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PREFACIO

Una tasls se sdifica sobre un montén de caddveres... Ahl no ss arrissgan
a entrar sino los necréforos que son los fabricantes da otras tantas tesls, :
Plarre Lecarme !
Hypoerits Lecteur

PREFACIO

Pero continuamos realizando tesis. La mayoria de los alumnos piensa que es un pesado
e initil trdmite burocrdtico; uno mds de tantos lastres absurdos que nuestra cultura con-
tindia preservando con gran orgullo. Loa menos lo consideran un buen ejercicio de redaccién
¥ lectura, o un afio de gracia para buscar empleo con la relativa tranquilided que confiere
una beca. Poquisimos la conciben como el primer y quiza 1nico contacto que tendrin en
su vida con ¢l sistema universitario de investigacidn y creacidn intelectual. Por lo que a
mi respecta, la tesis constituye la demostracidn fehaciente del cambio que un individuo ha
sufrido en su vida mental come resultado de su paso por la Universidad. (Supongo que no
es necesario aclarar que me refiero a la tesis de Licenciatura; el trabajo de Posgrado posee,
a mi juicio, otras caracterfsticas que no viene al caso discutir.)

Aifiadir un prefacio a una tesis resulta poco usual, sin embargo en é&sta ocasién era
indispensable. Una de las funciones primordiales del prefacio es orientar al lector de tal
‘manera que pueda realizar la lectura siguiendo la ruta que el autor ha considerado mds
conveniente. En mi caso creo que es fundamental para una correcta comprensién de la
tesis sefialar por anticipado lo que debe y lo que no debe esperarse encontrar en estas 1!
péginas. En un mundo donde existen decenas de millares de libros, y donde sole poseemos,
con suerte, 4 mil dias netos de vida ;Cdmo el&ir nuestras lecturas? Los prefacios: el
minimo minimorum

La tesis consta de 7 capitulos disefiados de la siguiente manera: El capitulo de IN-
TRODUCCION menciona brevemente 1a teotia termodindmica para la electrodifusidn, los
modelos eléctrico y bioquitnico de una membrana biolégica y las caracteristicas generales
del transporte de matetia a través de las biomembranas. En realidad regultard de poco
provecho para cualquier lector interesado profundamente en alguna de estas dreas, por
lo que es preferible que consulte la bibliografia sefialada al final del mismo capitulo. El
capitulo de ANTECEDENTES contiene una revisién actualizada de las diversas investi-
gacidnes realizada en las Characeae, por lo que resultard de mucha utilidad para cualquier
interesado en esta drea. El capitulo de MATERIAL Y METODOS menciona con detalle
algunos problemas que hemos detectado en diversos grupos de investigacién relacionados
con el cultivo de los organismos y con 1a forma de reportar las investigaciones, por lo que
conviene consultarlo. Los capitulos OBJETIVOS, RESULTADQS, INTERPRETACION
DE LOS RESULTADOS y CONCLUSIONES, constituyen, naturalmente, e] cuerpo central
de esta tesis,

1. 44

bié do habl 8 teni &

Cuando escribimos y muchas veces t la
verdad, a menospreciar los errores y resaltar las casualidades afortunadas como si fueran
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PREFACIO

el resultado de razonados movimientos ticticos. (Es censureble esta actitud? A lo largo
de mi paso por la Universidad he conocido investigadores que la aprueban y otros que la
rechazan (recordemos que no se trata de mentir, sino simplemente de suavizar o magnificar
selectivamente).“Muchas veces la tentacién es demasiado grande como para decir las cosas
exactamente como fueron y no como nos gustaria que hubiesen sido..."(1]. A esta afir-
macién de Lewis podria afiadirse otra de Beadle: “La ciencia seria mucho m4s interesante
si aquellos que la han creado dijeran cémo ha ocurrido todo realmente, en lugar de repor-
tarla légica e impersonalmente como de costumbre se hace en los articulos cientificos™(2).
Hacer eso en un articulo es poco menos que imposible, pero jen una tesis de licenciatura?

En un principio intenté consignar todos aquellos detalles experimentales o circuns-
tanciales que son cruciales en su momento y que después, una vez que el trabajo se ha
terminado, pierden valor y simplemente se olvidan. Sin embargo las costumbres, la pre-
mura, la flojera, fueron imponiendo limitaciones o mi afdn de veracidad rigurosa dentro de
esta tesis. Ademads estan los intereses creados. Y la autoestima. jMe atreveré a revelar
que comet{ errores dignos de un ...tonto? ; Cémo incluir esta bitdcora cuasi anecdética
sin perturbar demasiado la estructura tradicional de una tesis? Por medio de notas. Al no
paseer el espacio necesario para escribir glosas (a la usanza medicval), y debido a que la
magnitud de mis comentarios vuelve poco practico el uso de notas al pie de la pigina, he
agrupado las notas junto con las referencias en una sola seccidn al final de cada uno de los
capitulos; de aqui que resulte muy importante leer las notas conforme se va avanzando a lo
largo de cada seccidn. Para la ripida distincion entre una referencia y una nota adopté la
convencidn de colocar paréntesis circulares a los mimeros correspondientes a las referencias
y paréntesis cuadrados a los correspondientes a las notas. Mi principal intencién al incluir
estas notas ha sido construir una tesis mas rica, mis humana; una tesis que me permita
darme cuenta de la lenta evolucidn intelectusal que he sufrido.

La cita textual de algunos autores serd mds o menos usuzl a lo largo de 1a tesis. El
motivo: “claridad” sintética. Tengo “esa predileccion por las férmulas breves que son como
la esencia de largas meditaciones™(3). ;Quiere eso decir que me voy a “fusilar” a quién
sabe cudntos creadores? Por supuesto que no, Me reflero & las frases que encabezan o
cierran secciones, y a una que otra insertada por ahi. Son afirmaciones, pensamientos o
reflexiones que yo compsrtn, pero que otros han expresado con mucha mayor precisién y
con més arte del que yo serfa capaz de conseguir. Mi intencidn era citarlas en los idiomas
originales, porque creo que cada lector es capaz de encontrar significados bien diversos
para la misma frase (de ahi que eseriba “claridad” entre comillas); sin embargo, mi emiga
Claudia Gonzilez hizo un magnifico comentario a tiempo: “Lo importante es lo que esa
frase significa para ti, eso es lo que quieres transmitirle al lector.” Vayan pues en espaiiol.

Levanto la vista. Frente a mi, amontonados en pilas distribuidas simétricamente sobre
la mesa, descansan cien o trecientos (jimporta el nimero?) articulos; aquellos en carpetas,
esos engargolados, otros en folders o ni siquiers engrapados, pero todos agrupades bajo
un estricto orden: Canales idnicos, estructura de membrana, transporte de azicares y
aminodcidos. electrdnica, registro intracelular, ATPasas, los de Nitells y las otras algas.
Extos viltimos divididos en dos secciones: Los antiglios -no necesariamente cldsicos- que
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PREFACIO

van de 1925 a 1938 y los modernos, de 1860 a 1990. A mi izquierda algunos libros:
Teorin de transporte en membranas biolégicas (Ussing, por supuesto), mecinich cudntica
(Feynman), transporte en plantas (Spenswick), ATPasas plasmaticas de hongos y algas
{Serrano), dptica {Jenkins), etc. A mi derecha las grificas y libretas de luboratorio, los
resultados. Me pregunto ;He conseguido expresar algo coherente, algo interesante?

“Todo hombre que escribe, . .que se ve por consecuencia obligado a adoptar una cierta
aptitud frente a problemas que €] trata, acabn & pesar suyo por verse aprisionado en el
papel que desempeiia y no puede liberarse mds del persongje que él encarna. A menudo,
y sin por eso ser un hipéerita, las idess que tiene en su fondo, aquellas que agita en
sus meditaciones solitarias, son bastante diferentes de aquellns otras que, por habito o por
obligacién profesional, expresa al exterior por la palabra o la escritura, En su fuero interno
subsiste como un investigador que se inquieta y que duda, mientras que al exterior aparece
como un maesto seguro de sf mismo y que afirma.”(4). De Broglie tiene razén; por algunn
1 otra causa, con notas y todo, adn me siento prisionero. [Qué le vamos a hacer}

% . ..ol hombrade ciencia actunl e sl p ipc del homb Y no por
caruslidad, ni por defecto uniperscnal de cada hombre de ciencia, sino parque la
clenclia mlsma io convierte sutomdti te wa homb ) @a decir, hace de
4] un primitive, un bérbaro modarna. , .la clencls axperimantal ha progreaado
an huena parts meread al trabajo de hombres fabulosaments medlocres, y ain

maenos qua madiocres. . .una busna parts de las cosas que hay gue hacer en Flslca
o an Blologla & feana mecsnica de pansamlants qua puede ser xjscutads por
cualqulera ¢ poco menod. . .ea trabaja con unc de esos métodas camo con una
mdquina, y ni siquiera os foreoso para objener abundantes resultados poseer
ldeas rig sobre el tido y fund. to de ellos. .. *
Josk Ortega y Gassatt
La rebakion da fas mars

NOTAS Y BIBLIOGRAFIA,

1.- {Bravo, estds leyendo las notas! Esto lo dijo Bernard Lewis en History Remembered,
Recovered, Invented Princeton University Press, 1975.

2.- Beadle, G. W. 1966. Biochemical Genetics. Some Recollections, en Phage and
The Origing Of Molecular Biology. editade por J, Cairns, G.S. Stent y J. Watscn. Cold
Spring Harbor Laboratory of Quantitative Biology, New York. pp. 23-32.

3.- Papini, G. 1912. Hugo Betnasconi. en Obres Completas de Giovanni Pspini.
Editorial Aguilar, Madrid, pp. 701-703.

4.- De Broglie, L. 1963. Por Ios Sendervs de la Ciencia Espasa-Calpe, S.A, Madrid.



INTRODUCCION

“Nasotros los bidiogos calulares utilisamos a! término “membrana celular®

id lat te distint

© “membrana plasmética™ en al manos tres
En «l seantido anatémico, la mambrana calular s la regién més externa qus
limita a la célula, ¥ que pusde ohearvarse. . .en el microscopio electrénico como
un capa (o un par da capas) de matarial fofflico. En ul ido bleg i
1a membrana celular as una “fraccién™ de la célula obtenlda por medio de las
tdeni hoy cldsi de la desintegracid ject] guida de centrifugecidn
diferencial, ., Final , on el i lolégico, 1a “ b * celular e
una estruct: hipotética | tada pasa it 1 datos concerniantas
alas%p bilidad"de las células.”
. W.D. Stein.
The M- ¢ of Molecules Across Cel] Memb

INTRODUCCION

Lz Biologia contempordnies se esta desarrollando en torno a un reducido nimero
de paradigmas fundamentales. Uno de ellos es la suposicién de que la vida, cualquiera
que sea su definicidn, puede ser explicada a partir del modelo molecular de la materia.
Este postula que toda la materia esta formada por particulas que poseen carga eléctrica,
momentos magnético y eléctrico, y una naturaleza ondulatoria. Las particulas interactian
unas con otras por medio de los campos eléctricos y magnéticos que ellas mismas originan,
La dindmica de un sistema aislado .de particulas esid dictada por las ecuaciones de.la
mecdnica cudntica y de acuerdo con ellas cualquier sistema puede ser descrito por una
funcién dec onda y(¢,¢) de manern tal que |y(¢,c)|? es In probabilidad de encontrar al
sistema en una configuracién ¢ al tiempo ¢. La funcién de onda obedece la ecuacién
H = Ev donde E es la energia y H un operador que describe las interacciones dentro
de! gistema. La distribucién de un sistema sobre todos los estados posibles cuando se
encuentra acoplado y en equilibrio con un bafic térmico esta determinada por las leyes de
la mecédnica estadfatica; la probabilidad de encontrar al sistema en un estado con energia E
es proporcional a e=#F, donde § es proporcional al inverso de la temperatura absoluta. En
principio, las propiedades mecanicas, épticas, térmicas, eléctricas, magnéticas y quimicas
de gases, liquidos, sélidos y plasmas deben poder describirse utilizando este modelo. Sin
embargo ain existen limitaciones tedricas y téenicas que hacen dificil su aplicacién sabre
sistemas complejos de muchos cuerpos como los organismos vivos. En los préximos decenios
los cientificos deberdn intentar resolver estas limitaciones si descan alcanzar una deseripeién
de los procesos vitales a partir de los principios fundamentales de la teoria molecular de
la materia. Mientras tanto es necesario utilizar descripciones alternativas que, en general,
son de un nivel macroscépico.

La vida es un maravilloso fenémeno espontineo. Nosotros, cientificos de fin de siglo,
cteemos que los procesos espontdnecs en el Universo tienden a los estados de minima
energla y/o méxima entropfa [1]. Cuando el ser humano que posee esta mentalidad observa
las procesos vitales no puede menos que buscar relaciones energéticas ¥ entrdpicas en ellos.
La ecuacion fundamental de la termodindmica establece la relacidn entre estas cantidades
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INTRODUCCION

para procesos cuasi-estiticos; a partir de ella es posible desarrollar Ia descripeion de algunos
procesos vitales en términos fisicoquimicos. El transporte de materia que se leva a cabo
a través de las membranas bioldgicas es uno de estos procesos,

Todas las células realizan un intercambio de iones y moléculas con el medio externo;
en la actualidad apenas empezamos a comprender [a manera en que este intercambio con-
tribuye a Ia sintesis de los compuestos capaces de donar energia pasa Ias diversas reacciones
metabélicas (2), la forma en que este transporte a través de la membrana participa en la
regulacién de 1a homeostasis celular y tisular (3,4) y el papel que desempeiia este inter-
cambio en el equilibrio de la interfase biotréfica de nuestro planeta (5). Esta tesis tiene
por objeto estudiar algunos aspectos del transporte de iones a través de las membranas
del alga de agua dulce Nitella translucens.

El transporte de materia a través de las biomembranas ha atraido el interés de in-
vestigadores de muy diversas dreas, desde Ia fisicoquimica, Ia biofisica, la bioquimica y la
biologia celular hasta Ia farmacologia, Ia patologia y Ia fisiologia. Los cientificos proceden-
_tes de cada una de cllas han desatrollado sus propias nomenclaturas, sus propias técnicas
experimentales e incluso sus propios paradigmas y tabues [6], lo que aunado a un pobre
intercambio interdisciplinario de ideas y regultados ha generado, entre otras consecue:
cias, |a existencia de diversas definiciones para un miamo fenémeno y el uso de multiples
simbolos para un mismo concepto. Los eimbolos #tilizados usualmente provienen de alguna
de las siguentes teorias: la cinética, la termodindmica del equilibrio o la termodindmica
irreversible. Por lo que respecta & las definiciones utilizadas para loa diversos procesos de
transporte, en la actualidad muchos investigadores aceptan la terminologia propuesta por
Mitchell dentro del marco de la teoria quimiosmstica (consultar, por ejemplo, 1a referencia
2), pero la diversidad de definiciones ba quedado registrada en la litefitura de los afios
setentas y ochentas. En esta tesis utilizo la terminologia de Mitchell, Ia metodologia elec-
trofisiolégica desarrollada por la biofisica y los simbolos provenientes de la teoria cinética,
la termodindmica del equilibrio y Ia termodinimica irreversible, -
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TEORIA DEL TRANSPORTE IONICO

El transporte de materia en un sistema soluto-solvente bajo condiciones isotérmicas
se puede |levar a cabo por alguno de Jos siguientes mecanismos:

a} Difusién.- La experiencia muestra que existe un movimiento espontdneo de cualquier
substancia disuelta en un solvente, y que este transporte genera una distribucién particular
de la substancia de tal forma que el sistema tiende al equilibrio termodindmico. Este
fendmeno se denomina difusién y puede explicarse a partir de los movimientos térmicos de
las particulas disueltas considerando el gradiente de concentracién de la substancia.

b) Migracién.- Este mecanismo de transporte tiene lugar cuando un campo externo
actia sobre las particulas disueltas; como resultado las particulas del soluto adquieren un
componente de velocidad en la direccién de la fuerza externa adicional 21 originado por los
movimientos térmicos.

¢) Conveccidn.- Este tipo de tra.nsporte ocurre si el sistema no se encuentra en reposo
y se genera una dife ia de pr s ent. se origina un flujo de particulas en alguna

direccién determinada por la variacién de Ias presiones dentro del sistema.

En la naturaleza el transporte de materia suele ocurrir por la combinacién de varios
de estos mecanismos, Cuando se desea analizar el transporte de iones se debe considerar
la combinacién de dos de ellos : el de difusién y el de migracién asociado 2 un campo
eléctrico. Este proceso se d ina electrodifusién y conStituye uno de los fendmenos
caracteristicos de la vida orgdnica.

El andlisis de log movimientos iénicos en solucidn puede realizarse desde un punto
de vista microscépico, esto es, considerando las trayectorias y las velocidades de los iones
individuales, o desde un punto de vista macroscépico, determinando los flujos de materia
o carga. La idnica es la rama de la electroguimica que tiene como finalidad estudiar e}
transporte de iones en solucién; sus fund tos se establecieron a finales del siglo pasado
¥ en la actualidad se encuentra en pleno desarrollo. Una revisién detallada de las teorias
contempordneas propuestas para describir la electrodifusidn esta fuera de mis intenciones
en esta tesis, A continuacién sefialaré muy brevemente algunos principios de la teoria
macroscdpica de electrodifusion que resultan indispensables para comprender mi trabajo
de tesis, pero el lector interesado en el drea puede consultar las referencias 6,7,8 y 9.

Pata analizar el movimiento iénico por electrodifusion cs conveniente considerar pri-
mero la contribucién de cada mecanismo de transporte por separado. Urna descripcién
cuantitativa de la difusién se encuentra contenida en la ley empirica de Fick, que establece
que

ji=-DVC m

donde 7, es el niimero de iones que se mueven por unidad de tiempo a través de una seccidn
de drea unitatia, D es un coeficiente de difusidén y VC es la concentracion del ion como
funcidn de la posicién.
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Supongamos ahora que el ion posee una velencia Z, entonces el flujo debido a la
migracién {8) esta determinado por '
4

Fm=—u mcw )

donde — V¥ representa el campo eléctrico, éi el signo de la fuerza sobre el ion (por
conveneidn positiva para cationes y negativa para aniones), y u es la mobilidad del ion
definida como la velocidad alcanzada por el jon bajo un campo unitatio. Esta mobilidad
depende de la viscosidad del solvente, del tamaiio del ion y de su carga. La relacidn entre
la mobilidad iénica y el coeficiente de difusién de la ley de Fick la desasrollo Einstein y la
expresd en la ecuacién que leva su nombre:

uRT
D= ZTF 3

donde R es la constante de los gases, T es la temperatura abecluta y F Ia constante de
Furaday,

Ahora bien, el flujo total debido a Ia electrodifusién debe estar dado por

eg decir

J=-D(VC+ %EW) (4

que se conoce cotno la ectiacidn de Nernst-Planck. Sus dimensiones son generalmente moles
por rea por unidad de tiempo, Esta densidad de flujo puede convertirse en Ia densidad
de corriente eléctrica si la multiplicamos por F Z, que es el nimnero de cargas acarreadas
por cada ion

- ZCF
J=~DFZ(VC + TT—V@) (5).
Esta ecuacidn, en principio, debiera ser capaz de describir el transporte de iones que se
lleva a cabo a través de una membrana celular por elect rodifusién. Como un aproximacién
a este caso podemos considerar un sistema ideal en el que exista una barrera o membrana
permeable sclo a algunas especies idnicas y en el cual se cumplen las siguientes condiciones
{10):

a) La membrana tiene un grosor
versal.

b) Los coeficientes cruzados en las ecuaciones de Onsager son despreciables.

¢) No existe un flujo neto de solvente, por lo que el transporte idnica debido a la
conveccidn resulta despreciable.

"

es homogénea e infinita en el plano trans-
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d} E! coeficiente de actividad (%) es unitario.

St suponemos que un sistema de esta naturaleza s¢ encuentra en el equilibrio con respecto
a In distribucidn de una especie idnica, entonces Ja ecuacidn § se puede eseribir como

2CF
= ——V .
VC = V¥ (6)
y si ademds se propone que dufdr = 0 la ecuacién 6 se puede integrar a través de la
membrana desde el lado externo e basta el lado interno 4. El resultado de esta operacién
es

€ = .
] RT (-{;, ;3
¥ rearreglando se obtiene la ecuacién

- {Cl

Ei=%, In ©n N
que se conoce como la solucidn de Nernsi. El potencial E; se denomina potencial de
Nernst para el ion j y puede interpretarse como el potencial al cual el jon j se encuentra
en equilibrio ¢on la fuerza de electrodifusién. Este tratamiento puede extenderse para
considerar la presencia de varias especies idnicas permeables (9), lo que da por resultsdo
una condicién de equilibrio idnico conocida como equilibrio de Donnan, que supone un
J =0 para todos los iones permenbles presentes en el sistema. En general los potenciales
desarrollades a través de una membrana biolégica no cotresponden al potencial de Nernst
de ningupa de {as especies idnicas presentes (8), por lo que 1a ecuacién de Nemnst-Planck
debe resolverse utilizando otras suposiciones.

5i se postuls que Ia membrana es permeable vinicamente a iones de la misma carga
{aniones o cotiones) o bien si se supone que la d®/dr en el interior de la membrana se
ajusta a un grupo de funciones en particular (10), donde Ia variacién lineal resulta ser solo
un casa de varios posibles, y ademds se postula que el flujo neto de cortiente es cero, se
obtiene la siguiente solucidn de la ecuacidn §

B = B BP{Ce)e + ER{C0 )i ®
T F TTEP(Ce); + EPCy)e
en la que los subindices e ¥ @ corresponden a cationes y aniones, respectivamente, y donde
£, y P, son coeficientes de permeabilidad para los cationes y los aniones, respectivamente.
Estos coeficientes se definen como
_ Dibi

Pi==
donde P, es 1z permeabilidad de la membrana al ion 1, D; es el cocficiente de difusién del
ion, d o grosor de la membrana y f; el coeficiente de particién del jon definido como

8



INTRODUCCION

donde [Cj]4 &2 |a concentracién del ion en el interior de la membrana y {C;], 1a concentracién
en el medio externo.

La ecuacién 8 se conoce como ls solucién de Goldman o solucién Goldman-Hodgkin-
Huxley y desde 1952, afio en que Hodgkin y Huxley consiguieron explicar algunes de las
caracteristicas eléctricas del mxdn gigante de Loligo utilizdndola (11), se ha comprobado ex-
perimentalmente que resulta bastante adecuada para deseribir el comportamiento eléetrico
de les membranas biologicas en una vatiade gama de tipos celulares (6,8).

Aunque es posible obtener la ecuacidn 8 a partir de Is ecuacién 5 sin suponer que la
d®/dz es lineal en el interior de In membrans (hipétesis que se canoce como la aproximation
de campo constante), cuando se desea derivar una expresidn para la conductancia a través
de Ia membrana a pastic de la ecuscién 5 resulta indispensable poatuler este tipo de
variacién. En este caso Ia expresién resultante es

F? AB A
Cn=REA-E"F @

donde A = EP(C.)e + EP3(Ca)i ¥ B = ZPAC.)i + BP{C4)e

Se debe sefialar que la ccuacién § solo resylta vélida cerca del estado de reposo de
|as membranas bial6gicas, porque en general las conductancias son funcién del potencial
de membrana y pueden presentar rectificacion eléctrica. Cuando el potencial se desplaza
mucho del estado de reposo se observan diversos efectos de rectificacidn, algunos de los
cuales no pueden ser explicados a partir de Ia ecuscida

G = d(L2FE)
™ T dEn
como por ejemplo el potencial de accién de lus membranas excitables; en estos casos resulta

necesario postular mecanismos empiricos para poder describir Ias variaciones observadas
en las conductancias (3,10).

Muy recientemente Ohshima, Makine y Kondo derivaron una solucidn de la ecuacidn
de Nernst-Planck afiadiendo a Ia aproximacién de campo constante las suposiciones de
que los aniones y cationes transportados poseen la misma valencia y que el transporte se
lleva a cabo en condiciones cussi-estacionarias (12); la caracteristica més relevante de eata
solucidn es que incluye una dependencia temporal para las concentraciones ionices y para
el potencial, sin embargo la ecuacidn resultante no puede ser integrads analiticamente, por
lo que resulta necesario resolverla numéricamente para las diversas condiciones experimen-
tales. Al parecer todavia no se ha contrastado gan algin experimento.
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En sentido estricto las diversas soluciones de la ecuacidn de Nernst-Planck pueden
considerarse modelos de una membrana, puesto que postulan caracteristicas especificas
para la barrera presente en el sistema, es decir, podemos referirnos a ellas como la mem-
brana de Goldman, la membrana de Nernst o la membrana de Oshima-Makino-Kondo. Sin
embargo no es comun encontrar esta terminologia en los libros de texto ni en los articules
originales, donde el término modelo aplicado a las membranas bioldgicas se reserva para
otros arquetipos.

LOS MODELOS PARA UNA MEMBRANA BIOLOGICA

Desde el punto de vista eléctrico una porcién de membrana puede representarse por
medio del circuito que se muestra en la figura 1. Este modelo se conoce como el modelo
de conductancia paralela, modelo de resistencia-capacitancia en paralelo 0 modelo RC de
la membrana, El circuito toma en cuenta dos de las principales caracteristicas de una
membrana bioldgica: la resistencia al flujo de los iones y la capacitancia resultante (8). El
modelo postula que la corriente total (1) que fluye a través de una membrana es la suma
de dos componentes, una debida a la ¢corrfiente acarreada por los iones que difunden de un
lado al otro de la membrana (I;) y otrs debide a la carga del capacitor intrinseco de la
membrana y que se denomina corriente de desplazamiento o corriente eapacitiva (I.). Los
valores de la resistencia, la capacitancia y del potencial a través de este circuito pueden
calcularse utilizando la teoria eléctrica cldsica.

i

Fig. {. El madelo RC para una potcida de membrana. i, medio iaterno: 8, medio exierno;
Cm, capacitancia de la membrans; Rm, resistencia de la membrana.

Un esquema tan sencillo resulta muy atractive, pero en la prictica es sélo una primera
aproximacion, puesto que en la gran mayoria de las situaciones experimentales no se cuenta
con una pequeda porcién de membrana aislada. El modelo puede ampliarse para considerar
una condicién experimental mds comin como In respuesta eléctrica de una célula cilindrica
(un axdén o una ¢élula internodal de Nitells). En este caso resulta necesario incluir las
caracteristicas eléctricas de los medios interno y externo, y si tomamos en cuenta el flujo
axial de corriente a lo largo de la célula un eircuito eléerrico equivalente serin det tipo del
que se nmestra en la figura 2, que se conace como el modelo de cable coaxial con pérdida

10
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o modelo de cable conductor. Puede observarse que en este circuito los medios interno y
eXterno se repfesentan uinicamente por medio de una resistencia, pero se ha encontrado que
esta aproximacion resulta valida deptro de limites de frecuencias de hasta vatios cientos
de kilohertz (9); regresaremos a este modelo en e} capitulo de MATERIAL Y METODOS.

v dx P " dn ™ ry dx
f-
In = 23
1 4 da dz dx
Cay d2t C d5 C. de Ca d¥
T T T ‘

b

¥

[

v dx © rdr "y ds v dr vy dr

Fig. 2. Modelo de cable conductor para uns céluls cllindsics en el que 7] dx ¥y 2 dx re-

pr laa i ias del medio € interno por unidad de longitud, res-
pectl te; rm/dx Ia resi ia de b por unidad de losgitud; Cm dx la
capacitaucia de ls membrasa por unidad de longitud; £ el patencial de reposo de la

\ Vaelp Tal Vielp ial juterno; im 1a cotriente a través

de Is membrans poc unidad de¢ longitud; le Ia corrients axlel externs neta; e li ln
corrients axial interas neta. Figura tomada de la referencia 9.

Desde el punto de vista bioquimico la membrana puede ser representada tomendo en .
cuenta los diversos tipos de moléculas que la constituyen. Hasta este momento no hemos
tenido la necesidad de considerar la estructura molecular de la barrera semipermeable,
¥y, en sentido estricto, resulta irrelevante siempre y cuando permita realizar las diversas
aproximaciones que hemos hecho haata aliora; sin embargo, un conocimiento detallado de
esta. estructura resulta indispensable si se desea desarrollar nuevos modeflis que permitan

ipciones mas precisas del transporte de materia en su interior. La estructura de las
membranas blologxcu parece ser muy compleja y, aunque nuestro conocimiento contem-
pordneo schre ellas resulta extenso, adn estamos lejos de alcanzar una descripcion precisa
de su estructura estitica y dinmica,

Los medetos bioquimicos de 1as membranas bioldgicas son casi tan antiguos como el
propio concepto de membrana celular; el lector interesado en la historia del desarrollo de
estos modelos puede consultar la referencia 13, El dia de Loy sabemos que la composicién
de las biomembranas involucra principalmente tres tipos de moléculas:

» Lipidos.
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o Proteinas.
¢ Esteroles,

Sin embargo, el arreglo espacial y las interacciones de estos diversas tipos de moléculas en
el interior de la membrana resultan ser en la actualidad objeto de intensos debates. Antes
de senalar brevemente las ideas mas aceptadas conviene recordar que la estructura de una
membrana no sdlo debe explicar el transporte de jones en su interior, sino que ademas debe
permitir la explicacién de otros fendmensos como la transduccién de sefiales, la secrecidn,
la endocitosis, etc. (14).

Durante los ltimos 18 afios el paradigma para interpretar la estructura molecular de
128 biomembranas ha sido el modelo de mosaico fluido propuesto por Singer y Nicolson (15),
y las caracteristicas fundamentales de este modelo se han corroborado extensamente: a)
los lipidos se encuentran asociados entre s en una conformacién de bicapa; b) las proteinas
se encuentran interactuando con la bicapa lipidica; y c) tanto los lipidos como las proteinas
presentan una difusién lateral dentro del plauo de la membrana (figura 3). Sin embarge, el
trabajo experimental reciente ha conducido a la modificacidn y extensidn de este modelo.

1

La topologia y heterogeneidad de los lipidos en las bio se ha estudiado
intensamente (consultar, por ejemplo, las referencing 16 y 17). Hoy sabemos que aunque i
estructura predominante es la de bicapa, al parecer los lipidos (o al menos algunos tipos de
ellos) son capaces de formar estructuras cilindricas de unos 204 de didmetro que poseen un
poro hidrofilico ¥ que parecen constituir una fase en Ja membrana denominada fase hexa-
gonal H Il {18). La gran heterogeneidad de los lipidos presentes en las biomembranas (14)
parece ir acompaifiada por la formacién de dominios lipidicos en el plano de Ia bicapa que
también pueden originarse alrededor de algunas proteinas como resultado de interacciones
lipido-protefna (16). Existe ademds una clara asimetria en el tipo de lipidos presentes
en cada una de las monocapas (17}; y sunque se han postulado varias explicaciones para
este fenémeno, los mecanisnos que lo generan no se han determinado con claridad (19).
También se ha reportado una gran heterogeneidad en Jas tasas de difusién lateral de los
lipidos, pues mientras algunos puede alcanzar una taza de hasta 10~%cm? /s, otres parecen
permanecer practicamente inmébiles (17).

Por lo que respecta al componente proteico de las biomembranas, éste resulta tan
variado que es dificil hacer generalizaci En términos globales las proteinas de mem-
brana son enzimas asociadas ¢on la bicapa lipidica cuya topologia membranal parece estar
determinada por los dominios hidrofébices e hidrofflicos de su secuencia de aminoécidos,
¥ que pueden encontrarse en una variada gama de conformaciones. De acuerdo con la
interaccién que presentan con los lipidos de la bicapa se distinguen dos clases de proteinas
de membrana: Ias protefnas intrinsecas o transmembranales (que a su vez se clasifican en
bitdpicas, oligotdpicas y politdpicas) y las extrinsecas o periféricas (20); aunque es posible
clasificarlas tomando en cuenta otros criterios, como la funcién bioquimica que llevan a
cabo (2.21). El estudio de la sintesis y estructura de estas proteinas, asi como el de su

12
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insercién y dindmica dentro de la bicapa de lipidos se encuentra en pleno desarrollo (con-
sultar, por ejemplo, laa referencias 22,23,24 y 25). Me referiré con mds detalle a algunas
proteinas membranales en la siguiente seccién. .

Los esteroles parecen ser constituyentes fundamentales de las membranas biologicas
(14); el principal esterol presente en las membranas de los eucariontes es el colesterol.
Esta molécula puede encontrarse asocinda a los lipidos en razones de hasta 1:1 (17), pero
o es capaz de formar bicapas por si mismo. Los estudios de Ia estructura del colesterol
cuando se encuentra asociado a Ia bicapa lipidica han mostrado que e! grupo hidroxilo
sobresale de la bicapa y se encuentra justo en la interfase acuosa superficial, mientras que
la estructura de los anillos rigidos se encuentra dentro de la bicapa (26). Esta molécula
también presents una distribucién asimétrica en cada una de las monocapas de lipidos (16).
Se ha demostrado que los niveles de colesterol modifican la permeabilidad y estabilidad de
las membranas, la actividad de algunas proteinas de membmana, los procesos de crecimiento
celular y la expresién génica (26).

,--- - [EXTERNAL SIGRATL .__.,

ATP

—
INTERNAL SIGNAL]

Fig. 3. Diagrama tridimensional del mod‘:lu de mosaico fluido para una membrana biolégica.
De izquierda & derecha se muestran !as siguentes protelaas: Uns ion-ATPass; us

canal iGnico; dos proted pladas pars Ia percepcién y transduccisn de wan sedial

externa; un acareeador. [igura tomada dve la celetencia 33,
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Al contemplar le compleja estructura de esta barrera bioldgica contra la difusidn surge
la pregunta de hasta qué punto los modelos de membrana de Nernst o de Goldman resultan
adecuados para describir €] transporte de materia que realiza una célula. En este sentido
es importante sefialar que ese transporte posee otras caracteristicas que no he mencionado:

a) Las membranas constituidas dnicamente por lipidos y esteroles (conocidas como mem-
branas artificiales) resultan muy poco permeables a los iones cuando se comparan con las
membranas bioldgicaa. Un postulado utilizade durante las ltimas décadas para explicar
esta diferencia es que nlgunas de las proteinas constitutivas de la membrana funcionan como
enzimas alostéricas (d das cansles y acarreadores) que catalizan el transporte de
iones a través de esta estructura (14,21,36). Esta hipétesis cuenta en Ia actualidad con un
gran apoyo experimental que ha llegado inclusive a niveles moleeulares (27). Es necesatio
entonces suponer que la ecuacién de Nernst-Planck puede funcionar como une descripcién
a primera aproximacién del transporte de iones a través de las biomembranas; pero que
une descripeidn detallada requiere de un meyor desarrollo tedrico que teme en cuenta la
dindmica de estas proteinas.

b) Las membranas bioldgicas presentan una gran permeabilidad al agua, que puede legar
a ser de 0.3 em/s (28). Para tomar conciencia de la magnitud de esta permeabilidad
resulta Gtil compararla con 1a permeabilidad para un ion cualquieta, por ejemplo la Py,
del eritrocito, que es del orden de 5% 10™%erm/s. Si consideramos una membrana artificial la
diferencia es a'in mAs notoria, pues los calculos realizados a partir de loe flujos determinados
experimentalmente indican que cada segundo difunden alrededor de 4000 moléculas de agua
a través de un drea membranal equivalente a una sols molécula de fosfolipido, mientras
que un ion sodio atravieza la misma dres en aproximadamente 70 horas (28). Resulia
entonces claro que para fines prdcticos la membrana no constituye una barrera al flujo de
agua. Una permeabilidad tan grande conduce a varias preguntas: ;Deberiamos considerar
también al agua como una molécula constitutiva de Ja estructura de jas membranas? ;Qué
mecanismos permiten esta permeabilidad? En la actualidad no contamos con respuestas
pars estas interrogantes, pero muchos grupos en el mundo lss estdn buscando en este
preciso momento (29,30).

c) Las células son capaces de transporter materia en direccidn contraria a la direccién
del flujo predicho a partir de los gradientes electroquimicos. Este tipo de transporte se
identific6 desde principios de siglo para el caso de algunos nutrientes (azidcares); pero no
fué sino hasta mediados de los afios cunrentas cuando se aceptd que también alg jones
eran transportados de esta manera (31). Rosenberg denominé a este tipo de transporte
con e} término genérico de transporte activo (citado en la referencia 14). Fate pracess
biolégico intrigd profundamente a loe fisicoquimicos de principios de siglo, y les levaria
varias décadas el demostrar Ia existencia de procesos energéticos acoplados a este tipo de
transporte (14). Sin embargo, no serd sino hasta Jos afios sesentas que Mitchell consiga
vistumbrar la enorme trascendencia que €] {ransporte activo de iones tiene en la fisiologia
celular (34).
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LOS CIRCUITOS QUIMIOSMOTICOS.

La teoria quimosmética contemporinea establece que el transporte activo de materia
y el proceso de sintesis-hidrolisis de ATP estdn acoplados a la translocacién de jones a
través de Ias membranas bioldgicas; y que la translocacidén es impulsada ya sea por un
gradiente electroquimico o por una diferencia de pH. De acuerdo con esta teorfa (34) es
posible distinguir tres tipos de transporte a través de las biomembranas si se enfatiza
la naturaleza molecular del proceso mas que el estado termodindmico de las substancias
transportadas: a) El transporte por difusién, que dependerd de Ia permeabilidad de la
fase lipidica a los diversos solutos; b) El transporte primario, en el cual la translocacién
a través de |a membrana se encuentra acoplada directa y necesariamente a una reaccién
quimica simultdnen; c) El transporte secundario, que conasiste en el intercambio de materia
por medio de 1as proteinas presentes en la membrana haciendo uso de los gradientes idnicoa
existentes,

El transporte primario puede dividirse a su vez en dos categorias (2):

8) Translocacién de grupos.- En este tipo de transporte una reaccida enzimética que
- tiene lugar en la membrana cataliza simulténeamente la transformacién quimica de un
sustrato y su translocacién a través de la membrana. Un ejemplo lo constituye Ia mgesta
de aziicar por fosforilacidn (2}.

b) Transporte primario de solutos.- En este caso una reaccién enzimatica cataliza
el transporte de un soluto sin alterarlo quimicamente. Las ion-ATPasas constituyen v-
ejemplo de este mecanismo (35).

Los procescs de transporte secundario se dividen en :

a) Uniport o Difusion facilitada.- Consiste en el transporte de materia a través de los
canales o acarreadores presentes en las biomembranaa (figura 3).

b) Simport o Cotransporte.- Consiste en el transporte acoplado y en Iu muma d.lrecaén
de dos solutos por medio de un sclo acarreador. .

¢} Antiport o Difusién por intercambio.- Consiste en el transporte en direcciones
opuestas de dos solutos mediado por un solo acarreador.

Estos distintos tipos de transporte se levan & cabe en muchas de las membranas ce-
lulares y proceden de una forma altamente regulada e interactiva (2). Al parecer en la
membrana plasmatica de todo tipo celular existe un proceso de transporte primario respon-
sable de establecer los gradientes que propulsan a los sistemas de transporte secundario.
Hasta la fecha se han descubierto dos. circuitos globales de transporte en los organismos
biolégicos;

1.- El Circuito de Sodio.- Este ¢ircuito parece encontrarse tinicamente en las células
animales; el generador primario es una enzima membranal denominada ATPasa de sodio-
potasio que expulsa sodio y lo intcrcambia_ _por_potasio, dando lugar as{ a un gradiente de
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potencial clectroquimico para el sodio que es capaz de propulsar & los sistemas de trans-
porte secundario. Esta circulacién de sodio contribuye profundamente & varias funciones
homeostaticas como la regulacién del pH intracelular y la del volumen celular {2).

2.- El Circuito de Protones.- Este sistema parece ser caracteristico de las células de ve-
getales, hongos y algas; en este caso el generador primario €s una ATPasa membranal que
expulsa protones al medio externo, produciendo un gradiente de potencial electroquimico
para los protones a partir del cual s¢ pueden energizar los sistemas de transporte secunda-
rio. Esta circulacién de protones, ademss de permitir la ingesta de mitrientes, contribuye
a la regulacién de la turgencia celular (2).

El descubrimiento de estos circuitos idnicos contribuyé a modificar un paradigma de
la fisiologia que se habin establecido a pastir de los trabajos de Hodgkin y Huxley v que
consistia en suponer que el potencial generado & través de las membranas bioldgicas era
bisicamente el resultado de In difusién pasiva de iones potasio. A partir de la década de
Ios ochentas se reconocid 1a contribucién que los sistemas de transporte primario pueden
tener sobre el potencial de reposo; y en la actualidad sabemos que el potencial de algunas
células animales, de muchas células vegetales, de los hongos y de las nlgas es generado
por el bombeo activo de iones sodio o de protones (37,38). Este bombeo se realiza en la
direccién contrariaa la direccién del flujo pasivo del ion transportado por un tipo particular
de proteinas membranales denominadas ion-ATPasas. El estudio detallado de la cinética,
la regulacion y la evolucién de estas enzimas constituye uno de los campos mds activos en
la bioenergética contempordnes (39,40,41,42). A la fecha se ha determinado la existencia
de por lo menos tres tipos distintos de ion-ATPasas (35):

a) lon-ATPasas tipo P.- Se definen como aquellas ATPasas que durante su ciclo de
reaccién forman un intermediario fosforilado unido covalentemente a un residuo de dcido
aspdrtico de la proteina. Estas enzimas se inhiben especificamente con vanadato y estan
formadas por uno o dos péptidos con un peso molecular total de aproximadamente 100
kDa. Este tipo de enzimas s¢ ha identificado en las membranas plasmiticas de las células
eucaridnticas, en las membranas de los reticulos endopldsmico y sarcoplismico y en la
membrana celular de algunas bacterins como E. coli y §. fecalis (figura 4).

b) Ien-ATPasas tipo F .- Estas enzimas no forman un intermediario fosforilado durante
su ciclo de reaccidn, se inhiben especificamente con oligomicina o venturicidina y estan
formadas por varios péptidos con un peso molecular total mayor o los 450 KDa. Este tipo
de enzimas se encuentran en las membranas internas de las mitocondrias y los cloroplastos,
as{ como en ln membrana plasmética de los procariontes (figura 4).

c) Ion-ATPasas tipo V.- Se definen como agqueilas ATPasas asociadas a la membrana
de organelos celulares distintos de las mitocondriss y los reticulos sarcopldsmico y en-
dopldsmico. No parecen formar un intermediario fosforilado y se inhiben especificamente
con N-ctilmeleimida, KNQO; y KSCN. Tienen un peso molecular de aproximadamente
400 KDa y parecen estar constituidas por varios péptides. Se han identificado en las va-
cuolas de hongos, algas y plantas superiores, en los lisosorass, los endosomas, en vesfeulas
cubiertas con clatrina, granulos secretores y vesiculas del Golgi {figura 4},
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Figura

Por lo que respecta a las protefnas involucradas en los procesos de transperte secunda-
rio, su estudio se ha desarrollado bastante en el caso de las células animales (27), mientras
que en las células vegetales las investigaciones apenas se encuentran en las fases iniciales

(43). En el siguiente capitulo describiré uno de los modelos vegetales mds<promisorios para
el desarrollo de este tipo de estudios.
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“El trabajo del sign que ssmumtra en sus tajidos las sustan-
clas esparcidas «n dosls Infinitesimales por las capas inmensas del
océanoc. . .no es sino una pédlida imagen de la slab. & H

qua experimentan en nosotres todas las fuerses del Universo para

convertirss en eap(ritu...a lo largo de todos sus dins terrestres, el
hombre se hace su alma; y & la ves colabora con otra obra, con otra
opud, que desborda de modo infinito, al mismo tlempo que las domina

trech te, tas perspectl de su éxito individual: Ja culminscién

del mundo.”

Plerre Tallhard de Ohardin
La milieu divin.

ANTECEDENTES:

INTRODUCCION

Nitella translucens es un alga que pertenece a la familia Characeae, nica representante
de la divisién Charophyta de acuerdo con Reund (figura 1). A pesar de que las Charcfi:
se han estudiado desde 1774 (2) resulta bastante dificil encontrar referencias a esta familia
en los libros de texto contemporaneos [3]. El hecho es inesperado si se tome en cuenta
el papel que estas algas han tenido en el desarrolio de la biologfa: Hérmann descubrid
en ellas la existencia de un potencial de accién en 1898. Taylor y Whitaker realizaron la
primera determinacién in situ de un pH intracelular utilizando células de Nitella en 1928
(2). Ese mismo afio Osterhout y Harris reportaron el primer estudio cuantitativo de los
potenciales de membrana de una célula utilizando como modelo a Nitells {4). La primera
determinacién de la conductancia membranal en células vegetales fue realizada por Blinks
en 1930 sobre Nitells. El primer registro intracelular de un potencial de accién lo realizo
Umrath, también en 1930, usando células de Nitells; y, de hecho, el género Nitella fue
colocado en la vanguardia de la fisiologia durante los afios veintes y treintas gracias al
trabajo de Osterhout y su grupo en Harvard, y al de Hoagland y Davis en Berkeley (2); 2
estos grupos se unieron, a mediados de los afios cuarentas, los laboratorios de Collander en
Helsinki y de Umrath en Graz [6). Mas atn, el modelo de circuito RC para la membrana,
‘que ba resultado de validez universal, fue postulado por Cole primero para Nitells y un
afio después para el axdn gigante de calamar. Revisiones de los estudios realizados en
las Characece hasta principios de los afios cincuentas y de los afios ‘sesentas se pueden
consultar en ias referencias G y 7 respectivamente.
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Fig. 1. Tabla taxonémica que incluye a Ia mayor parte de las algas que poseen células
gigaates, Para mayores detalles consultar 12 nota pidmero §;

;Cudl es el motivo por el que los libros de texto no mencionan a una familia con
sermeiante prosapia? La complejidad de las Characese. Young llamé la atencién de los
fisidlogos sobre el axén gigante de Loligo en el simposio de Cold Spring Harbor de 1936
(8) y bastaron 16 ailos para explicar gran parte de su electrofisiologia en lérminos de
concentraciones iénicas y permeabilidades membranales; mientras que 70 afios no han sido
suficientes para entender las caracteristicas eléctricas de las membranas de estas algas.

Al revisar la literatura resulta evidente que a partir de los afios cincuentas el estudio
de las Chareccae disminuyé notablemente en todoel mundo, ¥ que los pocos grupos intere-
sados ex ellas utilizaban el género Chara bastante mas que el género Nitella. En el capitulo
MATERIAL Y METODOS explico que resulta muy dificil cultivar & las Charofitas bajo
condiciones controladas, pero aunque esta caracteristica la comparten todos los géneros
de la familia, alguncs pueden cultivarse en el laboratoric con mayor facilidad que Nitella
(2). Muy probablemente fue este el factor decisivo para que los investigadores utilizaran el
género Chara (especialmente Chara corallina) en detrimento del génerg Nitellz. Se podria
pensar que la consolidacién de la bioquimica ¥ la aparicién de la biologfa molecular influ-
yera en el trabajo renlizado sobre las Characeae, pero no fué as{, Hasta la fecha se han
purificado iinicamente dos enzimas en esta familia {22); no se hn desarrollado una genética
molecular ni se hn aislado ninguna cepa mutante [9); es decir, no se han usado las téenicas
dé lu bioquimica, de ia genética y de la biologia molecular que tanto éxito han tenido en
otros organismos. ;Qué se ha hecho entonces? Electrofisiologia cldsica,

En la actualidad existen alrededor de 20 grupos de investigacidn, distribuidos por
todo el munde. que estdn interesados en estudiar ef transporte a través de las membranas

de lus Cheraceee; ¥ de ellos un ochenta por ciento utiliza Chara corallina como especie
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experimental. Tal vez no hace falta mencionarlo, pero nosotros somos el tinico grupo
que trabaja con esta familia de algas en México. Mediante el uso de fijadores de voltaje,
trazadores radioactivos y la no;ledosa fijacidn por secciones (patch clamp) esta veintena
de laboratorios ha desarrollado gran parte de la electrofisiologin vegetal contemporinen
(120). Y a 38 afios de Hodgkin, Huxley y Katz podemos decir que algo sabemos del “axén

verde”.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CHARAGEAE,

Esta familia estd compuesta escncialmente por algas de agua dulce, aunque algunas
especies de los géneros Chara y Lamprothamnion crecen en aguas salobres y marinas, Se
encuentran ampliamente distribuidas alrededor del mundo (excepto en las zonas drticas) y
se han identificado esporas de esta familia en estratos geoldgicos correspondientes al periodo
Ordovicico de la era Paleozoica, lo que significa que las primeras especies aparecieron hace

por lo menos 4 x 10* afios (2).

La talla del organismo completo va de 1 x 1072 a 1 x 10? metros; es de color verde
y esta compuesto de internodos cilindricos unicelulares ¥ pequeios nodos multicelulares
(figura 2). Es un organisme haploide; los 6vulos y los anterozoides méviles son producidos
dentro de atractivos y complejos 6rganos sexuales. La fertilizacién da lugar a una espora
encapsulada por una capa de carbonato de calcio; este cigoto es diploide; la meijosis ocurre
en el momento de la germinacién y mitosis posteriores dan lugar al organismo macroscépico.
El crecimiento tiene lugar de una forma similar a la que normalmente se asocia con las
plantas supcriores: ¢l eje principal crece en su dpice, el cual inhibe el desarrollo de los
apices secundarios que surgen en cada nodo; el desarrollo de rizoides lo promueve el mismo
dpice y tiene lugar en el nodo mds alejado de éste. Se ha demostrado que la célula inicial
del dpice puede dar lugar a dos célules hijas con caracteristicas distintas: mientras una
de ellas contintia dividiendose mitdticamente, la otra crece de manera amitética. Es esta
peculiaridad de producir células no equipotenciales la que explica la alternancia de nodos

¢ internodos en el organismo adulto (2).
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NODOS: f i

Fig. 2. Anstomin tipica de una Chemsese (Nitells Translucens), Dibujos detallados de

todas las especics de esta fatnilin sc pueden observar en la referencia 7,

Las eélulas nodales son mononucleadas, tnientras que las célules internodales presentan
macro ¥ micronicleos. Los microndcleos son de un tamafio semejante al de los niicleos de
las plantas superiores (5-10 um} ¥ son los Wnicos que controlan el sexo. Los macroniclecs
se generan a partir de los microndcleos, pero une vez formados son incapaces de dividirse
mitéticamente, por lo que, al continuar sintetizando cromatina, se vuelven gigantes (de 3.
a 60 veces més grandes que los mxcmnucleos) ¥ verminan por fragmentarse en miltiples
cariomeritos (10). ;Cuadl es la actividad génica en estos distintos nicleos? Nadie parece
interesado en responder esa pregunta {11].

La seleccién de los modelos bioldgicos determina el desarrollo de una disciplina,
Cuanto mas complejo el modelo, més dificil la construceién de marcos conceptuales, Por
supuesto que los fisitlogos de principios de siglo no eligieron a las Char8geae porque les
parecian sistemas complejos; antes bien, las escogieron porque presentaban muchas ven-
tajas aparentes. El uso de estas algas para estudios electrofisioldgicos se debe, ante todo,
a la capacidad que poseen Jas células internodales para sobrevivir (hasta varias semanas)
aisladas del organismo completo; asf como a su gran tamadio y geometria,

La célula internodal es cilindrica, con un didmetro aproximado de 1 milimetro y hasta
15 centimetros de longitud cuando se cultivan en el laboratorio (las células silvestres poseen
mayores dimensiones). No existen muchos datos concernientes a la ultraestructura, pero,
en general, es de esperarse una organizacion similar a Ja de cualquier otra célula eucarionte,
en particular a In de las plantas superiores, Aligual que la mayoria de las células vegetales,
Jas célules de las Characese poseen una pared celular, uns membrana plasmatica {conocida
como plasmalema) y una extensa membrana interna. denominada tonaplasto. que define
el compartimento vacuolar. La mayor partg de los clovoplastos se encuentran unidos entre
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si por fllamentos de actine y permanecen muy cerca de ln cara interna del plasmalema,
en una regién del citoplasma conocide como interfase sol-gel. No se ha reportado una
conexidn estructural entre los cloroplastos y el plasmalema, pero estos pueden llegar a
estar separados de aguel por una distancia tan pequeiia como 100 pma (13), La locahzm:mn
de otros organelos parece ser menos rigurosa.

La pared celular tiene un grosor aproximado de 10 ym. Su composicién varin depen-
diendo de [a especie ¥ In edad de Ias células, En el caso de Nitella azillaris la pared esta
compuesta principalmente por pectinas, hemicelulosas, celulose ¥ proteina en un razén
25:30:35:10 {como porcentaje del peso seca); se han identificado en ella urdnidos y va-
rios aziicares neutros: glucosa, xilosa, galactoss, arabinosa, meanosa, fucosa y ramnosa;
mientrns que las ligninas no parecen estar presentes en su constitucion (14). La pared es
permeable a moléculas de hasta 4158 daltones de peso molecular, y parece tener poros con
un digmetro maximo de 4.8 nm (33). Sus propiedades con respecto al intercambio idnico
son bastante bien conocidas (23), pero los valores de los coeficientes de difusion para di-
versos iones y el retraso consccuente entre la Hegada a la superficie externa de la pared
v In llegadn a la superficie externa de la membrana cclular han sido objeto de discusion
durante los dltimos afios; en la actualidad parece nceptarse que tamto los aniones como
los cationes posecn en su interior movilidades relativas comparables, con una constante de
retardo del orden de 1 a 3 segundos (13).

Con respecto a las membranas celulares, la méds cxterna de ellas cs el plasmalema,
el cunl posee las propiedades eléctricas y de transporte dominantes en la célula, por lo
gue ha llamado la atencidn de la gran mayoria de los investigadores. Su composicidn
bioquimica no ae ha determinado con exactitud. Su conductancia eléetrica (G ) en reposo
es aproximadamente de 2 siemens por metro cuadrado {S/m?), Esta membrana genera
una diferencia de potencial {E), negativa con respecto al medio externo, con valores que
se encuentran dentro del amplio margen de §0-250 milivolts, dependiendo de }a compo-
sicidn de la solucién extetna y de la especie de Characeae. El plasmalema tiene ademds
ia capacidad de generar potencieles de accion. Este potencial de accién (PA) es extraor-
dinariamente lento si se compara con el de las células nerviosas; la depolarizacidn tarda
cientos de milisegundos y la repolarizacidn varios segundos. Aunque {a naturaleza de las
corrientes idnicas involucradas no es del todo clara, y el proceso global csti todavia lcjos
de ser comprendido con exactitud [16], existe un modelo para uso diddctico que sefiala un
aumento de la permeabilidad al ion calcio como e} primer evento del PA; el influjo de calcio
provocaria la apertura de canales de cloro ¥ esta alteracidn de la permenbilidad al cloro
{Pc) seria la principal responsable de la depolarizacién; posteriormente un incremento
en la permeabilidad al potasio (Px) permitiria la repolarizacién (3). Este PA comparte
con los encontrados en células animales las caracteristicas de ser disparado por estimulos
eléctricos, mecanicos, térmicoa y quimicos; responder a un valor umbral de potenciat (al-
rededor de -80 mV); tener una respuesta todo o nada; presentar un periodo refractario {de
varios minutos) y ser conducido en ambas direcciones a partir del punto inicial de estimulo.
Se debe seiialar ademds que la presencia de magnesio y ATP resulta indispensable para
mantener la excitabilidad de lo membrana (21).
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El plasmalems presenta ademds algunos fendmenos eléctricos poco comunes, o al me-
nos no reportados para la mayor parte de las membranas biclégicas. Uno de ellos consiste
en el incremento abrupto de la conductancia membranal cuando el potencial de membrana
se hiperpolariza experimentalmente mas alld de un potencial eritico (alrededor de los 350
mV), que depende de la composicién iénica de 1a solucién externa. Cuando el potencial de
membrana alcanza e} potencial critico tiene lugar un intenso eflujo de jones O~ y el B, se
depolariza a valores muy cercanos al Ecy; si el campo eléctrico externo se elimina, la célula
recupera las condiciones iniciales. Aunque la membrana plasmatica de B, Coli, el eritrocito
y Vaionia presentan un comportamiento similar, Coster y Zimmermann consideran que en
estos casos el fendmeno se puede explicar como un rompimiento dieléctrico debido a la
inestabilidad electromecédnica de 1a membrana provocada por el intenso campo eléctrico,
mientras que en el caso de las Characeae el campo externo provocarfa una redistribucion
idnica en la membrana perfectamente reversible (57). Coster denominé a este fendmeno
“perforacidn total”(punch-through) para distingirlo del rompimiento dieléctrico; sin em-
bargo, Ohkawa y Tsutsui han cuestionado recientemente las ideas de Coster nefialando que
las células sometidas a estos experimentos no siempre recuperan su potencial de reposo y
que la mayor parte de ellas no sobrevive mds de una noche (58); asi que la relacion entre la
perforacidn total y la tolerancia eléctrica de la membrana es un campo abierto a la inves-
tigacién contemporénes. Otra caracteristica poco comiin de esta membrana fué reportada
‘hace una década por Ortega-Blake (116) y confirmada hace unos meses por Fishan y Lucas
(118): ‘estos investigadores encontraron que es posible provocar el disparo de potenciales
de accidn si se hiperpolariza el potencial de membrana a valores cercanos a -300 mV; p
1o que resulta necesario estudiar en el futuro con mayor detalle las propiedades eléctricas
del plasmalema en esta regién de potenciales higerpolarizados.

El citoplasma tiene un grosor de aproximadamente 10 micras. Se divide en dos re-
gioues: la primera se localiza proxima a la cara interna del plasmalema y se dencmina
citoplasma cortical, ectoplasma o interfase sol-gel; en él se encuentra una capa insoluble en
detergente parecida a las mallas de actina de las células animales; esta segion cortical se
supone ¢n un estado de agregacién gelificado, con las alteraciones consecuntes de los pro-
cesos de difusién. La segunda regi6n se denomina endoplasma cireulante, presenta menos
estructura que el ectoplasma y ocupa por lo menos la mitad del volumen del citoplasma.
Las determinaciones mads recientes del pH interno (pH;) dan un valor (pmbublemem;: para
la regidn endoplismica) de aproximadamente 7.7 en el rango de pH externo 6.5-7.5 (17).
El pH; parece seguir una ecuacién empirica muy simple que es vélida para cualquier pH
externo (pH,) entre 4.5y 9.5

pH; = 6.28 + 0.22pH, S ()

pero los procesos que producen este resultado son desconocidos (18). Es conveniente senalar
que el pH,; es dependiente de las condiciones de iluminacién, pues la' transicién de luz a
obscuridad provoca una disminucién del pH; de entre 0.2 a 0.4 unidades (17).
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El fenémeno mds llamativo que ocurre en el endoplasma es la circulacién citopldsmica,
ciclosis o corriente protopldsmica. Este consiste en el cterno movimento de pequedos crista-
les (denominados genéricamente particulas citoplasmicas) y de algunos cloroplastos a todo
lo largo de la célula internodal. La ciclosis provoca también el movimiento, en la misma
direccién, de particulas vacuolares y de protuberancias o irregularidades del tonoplasto.
La velocidad de los cristales puede llegar hasta los 120 micrometros por segundo. Hasta
donde yo sé, nadie ha determinado la composicién de estos cristalitos, pero imagino que
son agregados de productos fotosintéticos. La ciclosis es el criterio de vida en las Cha-
rofitas; una célula sin corriente protopldsmica se considera una célula muerta. La tinica
condicidn fisiolégica que origina un alto total, aunque breve, de la ciclosis es el dispare
de un potencial de accidn; la causa inmediata de este fenémeno parece ser el incremento
transitorio en la concentracién del calcio citopldsmico provocado per, o durante, el PA
(26).

La investigacién realizada sobre la eciclosis es muy extensa, ¥ se conoce su depen-
dencia a gran variedad de condiciones ambientales; de hecho, fué la ciclosis lo que llamé
la atencién de Corti sobre las Characeae en 1774 [19]. En la actualidad sabemos que la
circulacién citoplasmica involucra filamentos de actina F| pero ademads se ha postulado Ia
participacion de una proteina tipo miosina. Aunque existen algunos datos que permiten
pensar en un proceso de fosforilacion-defosforilacién de la proteina tipo miosina pestulada,
la comprensién detallada del fendmeno a nivel molecular se encuentra en pleno desarrollo.
La similitud entre la ciclosis y el proceso de excitacidn-contraccidn de las células musculares
es notable; en ambos casos una alteracién de las caracteristicas eléctricas de ln membrana
se encuentra acoplada a la modificacién de un grupo de reacciones bioquimicas gue se le-
van a cabo en ¢l citoplasma y que estan relacionadas con procesos mecdnicos. Una revision
mas o menos reciente de la ciclosis se encuentra en In referencia 20, una recoleceién de los
hallazgos contemporineos en la referencia 21 y una discusién interesante sobre la relacién
entre la ciclosis y el movimiento de los organclos se encuentra en la referencia 35.

Existe comunicacidn quimica y eléctrica entre las células internodales a través de
los nodos, via delgados canales citopldsmicos que atraviesan la pared celular y que se
denominan plasmodesmatas (equivalentes a las uniones brecha de las células animales). Su
didmetro estd entre 62 y 71 nanometros, comprenden del 0.06 al 0.15 % del area total de la
pared intercelular (2) y no parecen estar asociados con elementos del reticulo endopldsmico
(desmotibulos). Se supone que estin equipados con un mecanismo tipo vdlvula que serfa
sensible al gradiente de presion de turgencia a través del nodo y no parecen estar regulados
por un sistema citoesquelético tipo actina-miosina (24). Se ha reportado que carbohidratos
de bajo peso molecular {en particular pentosas, hexosas y algunos disacarides) pueden ser
fotosintetizados en una célula internodal, ser exportados ul citoplasme y pasar a través de
los plasmodesmatas hasta una célula internodal vecina en el lapso de una hora (59).

La vacuola tiene un papel preponderante en el control de la osmolaridad intracelular y
en la acumulacion y degradacion de metabolitos. Ocupa, al igual que en la mayaria de las
células vegetales. gran parte del volumen celular (entre un 90 y un 95 %). El medio internc
es dicido, con un pH de 5.0 aproximadamente, Se ha reportado la existencia de hidrolasas
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dcidas y proteasas en el interior de la vacuola, y se ha demostrado que en ella se llevan
a cabo procesos de degradacién proteica (25). El tonoplasto presenta una diferencia de
potencial con regpecto al citoplasma que tiene un valor aproximado de +15 mV. El valor
de la conductancia en reposo varia mucho en la literatura, algunos autores la reportan de
0.5 §/m?, mientras que otros la miden tan grande como 11 §/m? (18). La naturaleza de
los movimientos i6nicos a través del tonaplasto era practicamente desconocida hasta 1975
(2), debido principalmente a la dificultad técnica para realizar cambios en la composicién
iénica a cada lado de la membrana; sin embargo, el desarrollo reciente de nuevos modelos
experimentales (ver la seccién téenicas quinirgicas) permite suponer un ripido avance-en
esta Area a muy corto plazo, La concentracion idnica €n ¢l interior vacuolar determinada
para células de Charg corallina se muestra en la tabla I,

TABLA I

ESPECIE IONICA CONCENTRACION PROMEDIO (mM)
Nat 53

Kt 80

Cat+ 3

Mg+t 4

cr- 106

50}~ 6

PO~ 10

NOT 0.5

Tabla 1. Concentracién idnica en la vacuola de células internodales
de Chara corallina de acuerdo a la referencie 121.

Se ha reportado que el tonoplasto también posee la capacidad de generar potencia-
les de accidn; por lo menos en las especies Chara coralling, Nitellopsis obtuse, Nitelle
pulchella, Nitella translucens, Nitelle synearpa, Nitells azilliformis y Nitella flezilis. (28).
Aparentemente este PA es causado por un incremento en la permenbilidaﬂ al C1-, pues
el pico del potencial se encuentra muy cerca del potencial de Nernst para el CI~ (figura
3). Aunque es posible generar potenciales de accidn en ¢l plasmalema sin afectar ¢l to-
noplasto, no se ha lograde producir un PA en ¢l tonoplasto si no se genera primero uno
en el plasmalemma (21). Estos hallazgos han sugerido la existencia de un mecanismo que
acopla el PA del plasmalema con el PA del tonoplasto; este mecanismo involucraria al ion
Ca?*, pues cuando el calcio externo se reemplaza con bario, magnesio o manganeso el PA
del plasmalema no presenta ninguna alteracién, pero se inhibe la gereracién del PA del
tonoplasto (26). .
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Fig. 3. Poteuclales de accién en Nilells. a}Registio Vacuola-Exterior, b)Potencial de accidn
del plasmalema, c)Potencial de accitn del tonoplasto.

Por lo anterior, €l esquema conceptual contempordneo del PA del tonoplasto resulta
ser el siguiente: el potencial de accién en el plasmalema provoca un incremento en la con-
centracion de calcio interno y éste incremento altera la permeabilidad del tonoplasto al
cloro, probablemente a causa de la activacién de canales de cloro sensibles a calcio, Esim-
portante, sin embargo, mantener en mente que esta explicacién es solo una hipStesis pues,
como de costumbre en las Characeae, los datos en la literatura resultan bastante confusos,
cuando no contradictorios; por ejemplo, Kikuyama reporté el afio pasado que bajas con-
centraciones de calcio {(menores a 1uM) parecen activar canales de cloro en el tonoplasto
de C. eorallina, mientras que inactivan los supuestos canales de cloro del tonoplasto de N.
azilliformis (29). Si se incrementa la concentracidn de calcio a 1 uM los canales de cloro
de C. corallina se inactivan. Ademas, la naturaleza de la corriente de repolarizacién ain
no se ha determinado. .

Me gustaria dar por concluida la seccidn en este punto. Hasta aqui he tratado de
evponer las caracteristicas que son generales a todas las especies de Characeae; a con-
tinuacién quiero profundizar en varias caracteristicas que solo se han estudiado en tres
o cuatro especies, entre ellas Nitella translucens, 3 que son directamente relevantes para
la comprensidn de mi trabajo de tesis. Pero autes resulta necesaric mencionar algunos
modelos tedricos y experimentales desarrollados recientemente,
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TECNICAS QUIRURGICAS.

Aunque la célula internodal intacta resulta adecuada para llevar a cabo una variada
gama de experimentos, su anatomia implica restricciones inevitables. Por ejemplo, jcémo
desarrollar estudios idnicos del tonoplasto andlogos a los realizados sobre el plasmalema,
donde es posible variar la composicidn del medio externo? o jcomo tener acceso a Ia cara
interna del plasmalema? Las técnicas de la bioquimica animal podrian haber contribuide
a resolver estos problemas; sin embargo, los electrofisidlogos prefirieron desarrollar sus
propias técnicas que resultaron ser, 1as més de las veces, asombrosamente burdas.

La primera modificacidn fisica de una célula vegetal con la intencién de producir un
nuevo modelo experimental Ia realizé Blinks en 1935 al perfundir la vacuola de células
de Halicystis; sin embargo, no fué sino hasta 1964 que Tazawa utilizd esta técnica en las
Characeae (30). La prolongada supervivencia (cuantificada en términos de la corriente
citopldsmica) de las células internodales a las que se les ha reemplazado la savia vacuolar
por soluciones artificiales, ha permitido el estudio in situ del tonoplasto, en particular de su
cara interna. Partiendo de este modelo Williamaon desarrollo en 1975 otro conocido como
“célula libre de tonoplasto”(figura 4). La diferencia esencial entre ambas técnicas radica
en la composicién del medio de perfusién: en el caso de la célula con vacuola perfundida el
medio conticne calcio, el cual mantiene la integridad del tonoplasto (30); mientras que en el
caso de Ia célula libre de tonoplasto 1a solucién de perfusién contiens un quelante de csleio,
el etilenglicol-bis-{#-aminoetileter)N,N’- acido tetracético (EGTA}, lo que provoca que el
tonoplasto se desintegre y parte del endoplasma se distribuya en el espacio que ocupaba
1a savia vacuolar. La ciclosis no dessparece si el medio de perfusién contiene ATP (31).
Este modelo permite alterar la composicién idnica del citoplasma y estudiar las funciones
del plasmalemma bajo esas condiciones.

Otra modificacién celular que ha facilitado el estudio de las funciones del tonoplasto en
relacién con las condiciones del citoplasma es la denominada célula permeabilizada (figura
4). Este modelo fue desarrollado en 1983 por Shimmen y Tazawa (32) y se obtiene colo-
cando la céluln a baja temperatura y bafidndola con un medio ligeramente hiperténico que
contiene EGTA. La célula se plasmolisa y el plasmalema se vuelve permcable a moléculas
como el colorante rojo neutro y al ATP; de hecho, el criterio que se utiliza para determinar
que la permeabilizacidn ha side obtenida es el alto total de la corriente protopldsmica y su
reinicio cuando se afiade ATP a la solucién externa. Esta permeabilizacién es irreversible.
Experimentos recientes han demostrado que el plasmalemma permeabilizado permite el
paso de moléculas de hasta 874 daltones de peso molecular, pot lo que este proceso parece
inducir la formacidn de poros con un didmetro méximo cercano a los 3 nanometros (33).
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Fig. 4. Algunos model per aley desarrollados en las €% a) céluls intacta,
b} céiula con la vacnols perfundids, ) <Huls p bilisads, d) céiula libre de
tonoplasto. cw, pared celular; pl, plasmalems; tp, tonopiasto; vac, intetior vacuolar;

en, endoplesma circulante; s-g, Intecfase sol-gel; ch!, cloroplastos.

Las gotas citopldsmicas constituyen otro modelo experimental. Estas gotas se obtie-
nen cortando un extremo de la célula y exprimiendo cuidadosamente su contenido en un
medio isosmdtico. Se ha demostrado que Ia membrana que rodes a estas gotas proviene
_esencialmente del toooplasto (34). Aungue este modelo se desarrollé en 1955 y a la fecha

ha perdido muchos sdeptos, una parte de los conocimientos actuales (ver la seccién imagen
contempordnes) se ha obtenido a partir de estas gotitas.

Adin cuando la existencia de una variada gama de modelos experimentales resulta
importante para el desarrollo fructifero de cualquier disciplina, es la presencia de varios
modelos tedricos alternativos lo que realmente establece la posibilidad de un desarrollo
pleno. El caso de las Characeae es un ceso clarisimo de limitacion tedrica. Durante
el periodo 1922-1968 es posible encontrar decenas de articulos con titulos practicamente
idénticos: “El efecto del potasio sobre el potencial de membrana®, “El potasio externo y
el potencial de membrana™, “Dependencia del potencial de membrana al potasio externo™,
ete. ;Los resultados? frecuentemente contradictorios. Apenas Osterhout establece que el
potencial de reposo de Nifella es un potencial de difusién de potasio, viene un estudiante y
le muestra que bajo las “mismas condiciones” el potencial de otra célula ya no responde al
potasio externo (2): v asi durante 40 afios. En este periodo los conceptos, no las téenicas,
resultaron el paso limitante.
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EL £, COMO PRODUCTO DE LA DIFUSION PASIVA.

El objetivo central del trabajo electrofisiolégico de principios de siglo consistia en ex-
plicar el potencial eléctrico que se puede detectar a través de una membrana bioldgica en
términos de la termodindmica reversible. Los diversos grupos de investigacién intentaron
lograr esta descripcidn a partir de la ecuacién de Nernst-Planck utilizando principalmente
las soluciones de Henderson o de Nernst. Estas soluciones permitieron explicar el potencial
de membrana en algunos tipos celulares como el eritrocito cuyo Em parece ser el resul-
tado de un equilibrio de Donnan {36), pero resultaron poco adecuadas para describir los
potencmlw de células excitables como las Charofitas. Por ello, cuando Hodgkin y Huxley
consiguieron una descripcién del axén de Loligo utilizando la solucién de Goldman (37), los
diversos grupos que estudizban a las Characeae supusieron que bastaria aplicar la misma
solucién a estos tipos celulares para obtener una descripcién precisa del potencial de reposo
y del potencial de accién.

Veinte afios de investigacion (de 1952 a 1972) mostraron que cuando las células se
incubaban por varias horas en presencia de NaCl 5mM y las determinaciones del potencial
se realizaban en ausencia de calcio externo el potencial obedecia la ecuacién

-z [K*]e + a[Nat). o
Em="ZLin B+ alVat, 2
en la que el pardmetro a es la razén de las permeabilidades al sodio y al potasio. Fsta
solucién de la ecuacién de Nernst-Planck implica las suposiciones de que los tinicos iones
permeables son el Na* y el K* y de que las permeabilidades son constantes (117). Sin
embargo bajo muchas condiciones experimentales esta ecuacidn no era capaz de describir
el B, ¥ los datos experimentales mostraban que las células internodales presentaban una
serie de caracter{sticas que resultaban totalmente inesperadas:

¢ El potencial de reposo cambiaba muy poco cuando se alteraba la [K*), a menos
que se alcanzara cierta concentracién {que variaba en el rango de 1 a 10 mM dependiendo
del grupo de investigacién) a la cual se disparaba un potencial de accién y en la que la
repolarizacion resultaba incompleta; solo a partir de entonces el E,, se comportaba de
acuerdo con la ecuacién 2 {38).

* En soluciones donde la [Kt], era cercana a 1mM, la célula a veces [39] estaba
hiperpolarizada hasta valores que no poedian ser obtenidos con la ecuacién 2 o con una
solucién de la ecuacién de Nernst-Plank que consideraba los iones K+, Ci~ y Na*t.

» Ei potencial de reposo y la resistencia de la membrana resultaron sensibles a las

condiciones de iluminacidn.

Si a estos datos se afiade el hecho de que las condiciones de cultivo y las experimentales
\-m‘.inhnn notablemente entre los distintos laboratorios (consultar el capitulo MATERIAL Y
METODOS) se podra tener una idea de lo complejo que parecia el campo a principios de los
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aiios setentas, Sin embargo, esta complejidad fue, en el fondo, resuitado del excesivo interés
por reproducir los hallazgos reportados en las células animales. Los datos experimentales

iales para d llar un nuevo modelo tedrico se habfan obtenido ya a fines de los
afios cincuentas.

En el afio de 1959 Kishimoto reports que las célulaa de Chara corsiling se depolariza-
ben notoriamente al disminuir el pH de la solucién externa. La suposicidn inmedinta fué
que el cambio en el pH, afectaba la permeabilidad al potasio o al cloro. Pero quedd en esa,
en una suposicidn. No fue sino hasta 1968 que Kitasato realizd los experimentoe necesa-
tios para validar ests ides y loa ftados fueron inesperados {40). Utilizando células de
Nitella clovata encontré que la Py, es muiy pequefia comparada con la Py o la Pey y que
las tres son independientes del pH,, ademds encontrd una gran discrepancia entre la G,
determinada eléctri te (40uS/cm?) v la conductancia calculada s partis de la suma
de los flujos de Na*, Kt y O~ (2u5/cm?). Para Kitasato esta diferencia reflejaba ls con-
tribucién de otro ion al potencial de membrana, y el beche de que ¢l potencial respondiera
al pH externo sugeria que este ion era ¢l H+. Un andlisis riguroso consistiria eatonces en
incluir los protones en la solucién de Goldman

B = ——l Pr|Kle + Puu[Nale + PulH]. + PoiClli @
" PrlKli + Pua[Nali + Puill]i + Poi[Cl).

y resolverla para las diversas condici experimentales. La discrepancia entye I8 Gm
obtenida mediante la inyeccion de un pulso de corriente y la G determinada por flujos
radioactivos permitia suponer que el potencial de membrana era practicamente e} potenc..
de equilibrio para los protones; sin embargo 1a [/ ] no correspondia a la predicha por la
ecuacidn de Nernat, ademis, si se agregabs DNP al medio externo el potencial de reposa
se depolarizaba, lo que parecia indicar la existencia de un proceso de transporte activa,
Debido 2 que los lujos de potasio, cloro y sodio no se alteraban en la presencia del DNP la
conelugién de Kitasato fue que la mayor parie de Ia corriente pasiva era acarreada por los
protones pero que existin un mecanismo que impedia alcanzar el potencial de Nernst para
el Ht mediante el bombeo activo de los protones presentes en ef interior celular hacia Ia
solucién externa. Kitasato postulé que la descripcidn de este proceso estiria dada por ia
ecuacién

Fen ®

Em =~ E, H~ C
donde @y es la cantided de moles de protones transportados activamente por unidad de
tiempo. De esta formn el plasmalema de las Charofitas se convertin en un electrodo de
protones y el Em resultabs scr un potencial de Nernst desplazado por el factor —F¢y/Gm
que podria ser el producto de una bomba electrogénica. Para un fisidlogo contempordneo
esta ecuacidn resulta sumamente extrafia, pero debemos recordar que nos encontramos
en 1968 y sefialar ademds que Kitasato no leyd el reporte que Mitchell publics ese afio:
“Chemiosmotic coupling and energy transduction” (41).

34



ANTECEDENTES

ARRIBO DE LA REVOLUCION QUIMIOSMOTICA.

La ecuacién 4 contradice uno de los postulados fundamentales de la teoria quimios-
mética contempordnea: [as membranas biolégicas son précticamente impermeables a los
protones [42]. Sin embazgo, en el 68 esta ides se encontraban restringida a la membrana
plasmitica de las bacterias y a las membranas internas de las mit. drias y los cloropl
tos, por no mencionar que las ideas de Mitchell eran poco aceptadas y que a pesar de sus
continuos esfuerzos por demostrar ls validez de sus hipdtesis deberia esperar atin diez afice
pars alcanzar un Nobel reconocimiento. En realidad la ecuacidn 4 fue cuestionada mucho
antes de ello y sin que se mencionara & Mitchell 0 & su teorfa.

“Como una alternativa a estas hipétesis [las i 2 y 4] voy & desarrollar una
tercera que difiere de 1as otras por la suposicién de que 1a permeabilidad de la membrana
a todos los iopes, incluido el H*, es baja, ¥ por lo tanto, Jas propiedades eléctricas de
Ia membrana reflejan las de Ia bomba electrogénica postulada [por Kitasato], Smith [43],
aln cuando no se interesa primordislmente en lss propiedades eléctricas de la membrana
_ celular, ha incorporsdo esta bomba de protooes en uns hipitesis pars explicar el efecto
del pH sobre el influjo de CI~. En resumen, la bomba establece un gradiente de pH que
propulsa e} inflyjo de Ci™ a través de un mecanismo de intercambio CI-/OH~." Una
eficiencin razonable para este proceso implica que ¢l influjo pasivo de protones sea bajo.
i Es posible entonces exphur las ptopmdnde- eléciricas de Is membrana en términos de
una bomba electrogénica?. ..

El pdrrafo anterior fué escrito por Spanswick en 1972 (44) después de haber reaii-
zado experimentos similares a los de Kitasato pero con un mayor control de los diversos
pardmetros experimentales como las condiciones de iluminacidn y la temperatura. Al de-
terminar el potencial de reposo en la obscuridad bajo ciertas condiciones (consultar la
seccidn algunas contradicciones) encontrd un valor muy similar a] Ex (una diferencia de 2
mV), pero al encender Ia luz Ia célula se hiperpolasrizaba por lo menos 50;mV. Utilizando
condiciones de fijacién de voltaje (consultar el capitulo MATERIAL Y METODOS) de-
termind la corriente que era necesario aplicar para alcanzar el Ex en estas condiciones y
encontré un valor de 2.2 pA/cra®. Spenswick postulé que este aumento en In corriente
correspondia al incremento del eflujo de protones a través de la bomba electrogénica y no
a una alteracién de las permeabilidades pasivas, es decir, que la corriente que puede de-
terminarse experimentalmente (I} debe dividirse conceptusimente en dos componentes,
uno debido a la difusién pasiva (12) y otro debido al transporte activo (I); y si se usa In
teoria de Hodgking y Huxley (37) Iy = Gy(Ey= Em) e Iy = Gy(Em — Ey) donde el Ej se
define como el maximo potencial que puede ser generado por una bomba electrogénica en
ausencia de flujos idnicos pasivos. La figura 5 expresa la idea de Spanswick ufilizando el
circuito eléctrico equivalente. .
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Fig. 5. La hipitesis de la bomba conductora. Figurs tomada de la referencia 485

De acuerdo a este modelo la misma cantidad de corriente debe fluir en ambas ramas del
cireuito, en direcclones opuestas, bajo condiciones de reposo. El potencial estaria dmcnto
entonces por 1a ecuacién

.. B+ EuGa
Em= Gy +Gy ) )
La expresidn para la fuerza electromotriz de una bomba de este tipe (que sélo trans-
porta protones) se puede desarrcllar a partir de consideraci termodindmicas. Si el

cambio en energia libre para la reaccidén de transporte activo es

AF=Am ~vidpy o ()
donde Ay, representa el cambio en energfa libre para los componentes no transportados
de la reaccién, vy es el coeficiente estequiométrico de la reaccién y Apy es la diferencia
de potencial electroquimico para los protones a través de la membrana, entonces en el
equilibrio

Apy = vdpn
o lo que es lo mismo

(H:

Ay = uH(thanl +FE) M
y despejando
B= B = gt - 2K )

La ecuacion 8 muestra que Ja FEM de la bomba dependeria de muchas variables. Para
Spanswick la hiperpolarizacion bajo condiciones luminusas podria atribuirse a un valor mds
negativo del Agy y el efecto del pH externo se podrin explicar como una alteraciéu del
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Ey v no del E4. En su siguiente articulo (1974) demostrd que la DCCD producia una
depolarizacidn al valor de obscuridad, que reducia notablemente la respuesta subsecuente
a los cambios en el pH extemno y que incrementaba la By, a los valores que normalmente
tenia en la obscuridad (45). Estos datos sugerian que la bomba era una H+ATPasa que
se mantenfa activa en condiciones de iluminacién. A partir de este momento los diversos
grupos de investigacién intentarin contrastar esta hipétesis utilizando diversos protocolos
experimentales,

En 1974 Richard y Hope mostraron que el E,, de Chara corallina resultaba sensible
a loa cambios en el pH externo bajo condiciones de {luminacién, confirmando asi los datos
de Kishimoto (46). En lo afios subsecuentes diversos grupos mostraron en esta especie que
existia una relacién estrecha entre el Ep, y los nivcles intracelulares de ATP: en células
intactas varios desacoplantes de la fosforilacidn como el CCCP y el DNP provocaron la
depolarizacidn de la célula hasta valores cercanos al Ex, asi como un gran incremento
en la R,, de manera concomitante a la disminucién de los niveles intracelulares de ATP
(47). En células libres de tonoplasto perfundidas con un medio sin ATP el E,, ern muy
cercano al By pero al afiadir esta molécula al medio de perfusidn el E,, se hiperpolarizaba
por lo menos 50 mV y la conductancia de la membrana resultaba alterada (48). Si las
células internodales intactas se trateban con inhibidores de las H+ AT Pasas tipo F como
la DCCD y el DES el potencial de membrana se depolarizaba y se alteraba la resistencia
membranal (47,49), lo que era de esperarse si existin una H¥AT Pasa en el plasmalema
que contribuia al potencial y conductancia de la membrana y ¢ue era sensible a estos
compuestos.

Probablemente alguien que conozca un poco 1a historia de la bioenergética se pregun-
tard por qué Spanswick o algin otro investigader no habia relacionado esta bomba con
la postulada por Slayman para la hifa de Neurospora crassa desde 1965 [50), No lo sé.
Los grupos que trabajaban con las Charofitas empiezan a citarlo alrededor de 1977. El
hecho es que Slayman consideraba a la ATPasa como una fuente de corriente constante,
mientras que Spanawick la postulaba como una fuente-de voltaje constante en serie con
upe conductancia. Distinguir entre estas dos opciones resulta importante, Sila bomba se
comporta como una fuente de corriente constante la conductancia a través de la bomba
debe ser cero (por definicién, ver nota 51), el flujo de corriente a través de ln bomba re-
sulta independiente del potencial y 1 conductencia de la membrana debe ser igual a 1a
sumatoria de las conductancias de los distintos canales pasivos.

Para 1979, cuando la visién quimiosmética habia sido aceptada como un nuevo pa-
radigma, se acumulaban reportes de potenciales hiperpolarizados que parecian implicar
la existencia de una bomba electrogénica en una amplia variedad de organismos: Nitells
iranslucens, Chara coralling, Acelabularia mediterranea, Riceia fluitans, Avena sativa, Pi-
sum sativum, Elodes canadensis y Zea mays (52). Pero la idea de explicar el potencial de
reposo de Jos hongos, las algas, las hepéticas y 1as plantas superiores con base en una bomba
de protones era poco aceptada por muchos fisidlogos vegetales que aiin se empefiaban en
repraducir los esquemas animales; de hecho, en el “International Workshop on Membrane
Transport in Plants” que se llevd a cabo en Toronto en Julio de 1979, Spanswick seiialaba:
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“La idea de una bomba de protones es atractiva porque es consistente con un esquema
quimiosmético para el transporte en células vegetales...aunque 1a hipdtesis de la bomba
conductora podria estar limitada & su aplicacién en las Characeae” {53). Un afio después
Scarborough terminé de demostrar que la H+ AT Pasa de Neurospora transloca protones
a través de vesiculas membranales purificadas a partir de protoplastos (54); para 1981 esa
H*ATPasa se habia purificado {55) y para 1986 el gen correspondiente ha esta enzima
habia side clonado (56). En contraste, la H* AT Pasa de las Characcae permanece ajena
a cualquier intento de purificacién; ademas su contribucién a las propiedades eléctricas del
plasmelema contintia siendo un drea abijerts a In discusién.

IMAGEN CONTEMPORANEA.

Como sefialé en el capitulo de INTRODUCCION, la Biologia actual se rige por el
pensamiento microsedpico. La explicacién en términos moleculares resulta ser un com-
ponente casi esencial de cualquier teoria, desde las embriolégicas hasta las evolutivas, EL
objetivo central de esta Biologia radica en explicar las caracteristicas macroscopicas dc los
organismos en términos de las moléculas que los conforman. Un esfuerzo importante en
este sentido se ha realizado sobre las Characeae en 1a dltima década, aunque de una forma
mucho menos global que en otros organismos. En la actualidad no sabemos casi nada de
su genética o su bioquimica, pero existen bastantes datos sobre los diversos sistemas de
transporte presentes en el plasmalema y el tonoplasto. El objetivo de esta seccién consicte
en sefialar cada uno de los sistemas de transporte descritos a la fecha y mencionar ...
modelos que se han propuesto para integrarlos gn patrones fisiolégicos, en particular para
explicar las caracterfsticas eléctricas de las membranas en reposo.

Al lector interesado en esta drea le resultarf muy conveniente consultar todos los
articulos citados & partir de este momento, pero la investigacion contemporénea en las
Charseeae presenta un par de ceracteristicas que conviene mantener en mente cuando
se revisan los articulos originales: la seleccién limitada de especies y Ja generalizacién
prematura. Me explico: la seleccidn limitada de especies se refiere al hecho de que los
experimentos concernientes a los transportadores membranales se han realizado sobre un
nimero muy limitado de especies que podrian no representar adecuadamente al resto de
la familia (Chara corallina, Nitellopsis obtusa, Nitella clavata y Nitella transluceny). La
generalizacién prematura se refiere al hecho de que bastantes autores tienden a mezelar
la informacion obtenida, no sélo en especies distintas, sino en géneros distintos (Chara y
Nitello), argumentando que es de esperarse una gran similitud entre ellos. A mi juicio
es preferible hacer un esfuerzo por mantener agrupados los datos en género ¥ especie,
gl menos hasts contar con informacién suficiente que permita sospechar una verdadera
hemegeneidad a nivel molecular [60].

Procesos de transporte primario.

En el plasmalema solo parcce existir un sistema de trunsporte primario: In I ' AT Pasa
tipo P. En la seccién anterior mencioné el tipo de hallazgos experimentales que permiten
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postular la existencia de esta enzima en Charc coralling y Nitella trenslucens: poten-
ciales hiperpolarizados (mds alli de cualquier potencial de difusién pasiva) sensibles al
pH, a los inhibidores tipicos de las H*ATPasas y dependientes del ATP intracelular
(61,62,63,64,65). Sé que resulta obvio lo indirecto de esta evidencis, pero se puede adadic
a ella un trabajo reciente del grupo de Tazawa en células perfundidas de Nitellopsis ob-
tuso: si el medio externo se mantiene muy bien agitado para disminuir la acumulacién
extracelular de protones, es posible demostrar un eflujo de H¥ dependiente de ATP muy
similar al eflujo de cargas positivas dependiente de ATP (19-20 mA/m?) determinado bajo
condiciones de fijacion de voltaje (66). La existencia de esta bomba se postula ademds por
el hecho de que se ha conseguido purificar una H+ ATPasa a partir de las membranss |
plasméiticas de hongos y plantas superiores (52) y que la concepeidn contemporanea del
transporte a través de las membranas vegetales implica la existencia de un circuito de
protones generado por esta enzima (ver el capitulo de INTRODUCCION). A partic del
andlisis de las curvas I/V en ausencia y presencia de varios tipos de inhibidores algunos
autores han propuesto una estequiometria de 14 +:1 ATP (62,67) mientras otros concluyen
una estequiomettin de 2H ¥11 ATP (63) para esta H* AT Pasa.

En el tonoplasto, evidencia muy reciente apunta hacia la existencia de dos ptocesos
de transporte primario: una HtATPasa tipo V y una pirofosfatasa membranal. Utili-
2ando células permeabilizadas de Nitella iranslucens Shimmen y MacRobbie mostra~-~
que Ja acumulacién del colorante rojo neutro (RN) en la vacuola (que es dependiente des
transporte de H* al interior vacuolar) puede inducitse si se afiade ATP o PP; al medio
externo. La acumulacién de RN dependiente de ATP es inhibida por la DCCD, mientras
que la dependiente de PP; solo es efectada parcialmente. La presencia de NO, en el me-
dio externo inhibe completamente la acumulacién dependiente de ATP, pero no afecta a
la dependiente de PP, Si el potasio del medio se remplaza con bis-tris-propanq la acumu-
lacién dependiente de PF; resulta inhibida, pero la dependiente de ATP no es a.fectadu.
El vanadato no tiene efecto sobre estos sistemas ¥ embos resultan depexdientes de Mg? g
(68).

Por su parte Takeshige, Tazawa y Hager han reportado dos tipos de bombeo de Ht,
¢l ATP- ¥ el PP;- dependientes, asi como produccién de P; a partir de ATP y pirofosfato
en vesiculas vacuolares de Chara coralling. La DCCD y la NEM inhiben notoriamente
la actividad de ATPasa y el bombeo de protones asociado, mientras que sSlo afectan
ligeramente la actividad de pirofosfatasa o el bombeo de protones asociado a ella. El NOy
inhibe drdsticamente el bombeo de protones dependiente de ATP pero la actividad de
ATPasa la inhibe sélo un 50 %. El acido estilbenedisulfénico inhibe ambas sctividades,
mientras que el molibdato de amonio, la azida de sodio, y el vanadato no tienen efecto sohre
ellas (69). Las dos actividades resultan dependientes de M, 72" y los metales alcalinos las
estimulan entre un 10 y un 40 % en el orden Rb* = K+ > Cs% > Nat = Lit > colinae™®
(70).
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Procesos de transporte secundario.

Existe una gran cantidad de evidencia electrofisioldgica que indica la presencia de
diversos tipos de canales idnicos en las células vegetales, La mayor parte de esta evidencia
se ha obtenido con técnicas cldsicas, pues los registros de canal unitario son todovia muy
escasos dentro del reino vegetal. Una de las familias donde se han realizado mds registros
de este tipo es la Characeae (119); sin embargo la evidencia experimental concerniente &
fos sistemas de transporte secundario ain no es suficiente como para poder construir un
esquemna conceptual detallado de algune de ellos. A continuacién describo brevemente los
diversos sistemas que se han reportado en las Charofitas hasta el mes de septiembre de
este afio:

1.-En el plasmalema:

a) Canales de Potasio.- La existencia de canales de potasio en esta membrana se ha su-
puesto desde los aiios cincuentas, pero no fue sino hasta la década de los ochentas que se
logré profundizar en el estudio de estas moléeutas. En Chare coraliing el grupo de Kishi-
moto postuld la existencia de un canal de potasio a partir de la observacion experimental
de que la G, de células internodales con vacuola perfundida se incrementa cuando au-
menta {a [K], y/o con la depolarizacién del . El andlisis de curvas 1}V para distintas
concentraciones de potasio externo les permitié estimar la densidad total de canales de
potasio en el plasmalema como cercana a 6.5 canales/100u? y caleular la conductancia
unitaria como de 79, 86, 105 y 119 pS para las {i], 0.2, 0.5, 2 ¥ 5 mM respectivamente
(71).
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Tabla I[. Efecto de varios inhibideres de los canzles de potasio scbre
ol plastalema de Chare coraifing ¥ sobre diversos tipos'de canales de
potasio presentes en célulns animales. E! simbolo + indica inhibicidn;
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el simbolo - indica ausencia de inhibicidn y el simbolo ? indica que el
efecto no se ha determinado, La tabla procede de la referencia 72.

Por su parte Tester, a partir del andlisis del efecto de diversas inhibidores sobre la
corriente de membrana de Chars corallina, reporta que estos canales se parecen mucho a los
canales de potasio de alta conductancia dependientes de calcio (canales Alta G K+(Ca?*))
encontrados en 1as células animales (tabla II). Por experimentos de competencia con Cs¥,
Rb*, Nat, Li+, TI* y Ba?* concluyé que este canal es un poro multi-isnico que permite
el paso de los iones en una sola fila. La serie de permeabilidades obtenida a partir del AE,,
provocado por los distintos iones resulta ser Ti+ > K+ > Rbt > Cst > Nat > Lit,
mientras que la obtenida & partir de las determinaciones de la I, es K+ > Tt > Nat =
Li* > Rbt > Cs*. El valor de Ia conductancia méxima a través de estos canales no es
claro, pues los célculos dan una Gmae variable entre ¢élula y célula que va de 3 a 11 §/m?
(72,73).

En Nitella flezilis Sokolik y Yurin, utilizando técnicas convencionales de registro
eléctrico con microelectrodos y fijacién de voltaje en internodos intactos, identificaron dos
tipos de canales de potasio: uno de ellos se activa en el rango -100 a -80 mV (canales D} y
el otro a voltajes mayores de -100 mV (canales H). Ei movimiento idnico en los canales D
parece seguir €l mecanismo de difusién simple, mientras que el incremento en Ia corriente a
través de los canales H en respucsta al cambio en la concentracién de potasio es mucho me-
nor al calculado a partir del principio de independencia, La serie de permenbilidades para
ambos canales resulta muy similar: K+ > Rbt > NHY > Nat >= Li* > Cst > colina®
(74).

En Nitellopsis obtusa el grupo de Berestovskii encontrd, utilizando la técnica de regis-
tro de canal unitario [75], que el canal de potasio parece tener varios niveles de conductan-
cia. En condiciones iénicas balanceadas con respecto al potasio la G es de 50 pS, mientras
que la conductancia mdxima es de alrededor de 90 pS. El canal parece ser altamente
selectivo al potasio, a diferencia de los reportados en Chara coralline (76).

b) Simportador K+/Na*.- El grupo de Walker reporté muy recientemente que si las
células internodales de Chara corallina se ayunan de X+ por 4 semanas y posteriormente
se colocan en un medio con potasio es posible observar un influjo de potasio dependiente
de sodio; los cambios en a I, asociados &l potasio sélo se observan en presencia de sodio
¥, de manera reciproca, los cambios de corriente asaciados con el ion sodio sélo se observan
en presencia de potasio. El flujo radioactivo indica que la estequiometrfa mis probable es
de 1:1. A partir de curvas I/V en ausencia y presencia de potasio y sodio determinaron
que ¢l transporte presenta dependencia al voltaje con una K, para potasio que disminuye
desde 30 hasta 2 M conforme la célula se hiperpolariza desde -140 2 -400 mV, y una K,
para el sodio de entre 470 a 700 uM en el rango de potencial de membrana de -140 a -310
mV (77).

¢) Canales de cloro.- En Nitellopsis obtusa Shiina y Tazawa mestraron, utilizando células
libres de tonoplasto y técnicas cldsicas, que existe un eflujo de cloro concomitante con
Ia depolarizacién de la membrana que depende de la concentracién de Cat interna, y
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que el inhibidor A-9-C (4cido O-antracencarboxilico) reduce este efiujo y Ia magnitud de
la depolarizacién de la membrana (78). El grupo de Berestovskii encontrd en el mismo
modelo experimental que el EA (acido etacrinico) suprime completamente las cortientes
de cloro inducidas por calcio. La concentracion interna de calcio necesaria para alcanzar
la mitad de {a amplitud de la corriente inducida es de 17 &+ 4uM. El efecto de otros
iones divalentes es variado: el magnesio y el batio son incapaces de activar este canal, el
cadmio activa los canales de cloro por unos cuantos segundos, pero después provoca una
inactivacién reversible y el estroncio induce corrientes con la misma cinética y amplitud que
el calcio pero a una concentracion de 10 mM. Estos canales parecen ser permeables también
a algunos cationes monovalentes como el potasic y presentan ia serie de permeabilidad
Cl= >> K+ ~ CHy50, >> 8§07 . Son activados por la depolerizacién de la membrana
y su dependencia al potencial resulta muy compleja (79).

Por otra parte Coleman mostrd, utilizando [a técnica de fijacién por sccciones {en
las configuraciénes de célula-ligada y de célula-complets}, que en Chara coralline existe
una corriente de entrada a través de canales sensibles a voltaje que parece corresponder al
eflujo de iones €1~ estos canales presentan una cinética compleja con un nimero variable
de niveles de conductancia, el més bajo de Jos cuales resulta ser de 7 pS (80).

4} Simportador C!~/H+.- Reid y Walker reportan en células de Chara corallina con va-
cuola perfundida up influjo neto de CI~ en contra de su gradiente electroquimico en au-
sencia de ATP, Sus dates muestran que la adicidn de ATP al medio de perfusidn estimuld
ligeramente e! influjo de £/~ en un experimento pero no tuve ningin efecto en otro. La
adicidn de ADP, NADH o inhibidores metabélicos no slteran 1a taza de influjo. Debido
a que la diferencia de potencial electroquimico para el potasio es muy baja en las ¢élulas
perfundidas en ausencia de ATP (el E,, se encuentra cercano al Ex); a que el influjo de
Cl continua ain en ausencia de sodio externo ¢ interno; ¥ a que €l Ca?’ no muestra un
flujo suficientemente grande en células intactas como para ser responsable de la ingesta de
Cl~, estos autores han postulado que este influjo se lleva & cabo por medio de un cotrans-
portador H+/CI~ (la diferencia de potencial electroquimico para el A+ en lns células
perfundidas es equivalente a 17 kJ/mol) con una estequiometria de 1 0 2 H* por CI™
transportado (81).

e} Caneles de calcio.- Utilizando células libres de toncplasto de Nitellopsis obtusa Shiina
y Tazawa reportaron la existencia de una corriente membranal de entrade sensible & la
concentracién de calcio que se inhibe irreversiblemente con La®” y nifedipina y que es
estimulada por ¢} agonista de caleio BAY X 8644 de manera irreversible. El canal propuesto
parn explicar esta corriente resulta ser permeable a cationes mono y divalentes, pero cuando
en la solucién externa se encuentran presentes ambos tipos de iones en concentraciones
similores la corriente a través de este cana) se debe esencizlmente a los divalentes. La
serie de permeabilidad determinada por estos investigadores para cationes divalentes es
Ca?* > Mg? > §r3* > Ba?" y pars cationes monovalentes Rbt > K+ > Cst >
Nat > Li* (82); sin embargo el grupo de Berestovskii ha reportado que la serie para
iones divalentes obtenida a partir de registros de canal unitatio es Ba?* > 5r** > Ca?* >
Ag?* (79). Este canal resulta sensible a voltnje activandose con la depolarizacion de la
membrana, sin embargo esta ibilidad es dependiente de la presencia de Mg-ATP en
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el medio de perfusidn. A partir de experimentos con inhibidores de la protein cinasa y
de la fosfoprotein fosfatasa sc ha propuesto que el canal esta regulado por un proceso de
fosforilacién-defosforilacién (83).

f) Canales de protones.- La tnica evidencia experimental que existe para postular este
transportador es que por arriba de un pH, critico (aproximadamente 10.5) Ia conductancia
del plasmalema de Chara coralling aumenta en un factor de 2.4 y el E,, se aproxima mucho
al potencial de Nernst para el H+, hiperpolarizandose con una pendiente de -58 mV por
unidad de pH (84). La existencia de canales que permitan el flujo pasivo de protones
es un fenémeno muy interesante; hasta donde sabemos no se ha reportado un estado
electrofisiolgico similar en otro organismo, por lo Que resulta importante determinar la
naturaleza de estos canales. '

g) Uniport de aminas.- En células de Chara corallina y Nitells clavata s¢ ha observado una
corriente de entrada de cargas positivas a través del plasmalema y el tonoplasto al afiadir
NH} o metilamonio al medio externo. La corriente atribuida al amonio y el metilamonio
varia entre célula y célula de 10 a 100mA/m?. Los cambios en corriente son dependientes
de la concentracidn y presentan una cinética Michaelis-Menten. Los valores de Kn, son de
o 3uM para el amonio y ~ 250uM para el metilamonio. La corriente de saturacion es la
misma cuando se aiade una sola de estas aminas o cuando se afiaden las dos juntes, lo
que sugiere que las dos entran por el mismo transportador. A partir de la forma de las
curvas I/V y de la dependencia de la K, al potencial de membrana el grupo de Walker
he postulado que este uniport es un eanal con una sola barrera de potencial en el centro
de la membrana y que posee uno o dos sitios selectivos de unién justo bajo la superf

de la membrana. Este transportador presenta yna secuencia de permeabilidad amonio >
metilamonio > etil dimetilamonio > jsopropilamonio (85).

h) Transporte de urea.- El coeficiente de permeabilidad para la urea en el plasmalema de
Cara coralling estimado a partir de la pendiente de una funcién de ingesta vs concentracidén
resulta mucho mayor que el esperado a partir de los coeficientes de particién éter/agua
{86], por lo que se postuld una difusién de uren a través de poros acuosos del plasmalema
que tendrian una Km menor a 1 mM (87). El grupo de Walker demod¥yé recientemente
que la N-metil-urea, la acetamida y la urea p por un sist de transporte que
presenta una K, de 300 M y que resulta sensible a la DCCD y el CCCP (88). La ingesta
de urea resulta influenciada por los niveles de las pozas intracelulares de nitrégeno,

II.- En el tonoplasto:

a) Canales de potasio.- Por medio de registros de canel unitario realizados en secciones
de membrana de gotas citopldsmicaa de Chara coralling el grupo de Walker encontrd una
corriente sensible 8 TEA que parece corresponder a un canal de potasio. La respuesta
I/V en el rango -250 a +200 mV es no lineal y 1a corriente muestra saturacidn a voltajes
extremos y/o altas concentraciones de potasio externo. La cinética de saturacion obedece
el modelo Michaelis-Menten con una Km de 50 £ 25mM y la conductancia mixima del
canal parece ser de 300420 pS. El canal se abre y cierra bruscamente dependiendo del E,;
el tiempo promedio en estado abierto parcee sgr el pardmetro mas sensible al potencial de
membrana con un méximo entre -120 y <150 mV (89). De acuerdo con Bertl este canal
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es practicamente impermesble al sodio y al cloro, pero la presencia de sodie a cualquier
lado de la membrana inhibe las corrientes de potasio {90). Por su parte Tyerman y Fin-

_ dlay, utilizando el mismo sistema experimental, repottan dos tipos de canales de potasio
que pueden diferenciarse por su conductancia: 100 pS y 60 pS. Ambos canales presentan
rectificacidn (91).

14 +h
{3

En gotas cit icas de L succinctum el grupo de Tazawa encontrd,
por medio de registros de canal umtuno, un canal de potasio regulado por calcio. A bajas
concentraciones de calcio interno |a frecuencia de apertura es muy baja y el tiempo que el
canal permanece eu el estado abierto es corto; un aumento en la concentracidn de calcio
provoca el incremento en la frecuencia y duracién de la aperturs, pero la conductancia
del canal no se modifica. La permeabilidad del potasio es aproximnadamente 50 veces més
grande que 1a del sodio y el canal presenta una tendencia a rectificar en direccidn al medio
externo, Cuando el Ep es negativo la conductancia del canal resulta ser de 50 pS, pero
para valores positivos del E,, la conductancia es de 100 pS (92).

b) Canales de cloro.- Tyerman y Findlay, utilizando gotas citoplésmicas de Chare coralling
y la técnica de fijacidn por parches, encontraron un canal de cloro que a diferencia del canal
del plasmalema muestra un solo nivel de conductancia de 21 pS. Este ¢canal no parece ser
sensible a presién o a voltaje. La secuencia de permesbilidad es NOy > CI™ > aspartato

. (91). Por su parte Kikuyama encontré en c€lulas permeabilizadas de Chara corallina que
el eflujo de cloro aumenta conforme se incrementa la concentracién externa de calcio, lo
que sugiere que este canal podria estar regulado por Ca®* (93).

Ademds de estos sistemas, se infiere 1a existencia de algunos otros {para fosfato, sow..
carhonato, sulfato, nitrato, etc.) por simple segtido comin, aunque todavia no se cuenta
con evidencia experimental detallada (2,18,04). R

Integracién en patrones fisioldgicos.

El dia de hoy se sabe que en condiciones de reposo el plasmealemma de Chars co-
railina y Nitella translucens puede encontratee en uno de tres estadog, electrofisiolégicos
(84,95,96,97); cada uno de ellos puede explicarse por la preponderancia de un sistema de
transporte funcionando en o cerca del equilibrio:

8) El estado K.- Se caracteriza por un Ey, similar al Ey y una G, de 15 220 §/m?, Eneste
estado ambos pardmetros presentan una marcada dependencia a In concentracién externa
de potasio. El estado K se observa si las célulus se encuentran en alguna de las siguientes
condiciones: a) en la obscuridad [98], b) bajo condiciones de iluminacién en ausencia de
calcio externo, ¢) si se afiaden inhibidores de !a bomba de protones, d) si 1a concentracién
de potasio externo es mayor a entre 2 y 5 mM. Este estado se define como aquel en el que
la difusién pasiva de potasio es el sist de transporte dominaat

b) El estado P.- Se caracteriza por un potencial de b hiperpol do con

el By y una conductancia de alrededor de 2 §/m3. En este estado tanto el E,... cotno laG
responden a cambios en el pH,. Este estado se obtiene bajo condiciones de iluminacién
8 cualquier pH, menor de 10.5 con una{K], menor a 2mM. En este estado el E,, puede
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llegar hasta los -330 mV y resulta insensible a variaciones en la [K]. y al TEA. Se supone
que este estado es e] resultado del bombeo activo de protones a través de l1a H+ AT Pasa
de la membrana plasmética, y parece ser ¢l estado fisiolégico en el que generalmente se
encuentra el plasmalema.

c} El estado H.- Se caracteriza por un potencial de reposo cercano al Ey y una Gm de
por lo menos 20 S/m?. Este estado se abtiene bajo condiciones de iluminacién si el pH,
se encuentra en el rango 10.5 a 12. Resulta dependiente de la presencia de Ca®t externo
y es sensible a la DCCD. Se postula que este estado es el resuliado de un incremento en
1a permenbilidad al H+ o al OH", pues el potencial de membrana responde a la variacién
en el pH. de manera que parece obedecer la ecuacion de Nernst para protones,

Se ha reportado que estos estados pueden coexistir en la célula. Las bandas alcalino-
4cidas que presentan los internodos de Chars coralling parccen constituir un ejemplo
de ello. Si estas células se iluminan con una irradiancia mayor de cierto umbral (=~
100 E/m?s) se desarrollan regiones de pH, icido alternadas con regiones de pH, bésico a
todo lo largo del internodo (99). Este patrén espacial es simétrico en la direccidén circun-
ferencial, pero resulta periédico en la direccién longitudinal y se ha interpretado como la
coexistencia de los estados P y H en condiciones fisiolégicas normales. Los experimentos
realizados por el grupo de Walker apoyan esta interpretacidn: La conductancia del plas-
malema determinada a lo large de la célula internodal con un electrode colocado a una
distancia de la superficie celular de entre 300 y 500 pm varia en las zonas dcidas desde
1 hasta 6 $/m? en respuesta al cambio en el pH, en el rango 6 a 12, mientras que ia
conductancia en las zonas basicas cambin de 5 & 15 S/m? en el mismo rango de pH.. A
partir de las determinaciones del flujo de corriente en ambas regiones se calculd el po-
tencial de reposo en las bandas dcidas como de —265 & 20 mV y en las bandas alcalinas
vomo de =183 £ 5 mV, Si se apaga la iluminacidn ambas conductancias disminuyen no-
tablemente hasta que, después de 2 o 3 horas, se alcanza una conductancia homogénea
menor a 0.2 §/m? y un potencial homogéneo de aproximadamente -160 mV (100). Las
bandas presentan oscilaciones espacio-temporales que permiten postular al fendmeno de
bandeo como una estructura disipativa (101). Se ha propuesto una estrecha relacién entre
la fotosintesis y las bandas alcalino-acidas via la asimilacién de HC O (figura 6), pero la

evidencia experimental atn no es suficiente para apoyar o descartar esta idea (102).
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Fig. 6. Enquems propuesto por el grupo de Yamalejl pata explicar al bandeo sleadino-deido,
El earbonsto extracclular es reducido & didxido de carbono por medio del gradiente
de protones generado pot ls bombs electrogénica; el didxido de carbono difunde al

1otopl pars ser do en la & is, 1o cual praduce oas sefinl sdn 20
identificada que activaris & la bomba. El caaal de hidroxilos contribuirls & mante-
ner una regulacién del p Tnl ol quimica de ¢ Figuts tomads de la

referencia 102.

Se debe sefialar que las células de Nitellopats obtusa no presentan este fendmeno de
bandeo (94), ¥ que no existen estudios de este patrén en las células de Nitells transiucens:
sin embargo, debido a que los internodos mis viejos presentan depésitos de calcio mo-
croscdpicos sobre la pared celular (al igual que I8s células de’ Chare coralling), es posible
suponer una conducta similar, 2l menos en las célules con pared celular secundasia.

La existencia de estos tres estados y del fenémeno de bandeo demuestra que la electro-
fisiologia de Jas Characeae es sumamente compleja. Se me ocurre pensar que probeblemente
QOsterhout o Cole nunca llegaron a imaginar lo asombroso que msultana %l axén verde.”
Que jamis vislumbraron ur sistemna tan intrincado y maravilloso.
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ALGUNAS CONTRADICCIONES.

Hasta chora he tratado de presentar un panorama global que resulte lo mads coherente
posible, sin embargo, €l campo de las Characeae esta lleno de lagunas y contradicciones, de
incoherencias que se hacen evidentes cuando se ha revisado un buen nimero de articulos.
Un afio después de haber ingresado al laboratorio me quedd clara la existencia de algunas
contradicciones, y fué una de ellas Ja que di6 origen a esta tesis.

Se supone que ¢! plasmalema de una célula internodal colocada en la obscuridad se
encuentra en e} estado K; sin embargo, en las graficas de varios articulos es posible observar
que en la obscuridad el Ey, de Chare corallina permanece hiperpolarizado con respecto
al Ex (81,103,104,105). El miés claro de estos casos lo reporté Bisson en 1986 mientras
estudiaba el estado H (Sgura 7). Esta investigadora no pasé por alto el fendmeno y sefialé
incluso 1a posibilidad de que 1a bomba permaneciera activa en la obscuridad, pero no hizo
ningin esfuerzo posterior por demostrar esta suposicidn.

pH

-100

=120

=140~

Eqm (mV})

-1604-
F

-180}-

-200}-

-220r-

. E1 potencial de membrana de Chats corslfing como una luncidn ded pH externo. Et

Ek es de <104 mV para estas condiciones. Figura tomada de la referencia 108,

El caso de Nitells translucens es ain mds sorprendente. Ya sedalé en una seccién
anterior que Spanswick demostrd una hiperpolarizacion del E,, dependiente de luz que in-
terpretd como la activacidn de 1a H* AT Pasa. Releyendo con cuidado el articulo original
cs posible darse cuenta de que Spanswick nunca ofiomé que el E, en la obscuridad sea por
Io general semejante al Eg; de hecho sus graficas muestran todo lo contravio, es decir, un
E,, distinto al Ey v dependiente del pH, (figura §), Sin embargo, a partir de entonces los
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investigaderes de otros grupos comenzaron a afirmar que el E,, en la obscuridad normal-
mente es similar al By y & continuacién citan los dos articulos de Spanawick (44,45). Ni
siquiera Bisson escape a elio: “El plasmalema de Nitells se depolariza en la obscuridad del
gran potencial negativo caracteristico de la bomba electrogénica de protones a un potencial
menos negativo caracteristico de la permeabilidad pasiva al X*" y a continuacién cita los
articulos de Spanswick (106).

EERTEE
/

Fig. 8. E! potencial de membrana de Nildls tradlsceas como una funcidn del pH externo
bajo condiciones de ilsminacidn y obecuridad. Figura tomada de 1a referencia 44,

No se cdmo pudo llegar a mal interprt-:hal.rsc;L el trabajo de este investigador, pero se
me ocurre una posibilidad. Spanswick escribid en el resumen de su articulo (44) “En una
solucién que contiene 0.5 mM de K+ a pH 6 ¢l potencial de membrana en la obscuridad
es cercano al potencial de equilibrio del X +"(las negritas son mias) pero este dato corres-
ponde a un solo punto de una de sus graficas obtenida en una sola célula. En su siguiente
articulo {(45) sefiala en el resumen: “La Diciclohexilcarbodiimida (DC@D) produce una
depolarizacién permanente al nive! de obscuridad y reduce la respuesta subsecuente del
potencial a los cambios en el pH," pero el nivel de obscuridad al que se refiere corresponde
al B, a pH 6 en presencia de 0.5 m\M de K+ externo. jQuiere esto decir que la ocién
de que la obscuridad produce el estado K es el resultado de la lectura apresurada de un
par de restimenes? No lo sé, pero conviene remarcar que la hipétesis de la inactivacién de
la H+*ATPasa en la obscuridad concuerda muy bien con las dos principales alteraciones
de los pardmetros eléctricos inducidas por la obscuridad: una notoria depolarizacién y un
gran incremento en ia resistencia especifica; de aqui que no resulte tan extrafio el que esta
hipdtesis se difundiera ampliamente sin que se reparara demasiado en los efectos cuantita-
tivos de la obscuridad. Los articulos subsecuentes al trabajo de Spanswick publicados por
otros investigadores que trataban de demostrar la existencia de Ia bomba electrogénica
gencralmente reportan experimentos bajo condiciones de ihuninacidén y aquellos grupos
que también recurren a condiciones de obseuridad reportan cambios cualitativos mds que
cuantitativos, es decir, no reparan demuosiado en el E,, de repcso en la obscuridad.
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A pesar de todas estas consideraciones, durante el dltimo afio estuve temiendo que en
cualquier momento alguien me dijers “estds entendiendo mal, hoy nadie cree eso”; pero
en el X Congreso Internacional de Biofisica celebrado hace un par de meses converse con
Laver y Tokarska y ya no me quedd ninguna duda: Al menos los australianos (Walker) y
los polacos creen que en la obscuridad el plasmalema se encuentra en el estado K. jPorqué?
Porque es voz populi; porque “Spanswick lo demostrd.”

Nos parecié entonces importante reproducir los datos de Spanswick probando el efecto
de un inhibidor especifico de la H+ AT Pasa del plasmalema sobre la dependencia del Ep,
al pH, y sobre la R,y en la obscuridsd. El inhibidor de eleccidn casi inmediata es el
ortovanadato de sodio (consultar el capitulo de INTRODUCCION ), sin embargo al revisar
el uso que se habia hecho de este compuesto en la literatura surgié otra sorpresa, Una que
nos asombré tanto como la snterior.

Desde que Kitasato postuld la existencia de una bomba electrogénica para protones
en las Characeac se han publicado alrededor de 70 articulos en los que se utiliza algin
inliibidor de las H* AT Pasas, en pasticular la DCCD y el DES, con la finalidad de ob-
tener informacidn sobre la contribucidn de esta enzima a las caracteristicas eléctricas del
plasmalema. Incluso los modelos cinéticos propuestos en 1984 por Beilby (62) y por el
grupo de Kishimoto (63) para esta bomba se obtuvieron a partir de curvas I/V en pre-
sencia de DCCD. En la actualidad sabemos que ambos compuestos, ademas de afectar a
los tres tipos de catién-ATPasas conocidos {107), alteran notoriamente el flujo de potasio
a través del plasmalema {65,103,108), par lo que resulian poco adecundos para tratar de
obtener informacién electrofisiolégica acerca de esta enzima. Lo que resulta asombroso
es que solamente en uno de todos esos articulos se utilizé el vanadato. Y los resultados
fueron sumamente extrafios,

Shimmen y Tazawa publicaron en 1982 que ! mM de ortovanadato de sodio niiadido
al medio externo no tiene ningiin efecto sobre el £y, de las células internodales de Nite-
llopsis obtusa, pero que si una céluls libre de tonoplasto se perfunde con un medio que
contiene 10uM de vanadato el E,, se depolariza hasta alcanzar el Ey;la R, se incrementa
notableniente; y la acidificacién del medio externo (el eflujo de protones) desaparece (109).
Ahora bien, lo extraiio de este articulo es que las células recuperaron espontdneamente
un valor hiperpolarizado del E,,, y un valor de R, similar al observado antes de afiadir
cl vanadato, Una vez que las células presentaban esta recuperacion no era posible depo-
larizarlas de nueve o i itar Ia resistencia de la membrana con vanadato fresco, ni
siquiera en presencia de 100uM de vanadato fresco aiiadido tanto al medio de perfusién
como Al medio externo (el cual también recupero un valor &cido). Este fendémeno ocurrié
en 3 de 14 células estudiadas en un primer grupo de experimentos, pero en una segunda
ronda de experimentos la recuperacidn se observd en el cien por ciento de las células usa-
das. Los autores especulan ua poco sobre el fendmeno, pero terminan por sefialar que esta
recuperacién “ocasional” se debe a razones desconocidas. En ningiin articulo posterior se
refirieron de nuevo a estos resultados, y tampoco volvieron a usar el vanadato para tratar
de inhibir la H+ AT Pasa.
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Un efecto tan inesperado del vanadato nos llevd o revisar los resultados obteni-
dos en otras células vegetales cuando este compuesto se utiliza como un inhibidor de
la Ht AT Pasa in vivo (110,111). Lo que encontramos es que el vanadato tiene un efects
variable sobre el potencial de membrana que parece depender de Ia especie y el tejido, por
ejemplo, el efecto puede ser practicamente nulo en Gossypium hirsutum pero muy marcado
en Avena sotive (Tabla III).

TABLA III
ESPECIE [VANADATOle % DE INHIBICION  REFERENCIA
G. maz 1 mM ~80 % 112
L. gibba 1 mM <20% 113
T. cestivum 1 mM ~ 100 % 113
N. tabacum 1mM ~10% 113
A. salive 1 mM ~ 100 % 113
G. hirsutum 1 mM <10% 113
G. maz 1mM 2100 % 113

Tabla III. Efecto in vive sobre varias especies vegetales del ortova-
nadato de sodio afladido al medio externo. El porcentaje de inhibicién
esta calculado & partir de los valores del potencial de membrana; el 100
% de inhibicién corresponde a un Em con valores similares al Ek.

Esta variabilidad podria deberse 8 uno o més de los siguientes factores:

8) El vanadato es incapaz de penetrar a algunaa cflulas, ya sea porque el plasmalema resulte
impermeable & la forma monomérica o porque al pH, y a las concentraciones usadas se
encuentra polimerizado en forma de tri y tersvanadato (112).

b} Si el vanadato penetrs a la célula utilizando un sistema de transporte para el fosfato,
como se ha reportado en el caso del eritrocito y de Neurospora crassa (113), entonces su
ingesta podria resultar limitada si las células presentan pozas elevadas & foefato y/o por
competencia del fosfato presente en el medio externo.

c) El vanadato podria entrar 2 las células, pero ser metabolizado ripidamente a cationes
vanadilo que no son capaces de inhibir a la bomba, como se ha reportado que ocurre en
Saccharomyces cerevisiae (112).

d) El potencial de membrana podria per hiperpolarizado debido a la presencia de
una bomba redox insensible al vanadato en el plasmalema de las células vegetales, cuya
existencia ha sugerido el grupo de Ivankina {114).

La biisqueda de un inhibidor especifico nos mostré un nuevo problema que a primera
aproximacién parecia bastante complejo. Pero ahf estaba. Planteado. Y yo pensaba en
una recomendacidn de Kuhn: “Al leer las obras de un pensador importante, busca primero
las incoherencias aparentes del texto y luego pregintate cémo es que pudo haberlas escrito
una persona inteligente. Cuando tengas la respuesta. . .cuando esos pasajes hayan adquirido
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sentido, encontrards que los pasajes primordiales, esos que ya crefas haber entendido, ban
catnbiado de significado” (115).
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OBJETIVOS.

El propésito de esta tesis consiste en estudiar el efecto del Na3V Oy sobre Ins carac-
teristicas eléctricas del plasmalema y el tonoplasto de las células internodales de Nitells
translucens bajo condiciones de iluminacién y obscuridad con la intencién de determinar la
contribucién de la bomba electrogénica al estado Py al estado K inducido por obscuridad.

" La obtencion de estos datos experimentales requirié del disefio y la construccién de
varios amplificadores y de un fijador de voltaje; por lo que un objetivo adicional del trabajo
de tesis fué llevar a cabo esta instrumentacidn,
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“Inpistiremoe scbrs el hecho de que {el hombre] no puede pre-
valerse de un epiritu cientifico mientras no estd seguro, en cadm
momento de 1a vida mental, de reconstrulr todo au sabaer. Sdlo lon
wjes racicoales permitan tal reconstruccidn, El redto es baja mne

écnia. La lencia de la dicién nada tlens que ver con la

paclencin clant{fica.”
Gastén Bachelard,

La Formacidn del sepéritu Ciend(fico.
MATERIAL Y METODOS.

CULTIVO DEL ORGANISMO,

Los grupos de investigacdn extranjeros suelen recolectar las Characeae directamente de su
hébitat natural y las utilizan después de un breve periodo de aclimatacion dentro del labo-
ratorio. La razén de esta conducta es que resulta muy dificil mantener un cultivo estable
bajo condiciones controladas, pues normalmente {as Charofitas no se reproducen en esas
condiciones. Aunque algunos autores han tratado de obtener medios de cultivo eficaces,
hasta la fecha no ha sido posible conseguirios, excepto para las especies Chara globularis y
Chora zeylanica (1,2). En nuestro caso las plantas completas de Nitella translucens fueron
obtenidas originalmente de un estanque en Escocia, transportadas a México y colocendas a
laintemperie cn una cisterna de concereto localizada en un bosque de pine-encino en el que
ptedomina un clima C{W;)(W)big (3). Periddicamente se recolectaron organismos com-
pletos y se colocaron en un acuario dentro del laboratorio en presencia de varias especies de
peces, Aunque se ensayaron diversas condiciones ambientales no fué posible obtener una
taza de reproduccién apreciable dentro de esta pecern. Los organismos destinados a ex-
perimentacin se colocaron, al menoa tres meses antes de utilizar sus ¢élulas internodales,
en pequedias csjas de acrilico transparente que contenian solucidn Barr-Boyer modificada
por Hope (2): 0.5 mM de NaHCO3, 1 mM de NaCl, 4.2 mM de NaNO;, 0.017 mM de
KH, POy, 0.05 mM de K3504,0.1 mM de MgS0,, 0.1 mM de CaCly, 3.6 4 M de FeS0O,,
0.91 g M de MuS0,, 0.76 g M de ZnS50,, y 0.014 p M de (NH ) Mor024.

Los cultivos fueren iluminados con huz artificial utilizando un ciclo de 8h:16h luz:obs-
curidad, con una irradiancia luminosa determinada en la superficie de la solucién de 2.6
W/m?. La temperatura de Ia solucién varié entre los 21 y 24 °C y el pH se mantuvo
nlrededor de 5.5 a lo largo del afio. Conviene extenderse un poco en este dltimo punto.
Dificilmente se encuentra especificado el pH de la solucién de cultivo en los articulos
originales de los diversos grupos de investigacidn. Esto podria parecer trivial, sin embargo
Bisson y Walker encontraron en 1982 que e} pH de la solucidn en la que se aclimata una
célula internodal de Charc coraliing afecta notoriamente la respuesta del E,, y la G,, al
pH. (fignra ¥y 2). Se antoje preguntar si algunas de las contradicciones que existen en
la literatura no son sino una consecuencia del pH al cual cultivan las Characeae distintos
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investigadores. Sin embargo no es ficil responder a esta preguata precisamente porque

casi padie indica los valores de pH a los que mantuvo sus cultivos,
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Fig. 1. El potencial de membtana como uns {uaciéa del pH externo para células aclimatadas
a 0 pH 4.3, 8 pH 5.5, U pH 6.0, A& pH 6.5, y & pH 7.5, Grifica tomada de 1s
referencis 4. )
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Fig. 2. La conductancia de membrana como noa funcidn del pH externo para céulas acli-
matadas » O pH 4.5, @ pH 5.3, O pH 6.0, A pH 6.5, y A pH 7.5. Figara tomada
de ls teferencia 4,

INSTRUMENTACION.

La obtencidn de los registros electrofisioldgicos que nos interesaban requeria el uso de varios
amplificadores de corriente directa y de un fijador de voltaje. Estos instrumentos se obtie-
nen comercialmente, pero su disefio y construccién puede realizarse utilizando compounentes
muy baratos y bastante precisos que generalmente estan disponibles en la mayoria de los
comercios especializados en electrénica. Este fue uno de los motivos por el que decidimos
construir nuestro propio equipo. Otro de ellos, el mas importante desde mi punto de vista,
fué el valor formativo intrinseco & esta construccidn; la investigacidn electrofisioldgica re-
quiere de conocimientos sobre electricidad que no adquiri durante mi educacidn bioldgica,
y 1a construccidn de circuitos electrdnicos es una forma bastante eficiente de {familiarizarse
con algunos de estos conocimientos. Ademis, el comprender de qué manera funciona el
instrumento que estamos utilizando resulta muy valioso en la actividad cientifica; es otra
cara de la idea generalizada de que la mejor forma de entender un problema es viviéndolo.

Amplificadores.- La construccién de un amplificador de cortiente directs puede reali-
zarse muy {dcilmente en la actualidad gracias a! desarrollo de la teorfa y la tecnologia de
estado sdido. El componente fundamental de este insttumento es el amplificador ope-
racional (figura 3}, un microcircuito semiconductor denominado 2si porque fue diseriade
originalmente para realizar operaciones matematicas en las computadoras snaldgicas de
los afios 40. Las caracteristicas centrales de estos microcircuitos son que la razdn voltaje
de entrada {V,)/voltaje de salida (V,} generalmente es de 5 x 10* y que poseen una impe-
dancin de entrada (Z,) de por lo menos 4 x 1050, Por medio de la adicién de resistencias
externas colecadas en diferentes configuraciones es posible obtener una amplia variedad
de respuestas, In mayer parte de las cuales resultan de mucha utilidad en la captura y
amplificacion de las sefinles biodleetricas.
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Fig 3. Un amplificador operacional (TLOBACN). 2) Diagrama del circnito electrénico. b}
R idn con jonal. El afmbolo - sefala Ia entrada iuversora y el + la

entrada no inversora.

La configuracién tipica de los amplificadores diferenciales que construimos se muestra
en la figura 4. Como puede observarse este instrumento no consiste més que en un opera-
cional al que se le han afiadido 4 resistencias cuyos valores determinaran la razén V,/V,,
conocida como ganancia de] amplificador, de acuerdo a la ecuacién

V.= %:‘(Vz -W) ®

que muestra que este arreglo entrega un valor de voltaje de salida que es igual a la diferencia
de los voltajes de entrada multiplicado por el factor Ry/Rz. En general las cuatro resis-
tencias de la figura 4 pueden tener valores distintos, pero entonces el andlisis matematico
del microcircuito. que se realiza a partir de las leyes de Kirchhoff, se vuelve mds complejo
(6).  Los amplificadores diferencizles que construimos cuentan con una ganancia variable
de 1 a 10, la que obtuvimos utilizando potencidmetros en lugar de resistencias fijas.

Ahora bien, para realizar un registro intracelular es necesario, antes de amplificar la
seiial. obtenerla pos riedio de una sonda de alta impedancia que se conoce como seguidor de
voltaje (Figura 5a). Esta configuracion, que utiliza Ia entrada no inversora y que posee una
retroalimentacion con resistencia cero a la entrada inversora, presenta una impedancia de
entrada de aproximadamente 1001/ Q. una ganancia unitaria y una impedancia de salida de
1502. Esta gran Z, es fundamental para evitar que exista un flujo de corriente importante
desde el lugar donde se realiza 1a medida al interior del cireuito. pues si este fuern ol easo los
datos registrados con el instrumento de medida en realidad serian artificios experimentales,
Al conjunto de dos scguidores de voltaje y dos amplificadores diferenciales es a lo que los

66



MATERIAL Y METODOS

I

vi
vl *

Fig. 4. Configuracién tipica de um amplificador diferencial, V1 y V7 corresponden s los
potencisles de alimeatacidn,

fabricantes denominan “un amplificador™ para determinaciones electrofisiolégicas. Resulta
conveniente sefialar que un amplificador construido en nuestro laboratorio tuvo un costo

_final de aproximademente 5 délares, mientras que un amplificador comercial se cotiza
entre los 800 y los 1500 délares. En realidad fue posible consatruir estos instrumentos a un
precio tan bajo porque no se precisan circuitos integrados muy finos para monitorear los
potenciales de repeso o para Sjar el E,,, es decir, no es necesario conseguir componentes
capaces de monitorear cotrientes de picoamperes o de responder en picosegundos, pero
debo sefjalar que los componentes electrénicos que utilizan las compaiiias extranjeras par-
construir los amplificadores en general son de muv buena calidad.

Fijador de volta je.- Este instrumento ha sido la herramienta clave para determinar las
caracteristicas electrofisiolégicas de las biomembranas. Cole lo desarrollé a partir de un
seminatio en el que el ponente hablaba de este principio aplicado a circuitos electrénicos
¥ la idea central es simple: cuando se aplica un estimulo que altera e} Eqg, la corriente a
través de la membrana esta dada por

e 9Bn  Ew
In=Cn =g + 2~ 2

donde C,, es la capacitancia de la membrana ¥ el factor En /R, s igual i la corriente a
través de la membrana debida a los flujos idnicos (I;), por lo tanto, si se consigue hacer
SEn /6t = 0, entonces I, = I;. Este instrumento permite ademds obtener registros en
una variada gama de condiciones eliminando la variabilidad ocasionada por la existencia
de canales sensibles a voltaje.

El fijador que construimos (APENDICB 1) consta de los siguientes clementos:

a) Un primer paso para obtener la sefial constituido por dos seguidores de voltaje
TLOS4 ¥ un amplificador diferencial TL0S4 con ganancia unitasia {En ¢l APENDICE |
corresponden a los componentes U1B, U2C, U3A),
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Fig. 5. Configueaciones tipicas utilisadas en 1a jén de los Amplificad y del
Fijador de Voltaje. Rr, resi ia de rettoali tacidn; Ve, voltaje de entrada; Vs,

voltaje de sailda.
b) Un peso de nivelacidn de‘la. sefial por medio de un seguidor de voltaje TLOSL que
posce una entrada de voltaje adicional para compensar el valor del potencial (U4).

¢) Un paso de amplificacidn para abservar el registro en el osciloscopio y la graficadora
constituido por un amplificador inversor TL082 con ganacia 10 (U54).

d) Un paso de amplificacién variable por medio de un amplificador inversor TLO82
(UGD) para garantizar una amplificacién unitaria.

e) Un nodo construido con un sumador de voltaje TLOB4 para establecer el valor del
voltaje fijo e insertar a voluntad pulsos provenientes de un generador de funciones (U7C).

Ademds afiadimos un par de pasos para determinar el valor de la Iyt
£Y Un convertidor Corriente-Voltaje TLOS4 (USB) y
g) Un sumador de voltaje TLO84 con ganancia variable para observar la corriente en

el osciloscopio y la graficadora (U9A).

Elarreglo en forma de retroalimentacién negativa permite que un desplazamiento en el
potencial de membrana sea corregido en unos cuantos nanosegundos por medio del control
del flujo de corriente entre el electrodo 1 (APENDICE 1), un alambre de plata clorurado,
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y el electrodo 2, un electrodo cilfndrico de AgCl colocado en el medio extracelular; tan
pronto se presents una pequeiin variacion en el E,, el operscional UTC inyecta a través
del electrodo 2 la corriente necesaria para ressumir €l E,. Durante el tiempo en el que
s mantiene fijo el E,, todos los procesos de ]a membrana dependientes de voltaje pueden
considerarse constantes.

CONDICIONES DE ILUMINACION.

En e} capitulo anterior mencioné que antes de que Spanswick pusiera de manifiesto la
importancia de las condiciones de iluminacién durante un experimento, eran muchos los
grupos que omitian sefialarlas. En la actualidad practxcamente todos los uneshgudores
reportan estas condicionas, pero la forma de hacerlo es d indo het

especifican a intensidad tuminosa (candelas), otros la luminancis (candclu/m’), algunos
el Aujo luminoso (lumens), o la iluminancia (luxes}, algunos pocos seiialan [a irradiancia
(Watis/m? o pEinsteins/m?s). Esta mezcls de cantidades radiométricas y fotométricas
ocasione que sea dificil evaluar la similitud de dos condiciones experimentales; ademds,
excepto el grupo de Hansen, en la actualidad casi ningin investigador tiene el cuidado
de sefinlar ia(s) longitud(es) de onda que utilizan o el espectro de emisién de su fuente
fuminosa.

En nuestras experimentos preferimos utilizer un punto de vista energético ¥ no uno
relacionado con Ia sensacidn visual bumana, La fuente luminoss en todos ellos consistid
en un foco incandescente de 9 volts; a partir de las determinaciones de corriente y voltaje
calculamos la potencia del foco y a partir de esta caleulamos la temperatura del filamer.
por medio de Ia relacién .

H = AcoT* {3)

en la que H es Ia potencia, A el area del filamento, e 1a emisividad del filamento, o la
constante de Stefan-Boltzmann y T Ia temperatura absoluta (6). Considerando que un
filamento incandescente emite como cuerpo negro calculamos su espeetro de emisién a
partir de la ecuacién

8Tthe
Wiér = :‘-Eim 139 {4)
que es la solucion de Planck para la radiacidn de cuerpo negro y en la que Ey os la
irradiancia espectml & la longitud de onda A, b es [a constante de Planck, c la velocidad
de la luz en el vacio, k s constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta, Pars
realizar la integracién numérica de esta ecuncién disefiamos un programa de computacién
en lenguaje Pagcal que se muestra en ef APENDICE I,

Por medio de estog métodoe detenmi que la irzadiancia durante kas experimentos
fué de 10 W/m? con un miximo de emisién en los 992 nm y conelmdtmén

que se muestra en la figurn 6.
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Fig. 6. Espectto de emisidn da s fuente laminosa ntilizada cn los expetimentos,

SOLUCIONES.

Las soluciones experimentales se prepararon utilizando agua destilada (Theissier). En to-
dos los experimentos se utilizd agua artificial de estanque (AAE) que contiene KCl 0.1 mM,
CaCl; 0.5 mM y NaCl 1 mM (Merck). Todos los amortiguadores utilizados fueron amor-
tiguadores tipo Good (Sigma): las soluciénes AAE pH 5 y AAE pH 6 se amortiguaron ¢on
lom de MES, 1a AAE pH 7 con lmM de HEPES, la AAE pH 8 con 1mM de TAPS, la AAE
pH 9 con 1mM de CHES y la solucion AAE pH 10 con 1mM de CAPS. Las soluciones que
incluyen vanadato se prepararon afadiendo 1mM de NA;V O marca Sigma. El pH final
de las AAE se ajusté con NaQH, Aunque el ortovanadato de sodio y la sosa incrementaron
la concentracién final de Na a entre 4 o 5 mM final, esta variacién no tiene un efecto
significativo sobre las propiedades eléctricas de las membranas de Nitello translucens (7)
Todas las soluciones se prepararon inmediatamente antes de realizar las determinaciones
para evitar la acumulacién de CO;.
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DETERMINACIONES ELECTROFISIOLOGICAS.

Las células seleccionadas pars los experimentos fueron céhilas internodales jévenes (se-
gundo o tercer internodo) sin calcificaciones visibles con una longitud de entre 886 cm y
un didmetro de entre 0.8 a 1 mm. Las células internodales se cottaron del organismo y se
mantuvieron en AAE pH 5 por lo menoe 8 horas antes del experimento (generalmente toda
Ia noche anterior). Antes de iniciar los registros ia célula se seco y se aislé eléctricamente en
dos secciones (ver APENDICE 1) dentro de una cAmara de acrilico de tres compartimentos
recubriendo con vaselina 1a supetficie celular y la seccin cotrespondiente de la cdmara. A
lo largo de todos los experimentos las soluciones experimentales fueron perfundidas a una

- velocidad de 1 ml/min por medio de una bomba peristdltica (Masterflex) utilizando tuboe

- marca tygon. Los experimentos se realizaron en el interior de una doble caja de Faraday
para reducir a interferencia por radiacion electromagnética.

Para realizar los registros intracelulares se utilizaron electrodos de vidrio capilar (WPI)
llenos con una solucién de KCl 3 M y en el caso del electrade de referencia (otro capilar
colocado en el medio externo) se afindid agar al 2 % a 1a solucién de KC1 (8). Loa electrodos
presentaron resistencias de entre 1.5 a 3 MQ). Las determinaciones electrofisilégicas se
renlizaron tomando en cuenta las ecuaciones de cable de la célula internodal que se obtienen
al aplicar las leyes de Kirchhoff al modelo de cable conductor descrito en el capftulo de

.INTRODUCCION. En resumen: el modelo supone un cazicter lineal de la resistencia de las
soluciones intracelular (r;) y extracelular (r.), y es posible demostrar (9) que la varincién
del potencial con respecto a la distancia obedece 1a ecuscién

%‘- =(ri #redim . (5)

donde r; es la resistencia axial interna por unidad de longitud, r, es la resistencia axial
de la solucién externa por unidad de longitud e £, s la corriente a través de una seccién
de la membrana. Si shora consideramos la aplicacién de un pulso de corriente directa y
substituimos la ecumcién 2 en la ecuacidn 5 obtendremos la ecuacidn general de cable

7£‘Eﬂ=£"z_€ﬂ+5m (8

A dz? dt

donde

A= (Tit;'nrl)g'r = Fmém-
A se denomina la constante espacial y es una medida de la atequacién de la corriente que
difunde a lo largo del cable, mientras que r se denomina constante temporal y determina
el tiempo necesario para que 1a respuesta transitoria provocads por un pulso de corriente
alcanze un valor cercano al valot de equilibrio (sproximadamente 2/3 de eate valor, aunque
el valor de la fraccién depende de la distancia entre el punto de estimulo y el punto
de medida). Esta ecuacién se aplica a cables lineales en los cuales las resistencias v la
capacitancia resultan ser independientes de V, x and t, sin embargo ln resistencia du lus
membranas biolégicas generalimente es dependiente de estos pardmetros, por lo que resulta
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necesario incluir estas dependencias dentro de la ecuacion genersl de cable. Una revisién
bastante detallada para estos casos se encuentra en la referencia 10.

En Nitellg translucens se han desarrollado soluciones independientes del tiempo para
la aplicacién de un pulso de corriente directa y alterna (11), una dependiente del tiempo
para pulsos de CD (12) y una dependiente del tiempo para pulsoa de CA independiente de
1a longitud del cable (13). En el caso de la inyeccién de un puiso de corriente directa (I,)
un andlisis cuantitativo detallado moetrd que si la corriente se inyecta en el centro de una
célula de longitud 21, entonces el E; (el E, & cuslquier distancia z determinada & partir
del punto de inyeccidn de cotriente) esta descrito por la ecuacién

E, rm2rdl
T =2xdl = T

donde L = I/X y X = z/)A. Sin embargo, en Ia préctica los cdlculos numéricos necesatios
para determinar paramettos como I R, resultan muy tediosos, por lo que los investigado-
res han tratado de minimizar el comportamiento de cabie utilizando diversos arreglos ex-
perimentales como el aislar un segmento muy corto de célula. Un método particularmente
1til es el desarrollado por Hogg, Williams y Johnston (14); estos antores reescribieron la
ecuacion 7 en la forma

cosh(L — X}/ sinh(L} (W)

R, = Rp|Leosh(L — X)/sinh(L)] (8)

donde In B!, es la resistencia de membrana sin corregir por la constante espacial. E...
ecuacién puede escribrse también como Ry, = Rig/x donde x es igual al factor de correccion
{L: cash (L-X)/sinh (L)]; ahora bien, se ha demostrado que si el electrodo de registro se
coloca & una distancis X = 0.42L del ceatro de la célula el factor k es igual & la unidad y
resulta bastante insensible a 1a constante espacial en un rango de X cercanas a 0.42 L tanto
para pulsos de corriente directa (14) como para loa de catriente alterns (13), lo que da por
resultado un arreglo experimental practico con el cual es posible determinar la resistencia
de brana sin idad de calcular los factores de cotrecidn.

En todos nuestros experimentos el o los electrodos de registtro {ver a continuacién) se
insertaron en los puntos 0.42! y la R., se determing aplicando una corriente de 0.15p4
entre el electrodo externo E; localizado en los compartimentos laterales (APENDICE 1) y el
electrodo externo E; localizado en el compartimento central. El valor del cambio en el B,
inducido por el pulso de corriente directa y el valor de la corriente se utilizaron para calcular
1a resistencia de membrana por medio de Ia ley de Ohm y el valor obtenido se multiplicé
por el drea celular para obtener la resistencia especifica R,. En algunos experimentos la
cotriente se inyectd intracelularmente s través de un electrodo de vidrio, pero los resultados
fueron los mismos que los obtenidos con la inyeccidn extracelular simétrica. La Rn se
determind despues de fijar el E, a-150 mV con el circuito descrito en 1a seccién anteror.
El E,, se determiné utilizando los amplificadores construidos en nuestro laboratorio y
dos amplificadores comerciales (WPI DAMT0). En la mayor parte de los experimentos ol
potencial de membrana se determiné entre’el electrodo de referencia y un electrodo colocado
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en la vacuola, por lo que estos valores del B, en realidad corresponden al potencial vacuola-
exterior (ver capitulo de RESULTADOS); sin embargo se realizaron varios experimentos
colocando un electrodo en la vacuola y otro en el citoplasma para determinar el potencial
vacuola-citoplasma (E;) y el potencial citoplasma-exterior (E,) por separado. Lo mds
dificil de este tipo de experimentos fué conseguir colocar el microelectrodo en la delgada
franja de 10um que corresponde al citoplasma. Los criterios que utilizamos para saber
que el electrodo se encontraba en el citoplasma fueron la presencia del potencial de accién
caracteristico; un E,, hiperpolarizado con respecto al potencial de membrana vacuola-
exterior y Ia determinacion de una R. Los potenciales de membrana y los desplazamientos
asociados a las resistencias se monitorearon en un osciloscopio y se grabaron en el mismo
trazo en una graficadora. El B} se caluls a partir de los valores del Epy en soluciones de
KCl11,10y 100 mM (AAE pH 7mas 1, 10 o 100 mM de KCI) suponiendo una respuesta de
5% mV por cada factor de diez, es decir, suponiendo que la membrana se comporta como
un electrodo de potasio (figura 7).

1.
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Fig. 7. El efecto del potasio externo sobre e] potencial de membrana de Nitalle trnsucens
bajo condiciones de iluminaciés a pH 7 (9), La Unca cortesponde al comport ami

predicho pos la ccuacién de Nernst para un electrodo de potasio,

Al principio del experimento la célula se colocd en AAE pH 5 bajo condiciones de
luminacion y se determiné el E, y la R, (o bien los By v E, v las Ry y R,); a continuacién
se substituyd consecutivamente la solucién externa por AAE pH 6, AAE pH7, AAE pHS,
AAE pH9 y AAE pH 10 y se determinaron los parametros eléctricos celulares en cada una
de estas condiciones. Posteriormente la célula se mantuvo en AAE pH 5 en la obscuridad
hasta que la Ry aleanzé un valer estable {generalmente 2 horas) después de lo cual se
repitio el protocolo anterior bajo condiciones de obscuridad. Una vez renlizadas estas
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determinaciones la ¢élula se colocd en condiciones de iluminacién en AAE pH 6 hasta que
recuperd los valores iniciales de E, ¥ Rm. Entonces la solucién extracelular se perfundio
y en su lugar se afiadié AAE pH6 que contenis ImM de Na3 VO y se incubd a la célula en
este medio durante una hora. Finalmente el protocolo anterior se repiti6 pars condicicnes
de luz y obscuridad utilizando scluciones de AAE que contenian 1 mM de ortovanadato
de sodio. Todos los experimentos se realizaron a una temperatura de 25 °C.
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“;Cémo macarme en brisa de naranjos si soy una vie-
lenta liamarads conaciente de sf mlamal™
Margarita Pas Paredes.
Létoral del Thempo.

RESULTADOS.

EFECTO DEL pH SOBRE LOS PARAMETROS ELECTRICOS. .

Por lo comiin los diversos grupos de investigacion analizan €l comportamiento del En
determinado entre la vacuola y el exterior en términos del plasmalema sin tomar en cuenta
]as posibles contribuciones del tonoplasto. Esto se debe a que a lo largo de los afios esta
membrana ha mostrado ser insensible a la mayor parte de los cambios ambientales, al
menos durante periodos cortos de tiempo (1). Sin embargo nosotros decidimos confirmar
esta idea ¥ por lo tanto observamos el potencial del toaoplasto como una funcién del pH

. externo bajo condiciones de luz y obscuridad. En la figura 1 puede observesce que e] E; es
ligeramente mayor en la luz que en Ia obscuridad, pero resulta pricticamente insensible a
los cambios del pH,, tanto en condiciones de luz como de obscuridad. La Ry se mantuvo

- por abajo de 500 2/m? en todas las condiciones (datos no mostrados), mientras que el B,
y la R, presentaron cambios muy notorios (figuras 2 y 3), por lo que decidimos utilizar el
registro vacucla-exterior para estudiar las caracteristicas eléctricas de] plasmalema.

Fig. 1. El potencial del tonoplasto como fanclén del pH externo en condiciones de Hlumi-
nacidn (©) y obscuridad (). Los datos sa presentan como el promedio + lades

viacion extindar para nna n=1
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Fig- 2. El potencial de] plasmalema come funcidn del pH externo en condiciones de ilumi-

sacidn (O) y obscuridad (®). Loe datos corresponden a una célula tipica.
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Flg. 3. La resistencia especifica del plasinalems como funcida del pH externc en condiciones

de iluminacién (©) y obscuridad (). Los datos cotresponden a una célula tipica.

valores cn la Juz, pero adn se encuentra muy lejos del Ey.

it

La figura 4 muestra que la respuesta del E,, 2 los cambios en el pH, en condiciones
de obscuridad es muy similar a la respuesta en la luz, de hecho la pendiente de la razén
En/pH, esde 0.1 mV por unidad de pH en el rango pH, 6 a pH, 8 parn ambas condiciones,
Tabién puede observarse que el Ey, en la obscuridad esta depolarizado con respecto o los
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La figura 5 muestra que la R,, tambiérn responde & los cambios en el pH, y que se
incrementa en la obscuridad, en concordancia con el grueso de los datos reportados en la

¢ literatura.

Fig. 5 La Rm como fumclén del pHe en

(1]

() 7 obwcurided (o),

Los datos se presentan como ¢l promedio 4 1a desviacién estandard para una n=il.
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La presencia de 1mM de NayV Oy en el medio externo alterd notoriamente en ua lapso
de 30 minutos la resp del potencial de t a los bios en el pH externo tanto
en condiciones de luz como en condiciones de obscuridad, como puede observarse en la fi-

gura 6. Este resultado fue totalmente inesperado 2], puesto que ya he mencionado en el
capitulo de ANTECEDENTES que Shimmen y Tazawa reportaron que 1 mM de NasVO,
presente en la solucién externa no afectd estas caracterfsticas en las células intemodales
de Nitellopsis obtusa atin después de una incubacién de 6 horas (3). Ademss en nuestros

experimentos las células jamdas mostraron una recuperacién espontdnea y la izhibicién por

dato resultd ir ible, que es importante sefalar que la ciclosis permaned in-

alterada y las células conservaron su capacidad de excitacidn adn después de 8 horas en
presencia de vanadato. El o los efectos del ortovanadato de sodio provocaron 1a depolari-
zacién del Ep, hasta un valor muy cercano al Ej, como se muestra en la figura 7.
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Fig. 8, El Em como funcién del pHe. Los datos corresponden a una célula tfpica bajo
cendiciones de iluminacidn en ausencia (0) y presencis de 1mM de ortavanadats de
sodio (A)', y bajo condiciones de obscutidad en ausencia (®) y presencia de ImM
de ortovanradato de sodio (M)
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Fig. 7. El Em como futeide del pHe bajo condiciones de dluminacisn en sasencia (O} y
presencis de 2mM de ortavenadato de swodio (A); ¥ baja cosdiciones de obscaridad
en in (8) ¥ de 1mM de dato de sodio (). Los datos se
presentan como ¢} promedio % )a desviacida estandard pars uas n=11.

El vanadato elimind Ia dependendcia de la resistencia de membrans al pH, e incremento
su valor en condiciones de iluminacidn, como se obzerva en la figura 8, pero redujo este
valor en condiciones de obscuridad (figura 9). Aunque el efecto de] vanadato sobre ¢l valor
de la R, es similar al efecto de la obscuridad, existe una diferencia de magnitud eatre
ambos. Resulta importante hacer notar que los valores de Ja Ry en presencia de vanadato
para condiciones de luz y obscurided son muy similares, como puede observarse en la figura
10.

Los resultados descritos anteriormente pueden ser atribuidos a un efecto del orto-
vanadato sobre el plasmalema, puesto que los valores del potencial y la resistencia del
tanoplasta no fueron afectados por el ortavanadato presente en ¢l medio externo (datos na
mossrados}.
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Fig. 10. La Rm como foncién del pHe bajo condiciones de iluminacién en ansencia {0) y
presencia de ImM de ortovansdato de sdio (A), y bajo condiciones de obscuzidad
ez susencis (§) ¥ presencia d¢ 1mM de ortovazadato de sodio (A) Los datos s
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2.- Y todas las revolucioparias teoring generadas para explicar los datos tipo Shimm- --
Tazawa que “seguramente” {bamos a obtener resultaron perfectamente iniitiles, Creo que
resulta extempordneo desarrollarlas aqui, sobregtodo porque no pueden fundamenturse
sélidamente con ningin reporte de 1a literatura. .

3.- Shimmen, T., Tazawa, M. 1982, Effects of intracelul date on electrogenesi
excitability and mtoplasmc streaming in Nitellopsis obtusa. Plant Cell Physiol. 23, 669-
677.



INTERPRETACION

“A fuarsa de no morir, hay siempre algo que axplicsr.”
Giovanni Paplal.
Ritrats Stvarsiers.

INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS

LOS EFECTOS DEL pH EXTERNO

La figura 1 del capitulo anterior muestra que el potencial generado a través del to-
noplasto (potencial vacuola-citoplasms) resulta ser pricticamente insensible a las condi-
ciones de iluminacién y a las alteraciones en el pH externo, lo que concuerda con la idea
ampliamente difundida entre los investigadores de este campo de que el plasmalema es la
membrana que posee las caracteristicas eléctricas dominsntes en la célula (1), El E, po-
see valores cercanos a los 20 mV en las distintas condiciones experimentales; estos valores
concuerdan con los encontradog para otras especies de Charofitas, como puede observarse
enla tabla I,

TABLA I )

ESPECIE POTENCIAL DE REPOSO (mV) REFERENCIA
Chars coralling +10 a +20 2
+10 3
+10 a 420 4
{gotas citopldsmicas) -4 5
{células permeabilizadas) +20 a 440 6
Nitella translucens +22 7
Nitella flezilis +11 8
(gotas citoplémnicas) +20 a +50 9
Nitellopsis obtusg +19 10

Tabla [. Valores reportados en la literatura para el potencial del
tonoplasto en células de Charofitas.
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La figura 2 muestra que el pH externo tiene un efecto muy marcado sobre ¢l potencial
del plasmalema bajo condiciones de luz y de obscuridad. En principio la variacién del
E., como resultado de la alteracién del pH, podria calcularse a pectir de la ecuacidn 8
del capitulo de ANTECEDENTES tomando en cuenta que la bomba electrogénica es una
H* AT Pasa y que por lo tanto cataliza ¢l proceso quimiosmético

ATP 4+ H;0 4+ nHY = ADP 4+ Pi 4+ nH* (1)

donde n es el ndmero de protones transportados durante In renccidn. Si se define el Apy
como la energia Libre de hidrélisis de 1 mol de ATP (Aparp) ¥ se substituyen los valores
de las constantes de tal forma que Jos términos energéticos se expresen en kilojoules y el
potencial en volts, la ecuacidn 8 del capitulo de ANTECEDENTES toma la forma

_ Aparp .
Ey = 96.5n + 0.06(pH; — pH.} @

que predice una hiperpolarizacién del potencial concomitante con ¢l incremento del pH,.
Este aumento en el E, se observa en las figuras 2 y 4 en el rango pH.5 a pH.8. En
teoria la hiperpolarizacién debe ser de 0.06 Volts por cada unidad de pl, pero en las
figuras 2 y 4 puede verse que el AE,, es de aproximadamente 13 mV por cads unidad de
pH. Esta diferencia puede explicarse si recordamos que la ecuacidn 2 se refiere a la fuerza
electromotriz de la bomba, que por definicién corresponde al potencial generado por la
ATPass en ausencia de cualquier otro tipo de difusién iénics; y que de acuerdo con la
hipétesis de [a bomba conductora e} potencial de membrana de Nitella translucens posee
también un componente debido a la difusién pasiva; por otro Indo, la ecuacién 2 establece
que en ausencia de hidélisis de ATP el potencial de 1a bomba estd determinado por la
difusidén pasiva de protones, es decir, que en ausencia de ATP la bomba se comporta como
un canal de protones, pero se ha demostrado que este no es el casa (11), por lo que la
ecuacidn 2 solo puede dar una idea cualitativa del comportamiento del E,, frente a los
cambios en el pH,.

El compaortamiento del potencial en el rango pH 8 a pH 10 permite suponer que en esas
condiciones el En, ya no se encuentra dominado por Ia H+ATPasa, sino que entra & un
estado en el cual otro(s) proceso(s) de difusién compite(n) notablemente con el transporte
primazio de protones; sin embargo, 1a naturaleza de este proceso no puede determinarse a
partir de nuestros datos experimentales, y hasta donde sabemos no existe en Ja literatura
informacidn suficiente que permita identificar el tipo de transportador o la especie idnica
que parece contribuir al E,, en este rango.

Las figuras 3 y 5 muestran que la resistencia especifica presenta una dependencia
ligera al pH,. Esta funcidn del pH. no es sencilla de interpretar, aunque es posible intentar
explicarla en términos de la ecuacién 9 del capitulo de INTRODUCCION tomando ademis
en cuents el hecho de que la reaccién catalizads por la H + AT Pasa debe responder a
una tegulacién “por producto”, es decir, que Ia permesabilidad de la membrana resulta
seusible o la concentracidn externa de iones hidronio. ;Qué tipo de alteracion, a nivel
molecular, provocaria la variacion en el pH,.? No lo sé; pero siempre se puede recurric
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» una explicacién tipo Monod (un cembio conformacional) que por ser tan genérica, en
realidad no explica nada. Por lo que respecta al valor ntmerico de la resistencia, la R bajo
condiciones de obscuridad es mucho mayor que bajo condiciones de jluminacién (figurs 5).
En la literatura suele suponerse que este gran incremento es el resultado de 1a inactivacién
de las bombas electrogénicas (12,13); sin embargo el hecho de que el E,, resulte sensible a
la variacion de} pH, e la obscuridad (figura 2) sugiere que la bomba continda trabajando
en esas condiciones. Discutiremos este problema con mayor detalle en la siguiente seccidén.

La figura 4 muestra que la obscuridad produce una marcada depolarizacién del By, -
aunque, contrariamente a la idea mds difundida, el valor del E, en la obscuridad no
estd cercano al valor del Ey, sino que continda hiperpolarizado con respecto a él, por
lo que puede concluirse que en las células internodales de Niteils tramslucens existe un
sistema de transporte responsable de un potencial electrogénico que se encuentra activo
bajo condiciones de obscuridad. Si a estos datos afiadimos el hecho de quela razén E, /pH.,
es |a misma bejo condiciones de iluminacién y de obscuridad en el rango pH, 6 a pH, 8

. una posible explicacién de estos resultados es que la H¥ AT Pasa se mantiene activa tanto
en condiciones de luz como de obscuridad.

Hasta aquf no he hecho mas que analizar logexperimentos de control similares a los de
Spanswick (14) y Bisson (13}, y los resultados obtenidos son también muy paretidos. Las
células internodales de Nitella {ranslucens cultivadas en nuestro laberatorio muestran una
respuesta al pH, bajo condiciones de iluminacién y un estado K inducido por obscuridad
semejantes a los descritos para las ¢élulas de Nitella translucens cultivadas por Spanswick y
para las de Chara corallina cultivadas por Bisson. Esto datos indican g% nuestro sistema
experimental (instrumentos, células, soluciones, y condiciones experimentales) funciona de
manera satisfactoria.
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LOS EFECTOS DEL VANADATO SOBRE EL E,,

La carencia de un compuesto que se comporte in vivo como un inhibidor especifico
de la H¥ AT Pasa del plasmalema es un paso limitante en la comprensién de la fisiologfa
de las Characeae. Ni ¢l DCCD, ni el DES, ni la NEM, ni e} EDAC, ni el PCMBS, o el
CN consiguen inhibir esta bomba electrogénica sin producir complejos efectos secundarios
sobre las caracteristicas eléctricas del plasmalema; al parecer todos ellos afectan la per-
meabilidad pasiva de la membrana (15,16,17), por lo que resultan poco adecuados para
analizar 1a contribucién de la HY AT Pasa del plasmalema a las caracteristicas eléctricas de
esta membrana. En contraste, en el vnico articulo en el que se ha utilizado ortovanadato
de sodio para intentar inhibir esta enzima en las Charofitas se reporta que este compuesto .
depolariza el potencial de membrana a valores cercanos al Ex y que no parece alterar el
flujo pasivo de potasio (18), lo que convicrte al vanadato en un buen cardidato a inhibidor
especifico bajo condiciones fisiolégicas. El primer punto a discutir en este sentido es la ca-
pacidad de este compuesto para penetrar a la célula a través de la membrane plasmatica.
Ya mencioné en el capitulo de ANTECEDENTES que Shimmen y Tazawa repottaron que
1 mM de ortovanadato de sodio presente en el medio externo no tiene ningin efecto sobre
el Em de las células internodales de Nitellopsis obtusa (18), pero que si una célula libre de
tonoplasto se perfunde con un medio que contiene 10uM de vanadato el En se depolariza

- hasta alcanzar el Ex y la Ry se incrementa notablemente. Estos experimentos concuer-
dan con los realizados en fantasmas de eritrocitos que muestran que este compuesto es
efectivo como inhibidor de la ATPasa de Na*/K* solo cuando interactia con la regién
citoplismica de 1a enzima (19). A partir de sus resultados Shimmen y Tazawa concluye:
que el vanadato no es capaz de penetrar a travéadel plasmalemma de Nitellopsis obtusa, y
hasta donde sabemos ningiin otro investigador ha confirmado estos resultados o a utilizado
este compuesto pare tratar de inhibir la H* AT Pasq plasmdtica de las Charofitas in vivo.

En la figura 6 del capitulo de RESULTADOS puede observarse que el potencial de
membrana de las células internodales de Niiells translucens es afectado notoriamente
cuando la solucidn externa contiene 1 mM de ortovanadato de sodio: e] walor del potencial
disminuye y la dependencia caracteriatica al pH desaparece. La interpreiacién inmediata
e3 que estos efectos son el resultado de Ia inhibicién de la bomba electrogénica por el va-
nadato, pero esta suposicién implica que el vandato es capaz de penetrar al interior de las
células de Nitella franslucens, En la literatura se ha reportado que el vanadato pezfeh‘a al
interior de los eritrocitos y de las células de Neurospora crassa a través del transportador de
fosfato (19,21), y en las células de Lemna gibba a través de un mecanismo de cotransporte
H* [vanadato (22). En nuestro caso 1o datos experimentales indican que el vanadato es
capaz de atravesar la membrana plasmatica, pero no permiten determinar si el vanadato
se ingiere como un andlogo del fosfato a través de un sistema de transporte especifico y/o
si este transporte se realiza a expensas del gradiente de protones, lo que hace necesario el
disefio de experimentos que permitan clarificar este punto en el future.

No puedo dar una explicacién certera del motivo por el cual el vanadato resultn incapaz
de penetrar en las células internodales de ‘Nitellopsis obiusa, Ya he sefialado en el capitulo
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de ANTECEDENTES que este compuesto tiene efectos muy variables como inhibidor de
1a H+ATPasc en las células de plantas superiores cuando se afinde extracelularmente
¥ la tabla III de ese capitulo muestra que la variabilidad parece ser especie- y tejido-
dependiente, aunque hasta la fecha no es posible establecer una correlacién ni siquiera al
nivel de monocotiledéneas y dicotileddneas {22). Nuestros datos indican que también en la
familia de las Characese parecen existir difcrentes niveles de respuesta al vanadato presente
en el medio extracelular, por lo menos a nivel de género, por lo que resulta necesario realizar
un estudio mas detallado del efecto de este compuesto sobre diversos géneros y especies
de Charofitas, Es posible pensar, ademas de las hipdtesis que expuse en e] capitulo de
ANTECEDENTES, que la composicion de 1a pared celular influya en la permeabilidad al
vanadato, sin embargo hasta donde sabemos no se han realizado experimentos dirigidos a
" cuantificar la unién de vanadato sobre las paredes de diversos especies.

En la figura 7 del capitulo anterior se muestra que bajo condiciones de iluminacién
el vanadato depolariza el potencial de membrana hasta un valor muy cercano al E, que
es el resultado esperado si el vanadato inhibe especificamente la bomba de protones del
plasmalema. Ei hecho de que el E, después del tratamiento con vanadato este tan cerca
del Ej sugiere que el AE producido por el vanadato es una buena estimacidn del potencial
electrogénico generado por la H* AT Pasa. La figura 7 muestra también que el vanadato
elimina la respuesta del B, al pH, tanto en condiciones de iluminacidn como de obscuridad,
y que el En, en condiciones de obscuridad también se depolariza hasta valores cercanos
al By por efecto del vanadato; estos datos sugieren fuertemente que la H+ AT Pasa del
plasmalema se encuentra siempre activa, tanto bajo condiciones de iluminacién como de
obscuridad.

El efecto del ortovanadato de sodio sobre el Ep, resulté ser estable en nuestros experi-
mentos, y nunca observamos recuperaciones espontdneas como las descritas por Shimmen
y Tazawa (capitulo de ANTECEDENTES). Resulta dificil explicar porqué estos autores
encontraron una recuperacion de los valores hiperpolarizados del potencial; una posibilidad
es que el vanadato fuera reducido a cationes vanadilo_ por el metabolismo celular, como
se ha reportado que ocurre en Saccharomyces cerevisiae (23); pero es importante recordar
que los experimentos se realizaron en células libres de tonoplasto y no en internodos in-
tactos, por lo que la posibilidad de que la recuperacién fuera un extrafio efecto colateral
inherente al modelo experimental no puede descartarse. De cualquier manera, en nuestros
experimentos el metabolismo celular fué incapaz de detoxificar 1 mM de vanadato afiadido
al medio externo,

Las figuras 6 y 7 muestran que el potencial electrogénico es altamente sensible al va-
nadato, lo que sugiere que en las Charofitas este potencial se mantiene esencialmente por
medio de la H+ATPasa del plasmalema. Resulta importante subrayar este dato porque
en las células vegetales de las plantas superiores ain no existe un consenso acerca de los
mecanismos enziméaticos que son responsables de mantener un potencial electrogénico a
través del pl 1 En Elodea densa, el organismo donde este fendmeno ha sido inves-
tigado mas que en otras especies, s¢ han propuesto dos sistemas alternativos para explicar
los potenciales electrogénicos: a) una cadena de oxido-reduccién que bombea protones y
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resulta insensible al vanadato {(24) y b} una H+ AT Pasa similar a Ias purificadas de las
membranas plasmaticas de Neurospors cressa y Saccaromyced cerevisiae (25). En este sen-
tido nuestros datos concuerdan con los reportados por ¢l grupo de Marré que encuentra que
Is hiperpolarizacidn del potencial de membrana y el incremento en el bombeo de protones
al medio extracelular inducidos por luz o por fusicocina son sensibles al vanadato y a la
eritrocina-B (25).

LOS EFECTOS DEL VANADATO SOBRE LA Rn

La contribucién de la H+ AT Pasa a la resistencia de membrana puede ser calculada
a partir de datos obtenidos usando un inhibidor especifico por medio de las ecuaciones:

R4Ry
Re+ Ry’

Ry = {3)

R,R,
Ry = —R;-"i'_;ﬁ’ (4)

RIRY

Ro_Rl‘*le

(5)

en las que By corresponde a la resistencia especifica bajo condiciones de iluminacién, Re es
la resistencia pasiva en la luz, Ry esla resistcncia de la bomba en la luz, By es la resistencia
de membrana bajo condici de iluminacién en pr ia del inhibidor especifico de la
bomba de protones, R es la resistencia pasiva en presencia de este mhlbxdnr, Riesla
resistencia de |a bomba en presencia del inhibidor, Ro es Ia resistencie " de membmna en
1a obscuridad, RY es la resistencia de 1as vias de difusién pasiva en la obscuridad y R} es

Ia resistencia a través de la bomba bajo condiciones de obscuridad.

La figura 8 muestra que 1a resistencia bajo condiciones de iluminacién se incrementa
después del tratamiento con vanadato. Este es el resultado esperado si la Ht AT Pasa
se comporta como una fuente de voltaje constante en serie con una conductancia y el
vanadato atrapa a la enzima en la conformacién E2 (como lo indican los experimentos
cinéticos realizados por el grupo de Cantley en la referencia 26). Debido a que el vanadato
elimina completamente 1a respuesta al pH, y & que depolariza el potencial de memhbrana
al valor del Ej, puede suponerse que el vanadato actiia como un inhibider especifico de la
H* AT Pasa, por lo menos en relacién con las pre piedades eléctricas de la membrans, afec-
tando a una poblacién importante de estas enzimas, En este caso debe ser posible calcular
Ia contribucién de la bomba de protones a la conductancia de la membrana utilizando las
ecuaciones anteriores; sin embargo el efecto del ortovanadato de sodio sobre la resistencia
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eapecifica de la membrana bajo condiciones de obscuridad es muy extrafio y es necesario
analizarlo antes de caleular la resistencia de Ia bomba.

La figura 9 muestra que el ortovanadato de sodio disminuye la resistencia especifica
del plasmalema en condiciones de obscuridad. Esta reduccién resulta inesperada por varias
razones:

a) En general se piensa que loa altos valores de la resistencia en la obscuridad son el
reflejo de Ia disminucién de la conductancia a través de la H+ AT Pasa. Los resultados que
presenté en la seccién anterior indican que adn en condiciones de obscuridad existen bombas
activas, por lo que era de esperarse que los velores de la R inducidos por vanadato fueran
mayores o por lo menos muy similares a los valores de la R, inducidos por obscuridad.

b) Si el vanadato atrapa a la enzima en la conformacién E2 (26) resultarfa poco
probable que las bombas ighibidas retuvieran una actividad marginal como vias de difusién
pasiva para los protones u otros cationes.

c) Otros inhibidores como la DCCD o el DES incrementan la resistencia de membrana
@ valores semejattes a los de obscuridad y esta similitud normalmente sc interpreta como
el resultado de la inhibicién de 1a bomba de protones (13,16,27). Hasta donde sabemos no
existe ningln articulo que reporte una reduccién de Ia Ry, cusndo las células internodales
de las Characeae se traten con estos compuestos bajo condiciones de obscuridad.

En el capitulo de MATERIAL Y METODOS mencioné que el protocolo experimental
fué disefiado de tal manera que el vanadato se ngregd a la célula internodal bajo condiciones
de iluminacién y la [uz se apagd solo hasta que se determiné la respuesta a loa cambios en
el pH, bajo estas condiciones, por lo que la reduccidn de Ia resistencia en la obscuridad en
realidad es una observacién indirecta y podria ser un extrafio artificio. Para dilucidar este
punto realizamos experimentos en los que primero se colecd a la célula bajo condiciones de
obscuridad y luego se agregé el vanadato. Los resultados fueron los mismos, el vanadato
disminuyd la resistencia especifica hasta 8 un 50 % de su valor en la obscuridad. La figura 10
muestra la resistencia especifica del plasmalems en ausencia y presencia de vanadato para
condiciontes de iluminacién y obscuridad y se puede abservar que ¢l valor de la resistencia
inducida por vanadato es el mismo bajo ambas condiciones,

Ya que en nuestros experimentos no detesmi 8 la concentracién intracelular de
vanadato existe la posibilidad de explicar los resultados de obscuridad en base a suponer
que esta concentracién no es suficiente para obtener una inhibicién notable en términos
de resistencia; sin embargo cuando incrementamos la concentracién de vansdato en el
medio externo a 1.5, 2 y 5 mM los resultados que encontramos fueron los mismos {datos
no mostrados). Aunque este tipo de experimentos no pueden demeostrar que la actividad
interna de vanadato es suficiente para inhibir uns poblacién importante de H¥ AT Pasas,
los datos obtenidos aunados a los discutidos cn la seccién anterior (£ depolarizado y
eliminacién de la sensibilidad al pH. ) indican que el vanadato interno es suficiente para
inhibir un buen niimero de bombas; por lo tanto, es necesario buscar una explicacidn de
porqué este compuesto provoca la disminucién de la Ry, bajo condiciones de obscurided,
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tomando en cuenta otros procesos de transporte que podrian resultar afectados ya sea por
las condicidnes de obscuridad y/o por un efecto directo del vanadato.

El efecto de la obscuridad scbre las permenbilidades de membrana en las Characeae
es un tema sobre el que no se ha realizado suficiente investigacién. Algunos autores han
reportado que el incremento de la resistencia inducido por obscuridad en células interno-
dales intactas de Chara corallina parece reflejar el cerrado de las H+ AT Pasas porque la
permenbilidad al potasio (que es el flujo que miden) petmanece practicamente constante
cuando se apaga la luz (28); pero otroe investigadores sefialan, también para células inter-
nodales intactas de Chara coralling, que en la obscuridad la Pi se reduce alrededor de un
40 % en el rango pH, 5 a pH, 7 (29). En la actualidad no existe un consenso al respecto
en el caso del genéro Chara (17), mientras que en el género Nitella no existen estudios
cuantitativos del efecto de la luz sobre las permeabilidades de membrana.

Nuestroe datos pueden ser explicados satisfactoriamente si se cumplen dos requisitos:

a) Existe un mecanismo fisiolégico que bajo condiciones de obscuridad induce el cierre
de alrededor de un 45 % de las vias de difusién facilitada en Nitells translucens, de manera
andloga al incremento de la Ry inducido por la obscuridad descubicrto en Chara corallina
y que puede llegar a ser de hasta un 46 % (29).

b) El vanadato afecta este mecanismo impidiendo el incremento de la Rg bajo condi-
ciones de obscuridad.

La existencia de un mecanisme fisioldgico capaz de modificar la Ry de acuerdo a
ias condiciones de iluminacidn ha sido sugerida por Shimmen, Tazawa y Mimura (30,31).
Estos investigadores repertaron que en células de Chara corallina libres de tonoplasto y
depletadas de ATP ocurre una répida modificacion del By, en €l momento en que se colocan
bajo condiciones de iluminacién: el potencial se aproxima sl Ej, independientemente del
valor que haya tenido en la obscuridad, Este fendmeno no ocurre en presencia de TEA,
noniltrietilamonio o DCMU, lo que sugiere que esta mediado por un canal de potasio
sensible a s fotosintesis. Si existe un mecanismo similar en Nitella translucens capaz de
inactivar un porcentaje importante de canales de potasio bajo condiciones de obscuridad y
que resulta sensible al vanadato, entonces, utilizando las ecuaciones 3, 4 ¥ 5 y suponiendo
que el vanadato se comporta en nuestro sistema experimental como un inhibidor potente

de 1a bomba electrogénica y que no altera 18 Ry bajo condiciones de il ion, es decir,
R; = R}

¥
R,=Ry

es posible demostrar que la R tiene un valor aproximado de 40 k2/cm? y que la RY es de
aproximadamente 500 kf2/em?. Este incremento de la resistencia en un orden de magnitud
implicaria que una pequefia parte de la poblacién de H* ATPasas todavia es capaz de
mantenet un potencial electrogénico y una respuesta al pH, en condiciones de obscuridad.
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El valor de la Ry calculado de esta manera corresponde a una Gp de aproximadamente
0.255/m?, y concuerda muy bien con los valores reportados por el grupo de Smith para la
conductancia a través de la bomba en Chars corslina estimados a partir de determinaciones
simultdneas del influjo de 42K y de la conductancia eléctrica del plasmalema (32).

Por otra parte, si la obscuridad no produce uns disminucién de la permeabilidad
pasiva, entonces ¢s necesario pensar que el ortovanadato de sodio altera directamente la
Ry, A partir del hecho de que el By, 8¢ depolasiza a un valor muy cercano al By cuando
& céiula se trata con vanadato es posible nupower que el efecto colateral del vanadato se
ejerce principalmente sobre los les de p jue es conveniente mencionar que
algunos investigadores han sefialado 1a pomlulldnd de que este tipo de ATPasas posean un -
eanal de potasio intrinseco (43,44), por lo que conviene tener en mente la idea de que el
venadato podria estar inhibiendo la bomba de tal manera que en la conformacién inhibida
el canal de potasio intrfnseco permaneciera abjerto, Las figuras 7 y 10 muestran que los
pardmetros eléctticos de una célula tratads con dato son los mi bajo condiciones
de luz o de obscuridad, por lo que el posible efecto del vanadato sobre la Ry parece ser el
mismo en ambas condiciones. Si el vaaadato sltera la R¢ nuestros cAlculos de la Ry deben
ser corregidos para tomar en consideracidn el efecto directo de este compuesto sobre los
sisternas de trampotte pasivo de la célula,

Se ha reponado que el vanadato inhibe las fosfatasas a.lu.hnu (33) y las dcidas (31)
la ATPasa de dineina y que tiene efectos sobre algunas del metabolismo interme-
dio (35), pero hasta donde sabemos no existe nipgin reporte acerca de su efecto sobre los
canales idnicos; sin embargo, es posible especular un poco acerca de ello. Tracey y Gresser
han reportado que el vanadato esterifica rdpidamente grupos hidroxilo, lo que prod
éateres de vanadato que son aceptados como substratos por algunas enzimas cuyos subs-
tratos fisiolégicos son los ésteres de fosfato correspondientes (36). De hecho, estos autores
han propuesto que el vanadato es capaz de esterificar espontdneamente residuos tirosil del
receptor de insulina simulando ¢l efecto de una enzima tirosin cinasa. &i el vanadato se
comporta de una manera similar en tros experiment t es posible proponer
uns explicacién para la disminucién de la Ry inducida por vanadato en condiciones de
obscuridad. Supongamos que el vanadato esterifica un sistema de transporte pasivo, pro-
bablemente algin tipo de canal de potasio, entonces esta modificacién podria ateapar el
canal en un estado abierto y convertirlo en un canal constitutivo, escapando as{ a los efectos
de algin poeible sistema regulatorio, Este modelo implica Ia existencia de canales regu-
lados por reacciones de fosforilacién-defosforilacién en las células internodales de Nitelle
translucens, y el reciente hallazgo de Tester en Chara coralling de que la conductancia total
del plasmalema en el estado K ea fuert te reducid do se dismi los niveles

citoplismicos de ATP con cianuro + écido salicilhidroxfmieo p apoyar Is

de este tipo de canales en las Characese (37), Resulta conveniente sefinlar ademés que la
regulacién de un canal idnico por fosforilacion se ha reportado en el epitelio aéreo, donde
la protein c¢inasa C y ia protein cinasa dependxenle de cAM P activan los canales de cloto
al fosforilarlos (38).
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E) hecho de que la luz tiene una gran influencia sobre los parametros ‘eléctricos del
plasmalema de las Characeae es ampliamente aceptado en la actualidad, sin embargo los
mecanismos moleculares relacionados con este efecto son totalmente desconocidos. Algunos
investigadores intentan explicar los efectos de la luz sobre s actividad de la H* AT Pasa
de membrana plasmitica con la hipdtesis del “suplemento energético” de MacRobbie
(13,31,39,40) que supone una inactivacion de la bomba en condiciones de obscuridad de-
bido a la disminucién de las pozas de ATP producto de la fotosintesis; mientras que otros

Tormiant.

investigadores estan buscando evidencia de acog entre el cloroplasto y la mem-
brana plasmédtica a través de substancias difusibles distintas del ATP o el NADPH (41,42).
Este es un campo que se encuentra en pleno desarrollo el dia de hoy y en el que los datos
bien establecidos son muy pocos: a) El DCMU altera la permeabilidad de la membrana al
potasio (20) y b) Existe una constante temporal comiin a la fluoresencia de la clorofils y al
AE,, inducido por las condiciones luminosas en Nitella translucens (42). Sin embargo, ain
cuando parece que las reacciones de la fotosintesis estan involucradas de alguna manera
en los procesos de transporte a través del plasmalema, a la fecha no existe un verdadero
. modelo que explique los efectoa de la iluminacién; y cualquier modelo que se desarrolle
en el futuro deberd tomar en cuenta que la bomba electrogénica se mantiene activa en la
obscuridad as{ como e} efecto de Ia luz sobre sistemas de transporte pasivo cuya regulacic..
" podria estar acoplada a la H+ AT Pasa, Por lo que respecta a la existencia de moléculas
transductoras de seiiales luminosas a nivel de la membrana plasmética (criptoeromos, fi-
tocromos, etc.) no se cuenta con ninguna informacion para esta familia de algas (45), pero
este parece ser un promisorio campo de futuras investigaciones,

Finalmente, me ha parccido conveniente incluir el andlisis que hfen Spanswick y

Bisson sobre estos datos; ellos fueron los Arbitros de la revista a la que mandamos el
trabajo descrito anteriormente y sus opiniones se encuentran en e APENDICE 11,
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Bajo condiciones fisiolégicas el plasmalema de célulss mtmodda de Nitells irans-
lucens colocadss en la obscuridad per hiperpolarizsdo con respecto al potencial
de Nernst para el potasio, Eate pozencm.l elecemgémco results ser altamente sensible al
ortovanadato de sodio, 1o que sugiere que el sistema responashie de este potencisl hiperpo-
lagizado es 1a H + ATPasa de membrana plasmitica, Nuestros datoe contradicen 1a idea,

ampliamante difundida, de que en condici de obscuridad ! plasmalems se encuentra
en ¢} estado K. Los xetultuluc que obtuvimos demuestran que los pardmetros eléctricos de
Nitella transl te afectad do se aiinde dato al medio ex-

terno. Finalmente, nuestros experimentos apoyan ia teoris de que 1a bambas electrogénica
de Nitella translucens se comports como una fuente de voltaje constante en serie con una
canductancis.
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“As{ que, hermanos, cuando fui a vosotros para anunciaros el tes-
timonio de Dios, no fui con excelencia de palabras o de sabiduria. Pues
‘me propuse no saber entre vosotros cosa alguna sino o Jesucristo, ¥ a
éste crucificado. Y estuve entre vosotros con debilidad, y mucho temor y
temblor; y ni mi palabra ni mi predicacién fue con palabras persuasivas
de humana sabiduria, sino con demostracion del Espiritu y de poder,
para que vuestra fé no este fundada en la sabiduria de los hombres, sino
en ¢l poder de Dios.

Sin embargo, hablamos sabiduria entre los que han alcanzado me-
durez; y sabidurfa, no de este siglo, ni de los principes de este siglo,
que perecen. Mas hablamos sabidurfa de Dios en misterio, 1a sabiduria
oculta, la cual Dios predestiné antes de los siglos para nuestra gloria, 1a
que ninguno de los principes de este siglo conocis; porque si la hubie-
ran conocido, nunca habrian erucificado sl Sefior de gloria. Antes bien,
como esta. escrito:

Cosas que ojo no vio, ni ofdo oyd,
Ni ban subido en corazén'de hombre,
Son las que Dios ha preparado para los que le aman.

Pero Dios nos las reveld a nosotroa por el Espiritu; porque el Espi-
ritu todo lo escudrifia, ain lo profundo de Dios. Porque }quién de los
hombres sabe las cosas del hombre, sino el espiritu del hombre que estd
en él7 Asi tampoco nadie conocié las cosas de Dios, sino el Espiritu de
Dios.

Y nosotros no hemos recibido el espiritu del mundo, sino el Espiritu
que proviene de Dios, para que sepamos lo que Dios nos ha concedido,
lo cug! también hablamos, no con palabras ensediadas por sabiduria hu-
mana, #ino con las que ensefia el Espiritu, acomadando o espiritual a
lo espiritual. Pero el hombre natural no percibe las cosas que son del
Espiritu de Dios, porque para él son locura, y no las puede entender,
porque se han de discernir espiritualmente. En cambio el espiritual juzga
todas 1as cosas, pero él no es juzgado de nadie. Porque jquién conocié la
mente del Sefior? ;Quién le instruird? Mas nosotros tenemos la mente
de Cristo.”

1 Corintios 2: 1°16.

“Nadie se engafie a si mismo; si alguno entre vosotros se cree sabio
en este siglo, hdgase ignorante, para que llegue a ser sabio, Porque la
sabidurfa de este mundo es insensatez para con Dios; pues escrito estd:
El prende a los sabios en la astucia de elles, Y otra vez: El Sefier conoce
los pensamientos de los sabios, que son vanos,



As{ que, ninguno se gloric en los hombres; porque todo es vuestro:
sea Pablo, sea Apolos, sea Cefas, sea el mundo, sea la vida, sea la muerte,
sea lo presente, sea lo porvenir, todo es vuestro, y vosotros de Cristo y
Cristo de Dios.”

1 Corintios 3: 1823,
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