fobtorreceptores ze han apliceads estimnulos luminozsos
Cuys duracion ez del ordsn de los 100 ms. Hay séloo alautno:s

estudics en los gue la duracion de loz destellos de prusha es de

10 m= (Raumarn, 1968: Hochizstrete v Hamderf, 198%), Epn cuxlaguier

n

zzo resylta evidents que & mermt duracion del estimulo habra
merwr posibdlidad de afectar con él la dirdmica del fotorreceptor
el cual reauisre que kayva ut cierte tiemps ertre un estimulo v

‘

atio, para Fecupsrar suw capscidad de rezpuesta. El eztimulo de 14
e enpleado en tucstrns experinztntos permnite asegurar que lo =

[T

cambios qQue sz abesrvan en 1oz conponentes del PR durante la

[n}
k)
Y

dizgtintes etarsas experimetto corresponden, en efecto, & los
!

cambicg idmicozr aemerados cons consecushcla de 1a d1=t1r =

|’(I
m

o
exlucianez de prucha, durante 1 estado esta::unario, la
sdaptacién & la luz o la adaptacidn & la oscuridad. Por ofra
arte, resulta sorgrendente aue laz célulacs retinulares del
acocil sear capaces de responder & deztellos de prusba de tan
corta duracidn con rezpusstas que duran unxs 20 000 yveces mas que

el estimyle (ye que la duracidn gzl PR 2z, en las celulsas

4E,



sunergidas en solucidn salina de Van Harr-veld del ordern de los
200 m=). Esto cianifica que €1 PR =& oria:r por mecanismnos cuya
activacidn scurre en tiempoz muy cortoc (mwr ores & loz 14 ps)
PEro CUYRE consecusnclias persisten daﬁante priodos may
Frolorgades., ’

La medizidén sictematica de laz velocidades de cambio de
voaltaje (DdV/dt., vrdV/dt y RaV/dL) nos permitid tensr una medor
aproxinacion del curso temporal de la rezpuzsta durante las
dizstintas etapas del experinento. Las condicicnes experimentales
e laz que e traba)d permnitieron estudisr el FR de las celulas
retirmdarez del acocil en trez estadoz funcionales diferentes, el
estads estakle, la iluminacion sostenida (adaptacion & la luz) vy
la adarptacion a la oscuridad. Durante cada uma de estas
rdicicres las prefparaciones se martuvie inmersaz en sclucidén

&1lira de Var Hatraveld o en alaune de laz zalucicnes

l"

modificadaz, lo gus permitid que cada prepsracidm fusra =u propic
testige ya que las comparsciores se hicliercey siempre con respecto
@ la respuesta en solucion salina de Van Harreveld (Fig, 4a).
Estos trez estados funcionales permitisrots estudiar la
Frarticipacidn del Na v del Ca2+ ety ellos vy 2] eztudic
exper inental proqre:lvU de custro condiciones gque fusron la
reduccion ern la [Ca’ )e (arupo 1), la recuccion en la [Naile i
cordiciones de muy baja [Ca2+]e {arups Z), =l aumento an la
[Caz+]e an soluciones con muy bajs (Na+]e (arupo 2, vy por ultino
la aczcior del cabalto en sclucionez con nuy bajs [Caz+]e v lNa*]e
(arups 4). Los regiztros poligrdficoz que e incluysn en la

figura 4 mueztran los distintos tamafioz v formes que 1legs a

a

aglcanzer =1 FR de spues de heber martenids 1z preparacidn en 1a
oscuridad y con "da ur de loz cuabre Yipoz: ode sduciones
anpleadoz. Este tipa de regiztro mantizre ume aran linexl idad con
respecta & los regiztrozs ozcilograficoz (Harimandsz Falcdn, 1924).
Sim emberac, en loz obtenidos con &l difersnciador, ze prezents
una cozcilacion ds alta frecusncia al finel de la componente
raV/dt e laz (fiaguraz 4&, 4b vy 4c). Esta oczcilacidrm podvis haber
zido cauzade por una mala compensacicn del preamplificader de
alta inpedancia que originaris una zobrecompersacion de la sefals
£111 &mbargo, dads le linealidac que eniste entre loz resiztros

fpaliarafice y escilografics ast como la ausencia de czcoilacions:s

]
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de vaoltaje debenoz descartar:al'preamplificadorv

@
m
—
-~
m
v}
-+

coma la causs de la czcilacion del difekehtiador. e acuerds 407
el dispositive de regiztro que se muestrz en la figura 3, atra -
Fosibilidad es que zea en el diferenciador donde exizta la sobre
o subconpenzacidn, ya que la zefial que == deriva procede del
propic poliarafa. Em este sentido hay ques selalar qus =& hicieraon
diverzas pructas aumentards o reduciends el filtrado de las
sefales en la etape de anplificacidn del diferenciador cony lo qus
se loaraba amortiguar & irclusoe hacer desaparecer la oscilacidn.
Sin enbaras estaz mariobras tiaran también come conseouencis que
azos Jde la

ze redujeran & irvzluzo desaparsecieran loz

1G]

"0
hd
)
-

t.r
repalarizacican, Por 2llo decidié tener la sefizl coampleta
1.

aurdus uy probablemente zobr imada, lo gque zignifica gue los

i)

=53
valores de la velocidad de cambio de valtaje podrian zer an

rexlidad metores & log ercontrados,

Er la solucion testigo (Figz., 4x y ), el poco cambido aom la
alplitud de la FT, de la FE vy de 1s 1 durante el estado eztable

& pusde interpretar como el reflejo de wr equilitric en los
niveles idnicos intracelularesz; la pequela cantidad de luz
recibida por la célula retimular hace gque, por una parte se
dearade una cantidad de rodopeing suficientemente peguela comnc
Fara que pueda =er sintetizada en carticdadez eauivalertez v por
obtra, origina que loz valores de la (Eaz4]\ ester bajos peEro
‘relativamente cenctarkes. De abi la poca variacien en la
vzlocidad & la que =& gstera cada respussta. Durantse la

adaptacion a la luz la FT y la FEvr‘du-er progresivansnte su

amplitud y =u duracion, lo cual pong de manifiesto que eztoz dos

procesos estan intimamente vinculados, En la bajs amplitud de los
doz componentes del FR SEIPGHE de mxnifiesto la desztruccidh
ﬁroéresiya del plaments fotozerzible (Wald, 1962) asl como ur .
aunento e la ICaZ+]t (Browr y EBlirks, 1974). El1 aumento en la
lBa2+]x rezulta tanto dzl ingrezo Jde E32+ dezde el medio
extracelular favorecido por la reduccién de la rezistencia de
ertrads de la membrama durante la iluninacidtn (Muijser, 1979)
como de la salida del ion desde loz depdsitoz irvdracelulares
hacia €l citozol, fendmeno gue se& asocia, durante la iluminacidn,
con la produccién de un segunds manzajsro que mas que inhibir los

. 24
mecarmismnes de recaptura dz Ca por Fatrte de loz orgarsles

I
[sx]



celulares correspondientes (retfculo endorlasmico v, mitocondria),

provoca el efluje active de Ca®' hacia el ‘citescl, procederte del

reticulo endapléémiﬁo (Brown y Rubing

Burgess y cols,., 1984; Payriz y cols.,‘i
Si por otrs parte, consideramsz que el asumehto em 1a (Ca2'li se
ssomcia com el estade de adaptacion & la iuz dzl fotorreceptor
(Brown v Blinks, 13743 Brown y Lisman, 1975 Bader y cols., 1376:
Lo y cods., 19803 Fayiree, Corzon y Fein, 1986;Fayre y cols., 1986)-
resulta claroc que durante la iluninacidn zostenids
incremsntar la [Ca2+]i de la célula retinular con todas las
corzecuarcias que ze derivan de ello. El dncremento ern el Ca2+|
parece imnplicar gque loz mecanismoz gus determivan ls terminacidn
de la FT y €l inicic de la repolarizacicon, == alcanzan con mayor
vale & decir que la

rapidez. En otras palabraz, esto equiva

. 21 ! .
reduccidr en el AICE" 1 & travéezs de la nembrana celular ez la
. .2t .
cavza de que s alcatce =] rivel de Ca intermno que dispara
ambos proceses. El que la célule retinular ze mantensa

e
dezpclarizeds duramte la estimulacidn luninoza szoztenida, aungue
loz valorez: dge dezpolarizacion se reduzcan en forma corntirue,

) . . 2+
parece indicar gque ez e] beolarnce entre el ingresa de Cx

vy la
salida de potasic el qQue martierms despolarizeads: a la célula
retinular, durante £l tiempo que perziste la ectivacidn de la
rodopsing.

Durante la adaptacidn a la czcuridad, bay wn crecimiemto
contirue en la amplitud v la duracidn del PR basta llegsar de
nusvoe &l eztado de equilibric, Eztoz hechoz parecen ser <]
resdltado de un incremesnto progresive en la cantidad de rodopsina

) + .
y de wuni reduccion de la Ica® I, azociado

5]

ot la oscuridad vy
que s la cantraparte a loz fermcemenoz que enzlizamos en el
parvafo arteriar, =z decir qus hay uma expulzidn del Da2+
citozolico hacia el exterior vy gue leoz =zitic:s de alnacenamiento
ittracelular dz E:az+ recuperan su capacidad de acunulacidn activa
del ior. También sz probable que durante la adaptacidn & la
ozcuridad, =1 Na+ zed edpulzado de la céluls, Em estas

& 1
maycotr puss los aradientez de Na* y de Ca & traveés de la
meinbrana aumettan hazte gue 22 alcanza wn huevo estads de
aquilihrio 2] cual s2 expresa porgue la amplitud de la respuesta

4%



ya no crece yola. duracién de la miems se incrementa.

REDUCCION DE LA CONCENTRACION DE CALC1O EXTRACELULAF.

Farece existir wun acusrdo general con respecto a los efectos
que la reduccison del Ca2+e tiere sobre laz caracteristicas del FR
de diferentezs celulas fotorrecertoras, de tal marmera gus aran
mamerc de autores acepts que la baja lCaZ+]o induce un incrensnto
er le anplitud vy e la darecion de la respussta (Jarvilehto,
1%79) (Fia. 4b). E= evidente que ectos ¢

-

ectos sctan en cortra de
la posibilidad de que en la g9ereracidn del PR participe =] ca?!
coma &carreador de corriente duramte la FT o en cuslguier otro
mometto de la respuesta. De hecho pareciera que la entrada de
desds 21 extericr determive zolo €] momerto en que finaliza
“la rezpussta (Browes y Lizman, 13753 Lisman vy Brown, 1975 Bader v

Lieve y ClalRen-Linke, 1930;

Hozhstrate v Hamdorf, 1 embarao hay autores 3ue han
expresado sus dudss acerca de Que ézta sea la unica o la
principal participacidén del Ca2+ en la fotorrespuesta v han
propueste la pozibilidad de que el Edz participe Jdirectamerte an
loz proceszos de excitacidn como un acarreador de corriente
(Fulpius y Baumarr, 13633 Bader y cols., 19763 Muijser, 197%;
2t v

Sy Fayne, Cooson y Fein, 1986; Payhe cialzE,

m

Bolsover vy Brown, 19

1926). En apoys Jde esta propozicion glaunos autorez han

. e . ' 2+
marifestado la posibilidad de gque la reduccidn del Ca® e

‘signifique un crecimiento sélo de la faze eztable (la gqus

1d
P
ne

o.
14
ot

rminaria la 1) pero una cadida continua en la maanitud d

neitorisa (Fuentes-Fardo v cols., 1384),

-
m
1t
L4
-+

Laz rezultados cbtenidos de ruestros exparimentoz con baja
+ - . :
1ra?t1e (Fig=z. 4b y 9) panzn de manifiesto qus ezste 1on

excitacidn por luz del

id

ﬁarﬁicipa, er efecto, en el procesa d
fotorreceptor camo un acarreado de corriente o como el "gatillo”
qQue inicia la apertura de log canalez lemtos de Na+. Sl con
ulgund de estaz pramisas s& puede explicar la relacidhn enbtre la
lCé ]e y la peguefia amplitud de la FT (Figs. 4b, S y &) asf{ camo
€l pequelo valor de la DdAV/dt cuando la preraracion = maﬁtiene

=10



e la solucion =in Ca2+ y con EDTA (Fig., Sc). Sin embarac, la
relacion directamerte proporcional que existe entre la (Caz+]e y
la amplitud de la FT parece confirmar el papel que desenmpefis =1
irnarezo de Caz* er la gereracidr del PR. FPor mtra Farte la fusrte

reduccisdn de le RIV/dt (Fig., Sd) cuando la l[d ]e llzaa

m

. - e -7 . .
valores mimimos (3 ¥ 10 M), irndica que éstos v 1oz

jAu
retponzablez del aran incremento en la duracion tokal de la
rezpuestas ez decir, cuatbo menos Ca2+ eg Capaz de irngresar a
traves de la menbrarns de la celuls retinular menor 2z la
velocidad de repoclarizacion vy por ello se prolongs la duracidn de
la respuezta coms == mueztre em la figura 63 de ezta mansra la
reduccidn en la [Ca2+]e Farece mimztizar, desde el punto de vista
de la 7, la adaptacidn & ls oscuridad.

Es poszible que =1 EDTA heye lezichads la membrans de la cé
retindlar o las postuladss uniones que comunican eléctricamns
las célulaz retinularez (Tritthart v cols,, 19733 Mullsr, 1973):
sin enbarac el reztablecirierto del FR &l rearesar & la sclucidnm
teztiacr ve =n conbra de eszts poszibilidad,. En resumen cdando &1
tallo acular ef oolocsdo en soluciones con bajo Ca2+, biay U

ac
metor ingreso de te iorm & la célula que e traduss 25

o
10
4]

Zpuesbes qQue muestran g pefusfis amplitud de la FT, de la
DAVY/dt y de la RdV/db, =ztes dltime azociads con urm aram

increments de la duraciorn,

FEDUCCION DE LA CONCENTRACION DE-SODIO EN SOLUCIONES SIN CALCIO.

La reducziomn en la [Na+1e = condiciones de muy bagja (Ca” e
(3 = 1077 M tuvo por abgjeto reducir el ingresco 1dnico hasta un
FuUnto = Qus d==gparnc1er' el FR, lo gue demostraria que ==
treguiere Jd= ambos 1ones para la generacidr de la FT, El
movimiento de GaZ+ y de Na+ & travez de la membrara de la célula
retirilar se pudo reducir hasta uhn punto L&l que =2 puso de
menifiezto la accién cooperativa de ambos lones e la gsheracidn
del PR, Como cabia esperar, la reduccidn ern el movimierto
trearzmentraral de anbos 1ones se scorpafid de respusztas de bais

amplitud en la FT vy en la FE qus mostratrorn ademds un alargamissto

1

rmotable en la v (Fig., 4c). A eztaz zituaciones, sin enbargo, ==



Sla cuands la solucidn dz prgeba_se corsiders "l1b <" de

in

lleas
Nat r
2

aarsgd Nd en
ninaana forms) . Dé hecho, en la zolucidn sin Ca”, con EDTA y SO

ez decir soluciones & laz que no s2 les

-

.
ll-

+ .
de Na el PR se mattiens con valores similarez a los de la

colucién mormal {(Figs., 7 v 8): ez pozible que esto e deba a qus

—

a= caracteristicas de la fotorrespuesta dependan, eh ezencias, #io
de loz valorezs abzolutos de corcentracidn de eztos 1omss sind mis
bizr de que las actavidades extracelularesz de Na* y de Ce SeE
carstante vy equivalente a la que existe an ls solucidn selina

tiormal. Si et la gereracist de la FT participat el itgrezo a la
+ 2+

célula de Ne vy de L, tendriancs derecho & proporner qus la

auzencia de amboz ionez en €l medio extracelular reducirta el PR

+
hazta su dezaparicion. En muestiroz experimentoz la falta de Na vy

de Ea21 o Mizo desaparecer la respuesta; =2élo produic une gran
reduccion en tadoz zus paramstros, excerpto en la v la oual ze
incremnento =n forma notable (Fiaz, 7y 8). Ez posible que estos
efect, =2 deban & 1o dificil que ez loarar que en tormm 5% la

rada dezaparezcan todos log iones, sobre todo =i ose

P
uwl
Y.
(D]
«t

celuls v
tama en cuenta la oraanizacidr esstructural de la omatidia y d=
laz celulas retirsslares del acocil (Eguchi, 15653 Fernandez v
Nickel, 1376:; Roach, 19763 Schroder y cols,. 1379 Hafrner y
colz, , 1932 Shaw y Stowe, 1922:  Meyver-Rochow y Eguchi, 1954), No
2 puede tampooo descartar la pozabilidad de gue en =) PR oestén

. . .2t
inplicados adenas del Na y del Ca™ , otroz 1omes, cono el

magresio por 2 jamelo, 1o que se mantuvieron constantez 2n
tuestros experinsntos Yy de 1o que no g2 conoce hashe ahora sua
participacion en =1 potencial de receptor, De hecho para evitar
la interferancia que gubr' el FR pudiera tener la ausercia de loz
clorurez al retirar el Na de la zolucion de pruebs, =1 Nall ze
sustituye cor 'lnrurﬂ dz calima., Por obra parts v ya que la falta

+ . .
dz2 Na  erm laz soluciores de prusta no garantize su aussncia de la
1.

region fototransductora, =5 posible que la redguccion del FR qus
+ +
e chear 2 de Na v de ca? obedezcy,

va ern la solusidn que carec
por una parte, a la disminucion netea de caras ssociada con la
reduccidon del Na+, y por obra, & gue los hipot 4

ahora) canales mixtaz de Na+ Y Ca2+ seat depe
e darze ezta zituacidm, la reduccidr de carazs agociada con

le loz mantendria cerrados, siendo esta otra razoéon parsa



explicar poraué la FT ﬁzene ur tamalio tam pequelio en esta
situacion experimental. Por otro lado, exizte la rposibilidad de
que en laz células retarulares ze encuentren intercambiadores
electrogénicos de Na'/Ca®" como los que e han descrito para
catrac células fotorveceptoras (O'Day y Gray-Heller, 198%9) que
arte’ la fusrte reduccidn en la iNeT1e hipaerpolaricen & la célula
reticular reducisndoe asi la pozibilidad de que los postulados
carales de Na'/Ca’’ (dependientss de voltaiz) se abran 1o que se

&
traducivriz en una menor anplitad y velocided de ls FT (Jacob vy

'.D

-
S )

colz,, 1

-

a fusrte reduccién en el PR obzervada cuando la preparacidn
ce loca en una solucidn sin Caz+ Y €in Na+ hace eviderte que en
el estado eztable es indizpensable el inareso de los dos iones
pera manterer la rezpussta. Durante la sdaptacion & la luz la

1.

ruccion del fotopiamento s sumx & la falta de ingresoc iomico

a

& traves oz la membrana celular: sin embarac, ez probable que el
1 imtracelular de Ca’ hiays aumentads durante la 1luminacion
j la reduccidn an le duracicn de las

&
&2 duramte sxta etaps (Fia. 71): ec decir, &l mivel
2%

intracelularesz.

La ausencia de Na+ y de Ca de la =olucidn de prusbs provocsd
uty drearess mitino de z2ztozs dorme:s & la células rebinular, seste
haeckho y la suserncia de modificaciornes emn =l potercial de membeanz
durantz 1oz cambios ionmicoz hacs pensar gue anbos iomnzs
desenpefiar una Fpapel determimante en el oriaen del FR. Por oun

lado caoparan e le generacidn de l1a FT d2 manera gue ézta se

puede insdlimtsr ComnpLd

et UhE pEOROrcidm, la mayor, por el
+ .

. +
y otira, la meror, por la entrads de ca?’, La

irgresza de N

o

Camplitud y la terminacidon de la FT dependerian de 1 cantidad de
iores que ingresaron; tambien resulta plauzible gue el CaZ+ Ty
€ activador de lez camales de Na®/Ca®" v que la amplitud de la
FT depernda ante toda del flujs de Na+. For otro lado el ingreso
de Ca debe provocar Uhe elevacion en la lCa2+]\ tal que= =e

1lega &l valor neces&ric pars que se de teérmiro a la faze de

despolarizacidn € inicic a la de repolarizacidn, de otra nanera

no zerla explicable el aran aumento el la v obzervado ziempre que

I
b



2+ y :
reduce el Ca extraCelular

Cad

Sory muchoz log rabajts e.par1m~n+aIEE ar 1o que £e s

o+

&
que 21 drcremerto en 1& ca®*le =e acompala Jde reduccion de la
amElitud y de la duracidn del PR O (Jarviletbo, 197%). Sin embarso
ure auments =m el movimiente deld Caz'l g traves Jde ls menbrare que
e acampafie Oz wuha brusca reduccién én el movimiento de Na+ (que
resulta de =u suseErcia en la solucion de prusba), deberis
producir respuestas e las que la anplitud de 1s FT estaria

=l
+
reducida i ézta dependiere =ola del 1ngreza de Na , pera que =&

m
"
"
g

matterdris dentra de limites aceptable

i &
cooperativa de anbios diorees dizcutida en parrefoz ante

ar
m
M
m
c
o
I
0]
=
n
=
3
g
=4
0

aury, £1 &

"

te fuzrea =1 cazo debseriz esper
ety la FE y er la velozidad de repolarizacidn, a=i oo Uz
reduccior importente &n le 7. De hechio, estas prediccionez e

cumnElet coms se pueds comprober del notable reztablecimiento cel

PR ern zoluciones =in Ne' y com ume concentracion de Ca®' dies
veces meEyor que le de la zolucidn rormal (Fia. 9).

Er ausenrcia de Na1 et la =oiucidn de prusbs, loz efectos del
ETEEs de I'.-az1 sor duxless durante la primera 2tapx de oscuridad,
mardlere la rezspussts dentro g Jamites "hormalezs” e imcluse es

capaz de irncrementarla amtes d2 le 1lumlirnacion sostetida, en

forrme que perece ponsr de mpand Tieshe que abhora ez urn ian
divalente., szto ez wun mayor acarreador de corrients, =1 gque
oreisnbe gereradors de 1 FT (Figs
el bruzco irmresc .e Eez+ x la ce

expuylzads fusra de ella, como ha

id

(Muijser, 19722, pusEto jus las velocidadez d
repolarizacidn extin francamente aunentadazs v la 7 nuy

dismiruida, Eztas condiciomes cambdar con 1a iluminzcidn

cozhenida, va que Jurante ella 1z zenszibiligdad de la resz

w
U

reducs hast la deztruccidn de la radopsins
durarte la ilumivacicrn (Wald, 19673 Hamdorf, 1979) vy 2] excesc d

E:azi dertiro g 1z celula, rezultads del emcese de (027 le v de 1

)
id

nr



probable liberacion de Ca2+ desde los depozitos 1nt|a;elu1av
reduce al minime el FR (Browe y Blimks, 1972: Lisman vy Browm,
1%7Z: Brown y Blinks, 1374; Brown y Lizman, 19753 Lisman y Brown,
1975 Fayne v Fein, 1936). Durante la adaptaciorn & la cscuridad vy
mientraz =] enceso de CEZ+ aun puede zer panejado ot la célula
retinular lz anplitud de la rezpussta crece aunque en foarma
lenta,  Esta explicacidn atr ez valids cuands el Eaz* suztituye
For comnpleto &l Na.+ (205 wh), condicion en la gue =1 voltaje de
lae FT se incrementa: antes de lz ilumirmacion sostenida, kasta un
valor del S0% 2l £UY por arriba del que ze tiers en solucion
motiral (Fiaz., 4d y 9). ha pozible explicacion & ezte hecho es
Ju en auzerncia del Na+, el Ca2+ se mueva libremarte & través de
loz canales que usualmerte comperte com el o morovalerte 1o que
aunzdo 8 su eleveds concerbracidén externa producivia uns
carriente ertrants mayvor, El sunmento de laz rdVW/dt vy RAV/dt junto
con la correspondiente reduccidrm de la 1, en la solucidn en la
Uz el Ca szt ituye por completo &l Na+ (Figz. <4d, 42 y 4f)
refusrrze la posibilidad de la rapids expulsidn del Ea2+ hacia el
exterior des la celula retinular. Resulta interesarnte que durante
la iluminecidr zostenids, la zenzibilidad de la célula & reduse
Fagta 3ue 2! PR préicticamante desaparece, lo que se expiica poy
a destiuccidr de la rodopsine (Wald, 19673 Hamdoyrf, 1979) y por
] exceso en la (Ca’ JL ue rezulta de la elevada [Ca2+le mas la
cion de 632+ desde lo= depésitos intracelulares (Brown vy
Blinks, 1972: Lizmarn v Brawn. 19723 Brown y Blinkz, 19743 Brown v
197%: Lizmar y Brown, 13759 Fayne vy Fein, 1926). Ante
=ta 2levacidn del Ca2+i, que g2oun algunos autores epuede 1lezgar

Li=zman,
e

# valores de 2,5 mM (Lo y cols., 1979, los sistenas de expulsicn
resultar ineficientes v el aradiente de Caz+ a traves de la
menbrana celular ze reduce leo guie inplice uma disminmucidt er 1a
velocidad y et la maganitud del ingrezo Jde calico hacia el
citosal. Ez evidents que 2l tiempo que permernecisS la Freparacicn
en oEcuridad no fue suficients para aue los mecanisnos de

2+

expulsison de Ca dazde el citosol permitisran que se recuperara

+

el gradients de o’ inicixl, lo que explicaria ls falta de
recurpet-acidn del PR cuando la preparvacidn ze sumergla en la

. + . -
golucidr ot Z0S M d= Gaz y rooen la zolucidn con 130 mM de

2t : 2+
Ca” . La relacién entre la concentracidn extracelular des Laz , BN
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soluciones carentes de Na+, y la amplitud de la FT o laAT hace
mas clare la idea de la participacion del C'z’ er la ﬁw:itacién
d=1 fotorrecertor, la accidn cooperativa =ntre el Na y €1} Caz* v
el papel que tiere el ca®' coms regulador de la durazidon del FR &
través de la reaulacidn de la velocidad de repoclarizacidn (Fig.
10). . -

m

=

w

En parrafoz antericor e pha mencionado la posibilidad de que
la falts de CaZ+ er la solusién de prusbs no = acompafie de una
teduccidn de este ion de aausl magnitud.en torns & la célula
retinular y que los efectoz obszervados ze deban & una reduccion
en el romern de canales de Na'/Ca®
2+

dependiettes del voltaje: en
ezte zentidoe ] exces=o de Ca ern la solucidh de prueba podrisa
furiziomar coma o fusrte activedor de los canales mistoz,
suporilendos quse la cantidad de Na+ alrededor de la célula sea
suficierte para mantencr la amplitud de la FT: asi, =] aumento en
esta componznte que Se obzerva cuando s decuplica la [taz‘le a
=2 sustituve ald Na+ refle

z . .
/e vy 1z reduccier en la 1 resultaria del aran irarezo de
“

arias uma mayor apertura de camales d

hd

Ca al citozal,

ADICION DE COBALTO

. + .
La presencia del cobalto sustituyendo al ce®’ en 1z zclucion

asegura un ingreso mivins de este dom hacia la céluls (Kohlhardt,
1973) 3 esto = traduce en una notable reduccidn en la capacidad
que tiere la céelula rpara recudpsrar las caracteristicas iniciales

. del FR. Em la figqura 12 se musshra codmn ze reduce la amplitud de

1a FT cusndo =2 asregs cobalto a las distintas solucionses vy ode

. +
ella rezultp claresaue cuando no kay Na ni Cs pera 2 omh de

2+ . . .
Lo , la amplitud de le FT ez nmindmas; ez decir, en la generacidn

L . 4 24+ .
de la FT eg indizpenzeable el inareza de Na y = ce?’, si
comparancs, durante la adaphbacidn & la oscuridad. las rezpussta
2+

en la solucidn = la que el Cubla+u suctituyve &l Ca oo laz que
se obzervan er la solucidn GNa sacsf 2+ (Takila 1) (Figs. 7 v 11),

comprobamas qus =i este cazo ls carpacidad de recuperacion de la



celula es todavia manoe 1o que apulta, otra ver-y en forna

R R I .
rLicipacion -:l-al,l.:a-2 er la gereracidn del

evidente, hecia la pa
PR, Detids & &llo, no es de extralar que en la solucion

ona” soca?t soa??

i
"
Fad

ado ezheble haya Ilegado & zer mucheo mayor y que durante 1a
adaptacidn 2 la luz haya sido impozible registraf =] FR dezde el
inicio de le iluminacidr,. Evidentemente, en la solucidn =in Na+
cor sushitiscion del 062+ Forr cobalta fue impozible el registro
del PR précticamente desde que lz célula retinular entro en
contacte con la galucidrm lo cual pusde interpretarze an el
serntaids de que bajio ezstas condiciones, se logrd la reduccion

Ctotal en el inareso de los jones de Na' y o= Ca2+ & traves d:s la
membrata de la celuala retinular.

Le falte de carptura de EaZ+ citesdlico hacia loz depdszitosz
ithtracelularez producide por la cafeina, tiere efectoz gue
srecen depender de le cantided de luz recibdds (Fig 11). Asi,
durante 2l zztads eztable, =& cbzerve una reduccidn en la
duracion del FR gue va de acuserdo cone un incremento del Eaz*i

(Fig=. 1if vy 12). Sin embaras, durarte le adaptacion & la

czourided bizy wn alargamisrto de la respuesta que parsce reflejar
. . : o2t
que ourante ezte steps los sistemas de expulsion de Ce dz 1a
+

celula har recupsrado s capacidad de marntener bajo el ca?’y coms

el cobalte impide &) dirareso desde &l exterior, la amplitud de l
respuszhte &2 nay bada vy la durgsicr mady prolongads sisrdo este o
efecto prevalents; cabe tambien la pozibilidad que le scciomes o
la cafelina zﬁbre loz siztemss de captura del reticulo

endopl asmica hayar: desapar ido durante la iluminacidn sosterids

y duarante lz adaptzcion 2 la oscuridad prevalezcan loz efectos
relaciconados corm la reduscidn ioenica v la prezenciz del cobalto
(Weber y Herz, 19 Weber, 1 1

e redrsza & la sclucion testiago, la duracicon de la rezpusste

e

AE

s Lakata v cols,,

adquiere valorez zimilares & los de referancia. lo gue refusrza

la idea de sue gl =fecto de la cafeina fus revertido desde gue

m
0 -
L

enpezd la f de adeptacidn & la ¢zcuridad y que =1 efecto dgel
cobalts fuz =z=olo rarcialments reversible. Ern otraz palaboraz, 1

cafetna mimstize le adaptacicn & la luz, mediente €] aunents &n
+

z
loz miveles da Ca” ( durathe periodos cortos vy sU accidhn &g

revareibile 21 forme szpontares

=7
oty

(Fig, 11) 1a reduccién de la respuSEhE durante el

y

— oo

m



Er resumern se pusede decir gue la FT del PR depende del ingrezo
+ ._2%

de Na' y de C= en una relacion d ctividades idricas
+

\d

ac

24 . .
Ca depende ds su ingreso
soe ]

o
. ; . . . ~ 2%
irbtracelularez: durante la iluminacidn, el Ca” 1 auments como

ante, E1 nivel intracelular d

n

desde el exterior y de su szlids d 2 depdsitos

14
1d

rezultads de los doz proceszcz mencionados; durante la oscuridad,
=1 nivel Jd= Caz*t g& reduce como consecushncia de sy ingresc & los
depositos intracelulares v de zu expulsion activa hacia el
exterior, Del nivel intracelular de Ca® 2+ depende e forms directs
la RdV/dt v e forma invercez la anplitud de la fase =stable vy la
duracidn de la respuesta.

El PR d= laz células retinulares se pusde ajustar entarces &
un meedelo er el que para una 2Ala respussta vy como resultado de
la isomerizacidrn del fotopiamarte e reduce la resistencia de la
membr-arne celulars en forme simultinea aunsrits la permneabilidad &l
Nat y &l Eaz*, loz que inéresan 8 la céluls deszds e] exterior
(probablemnsnte por wn carial lento, mixto de Na sce? ). Es e=zte

imaress iénico el gazrerador de la fase tramsitoria, la que -

—

tzrmina en 2l momento 2m que ze alcanze un nivel intracelular de
1

Ca2+ tal gus permite 21 cezs en la entrada de Na ("umbral" gpara
la terminaciden de la FT)3 el ingresc de Ca a través de la
mentrarne =2 mattisrne durante ls faze eztable vy 2z =1 rezfponsabls
de la mizma. Lz ertrads de Ca * &l citosol cesercadens la
activacion de ur segurndo merzslero mediador de la liberacidn de
Eaz* dezde loz depdsitozs intracelulatez, el cual, sumnads al Ca2+

procederte del exterior, alcamza ul mivel que activa los

mecanisnos de repolarizacion (probablemente la zalida de potazio
+ .
y tal vez ds Ca®") de la célulz retirudar ("umbral® para la

repolarizaczion) com lo que termina la respuscta.

=
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