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RESUMEN

A partir de 1los trabajos de Huxley y Hodgkin (11}, se ha
demostrado que todas las células vivas presentan un potencial de
repose caracteristico que se conserva dentro de ciertos limites y
que depende del estado fisioldgico en que Se encuentren éstas.

Por otra parte se ha observado tambienque cuando las células
han alcanzado su maximo grado de diferenciacidn, el potencial de
membrana tiende a estabilizarse.

Aasi, se han podido caracterizar algunas poblaciones celulares
por el valor de su potencial de membrana. Sin embargo cuando las
células se activan, el potencial de membrana se modifica, por lo
que algunos autores 1o han relacionado con 1la proliferacién
celular {( 36, 37, 40, 42, 44, 45, 46, 47, y 48 ).

Se sabe que durante la divisién celular, en general existe un
cambic en la conductancia para los diferentes iones, lo que
modifica en consecuencia el potencial de membrana (28).

En el caso de linfocitos de sangre periférica de humanos, se
ha determinado por técnicas fluorimétricas que tienen un potencial
de membrana que oscila entre -70 a -80 mV, Yy éste se modifica
cuando las células son activadas por diferentes mitdgenos (30, 36,
38, 41, y 43).

En diversos procesos patoldgicos como las leucemias se
presentan miltiples alteraciones celulares, entre lo mas

significativo, esta la pérdida en 1la regulacidén de la
proliferacidn, lo gue les impide 1llevar a cabo sus funciones
normales .

En el presente trabajo se utilizd la técnica de registros
electrofisiclégicos intracelulares y, se determind que el valor
del potencial de membrana de linfocitos de sangre periférica de
humanos oscila en un intervalo de -60 a -70 nV en condiciones
normales, se encontrd que éste se modifica cuando las células se
encuentran alteradas patoldgicamente, de acuerdo al tipo de
leucemia que presente el paciente,

Con el anélisis de varianza, se obtuvieron diferencias
significativas para una Fo.os (4,56}= 43.936 entre los grupos en
estudio .con la prueba de Tukey se encontraron diferencias en
todas las muestras con respecto al control.



INTRODUCCION

La célula estd rodeada por una estructura altamente compleja
denominada membrana plasmatica. El nicleo y los organulos
celulares también estadn rodeados por membranas, las cuales tienen
diferencias en su estructura quimica y por 1lo tanto en sus
propiedades funcionales respecto a la membrana plasméatica.

Al tomar como modelo el propuesto por Singer y Nicolson (1},
se sabe que 1la membrana plasmdtica, por lo general tiene
aproximadamente 7.5 nm de espesor y estd formada principalmente de
proteinas y fosfolipidos. La parte fosfolipidica estd constituida
por una bicapa que consta de una zona altamente polar
(hidrofilica, debido a la presencia de extremos terminales
fosfatados cargados), por lo que es relativamente miscible en
agua, Esto es importante ya que ésta es la parte expuesta al medio
acuoso que bafia al exterior de la célula y también se encuentra en
la parte 1interna que estad en contacto con el citoplasma. Tiene
ademds una porcidn hidrofdébica, esta parte es apolar, sin carga,
la cual se encuentra en la parte media del interior de la
membrana, que es muy escasa en agua y formada generalmente por
acidos grasos.

La doble <capa de 1ipidos es poco permeable al agua y 1la
permeabilidad a otras sustancias depende del tamaiho, de la
solubilidad en lipidos vy de las cargas de las particulas; la
membrana celular es practicamente Iimpermeable a las proteinas
intracelulares y a otros anhidnes orgénicos, que constituyen la
mayor parte de los aniones intracelulares (2).

La composicién quimica y la organizacidén molecular de la
membrana celular determina la permeabilidad, que regula la entrada
y salida de sustancias de la célula, por lo que la membrana
plasmitica es fundamental para el mantenimiento de las
condiciones intracelulares adecuadas.

Entre otros constituyentes de la bicapa se encuentra el
colesterol, el cual modifica la fluidez de la membrana. Ademéas
encontramos distintos tipos de proteinas, algunas como proteinas
estructurales unicamente vy otras adem&s con funcidn enzimética.
Sobresalen aparentemente al azar, hacia el interior (intrinsecas)
Q exterior {extrinsecas) de las células y se denominan
generalmente proteinas periféricas, o bien atraviezan a 1la
membrana de 1lado a lado y reciben el nombre de proteinas
integrales. Ambos tipos pueden tener sus extremos unidos a lipidos
{lipoproteinas), o a carbchidratos (glucoproteinas)(1).

De acuerdo a su funcidén se pueden encontrar diferentes tipos
de proteinas: como las involucradas en el transporte activo
(ATPasas ), o bien conductos que pueden abrirse o cerrarse vy
permiten el paso de lones, que pueden inducen cambios flsiolédgicos
dentro de la célula (3).

El transporte de muchas moléculas a través de la membrana es
altamente especifico, va que depende directamente de la propia
estructura molécular, asi como de la actividad que la membrana
plasmdtica tenga en ese momento.



Las sustancias pueden atravesar la membrana celular por
difusidén pasiva, facilitada o por alguno de 1los mecanismos de
transporte activo.

La difusién pasiva se produce cuando existe un gradiente de
concentracién y ocurre desde el lugar de concentracién mayor,
hacia el de concentracién menor, vy esta en funcisn del volumen de
la particula, de la carga eléctrica y del grado de soclubilidad que
tenga en los lipidos que integran a la membrana.

La difusién de iones depende de su concentracién y de 1la
existencia de gradientes electroquimicos a través de la membrana,
vy de la presencia de estructuras especialiczadas que le permitan
el paso como poros y compuertas.

Para el transporte activo de las moléculas se requiere
energia metabdlica (ATP}, y estar acoplada a 1los mecanismos
celulares que la producen (4). Esquema 1.

Hay proteinas que constituyen simplemente un conducte, este
permite que los jones se difundan hacia el interior o exterior de
la célula y se encuentran abiertos de manera continua; otro tipo
de proteinas poseen dispositivos de compuerta que funcionan por
alteracién del potencial de membrana (compuertas de voltaje),
otros se abren o c¢ierran cuando se fija a e2llos un ligande por
ejemplo neurotrasmisor u hormona ( compuertas de ligando ), otras
proteinas de transporte son portadoras que fijan ienes y otras
moléculas, cambian su configuracidn, para mover & las moléculas
captadas de un lado a otro de la membrana. Esquema 2.

ARlgunas moléculas de transporte son ATPasas, enzimas que
catalizan la hidrélisis del ATP, la mas conocida es ia
trifosfatasa de adenosina dependiente de magnesio activada por
sodioc y potasio, también llamada bomba de sodio y potasio (ATPasa
de  Ha+ /K+) . Existen ademAs ATPasas de hidroégeno, ATPasas de
calcio,y ATPasas de potasio (5)

Ootras proteinas de transporte se llaman uniportadoras porque
transportan una sustancia en una sola direccidn, otras se llaman
simportadoras pues su transporte requiere de la fijacidén de mds de
una sustancia a ellas, otras se llaman antiportadoras porque
intercambian una sustancia por otra (6). Esquema 3.

Fig. 1.
Modelo tedrico de 1a membrana celular con base en los datos
tomados -de . 1, .2, 3, 4, 5,-y 6. ’
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En la difusién sinple la proteina transporta-
dopa presenta un canal que permite el paso 1i-
bre de moléculas o iones. En la difusign faei-
titada se requiere de un transportader especi-
fico o permeasa y la eneryia utilizada es la
prapis energia cinética de las particulas al
ser transportadas.

El transporte activo requiere de un acarreadar
especilico, energia metabslica y puede reali-
zarse en contra de gradiente electroquimico.



2. ESQEEEMA DE DOS TIPOS DE CAMALES 1OMICOS

A) Canal regulade

Molécula a ser

por ligando transportada :
llgando \ H.
!
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Canal oalnu\lo
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B) Canal regulade por __.Molécula a ser
voitaje -~ transportada
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Menbrana polarizada Hembrana
(estadn normal) despolarizada .

#) Cuando el ligando se une a una proteina estractural, esa
cambia parcialuente su canfiguracicn estereoquimica per-

mitiendo la apertura de! canal. $tevens,C. The Heuron,

. 1979, Sci.Am, 24113-34-63,
B) Cuando se wodifica el voltaje (movilizacisn de iones) se

induce un cambio en la confoarmacicn de 1a proteina que

permite la formacicn de canales por donde viajan las par-

ticulas ohedeciendo su gradiente.
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fsquema de un coprte transversal de membrana
plamitica donde se wuestra 1a prescencia de
PFD‘!!’HIS acarreadoras que participan en el
transporte de particulas siguiendo yradien-
te electroquimico.



_-

PORIPIY W

o ® -aeen

PRI

Fichma 1
RODELO TEORICO DE LA MEMBRANA CELULAR CON BASE
[N LOS DATOS TOMADOS DE L, 2, 3, 4, 5 y 6

18

e ?

A A
W, AN

FOSFOLIPIDOS
ACIDOS GRASOS

COLESTEROL

PROTEENA PERIFERICA IHTRINSECA
PROTLINA INTEGRAL
LIPOPROTEINA

CLUCOPROTEINA

RECEPTOR

CADEMA DE CARBOHIDRATOS
PROTEINA PERIFERICA EXTRINSECA




Debido al transporte activo de iones que se realiza en la
membrana, asi como al desplazamiento continuo de iones a través de
ella, en todas las células existe upa diferencia entre la
concentracidén idniea intracelular v la del medio extracelular, por
lo gue se genera un potenicial eléctrico conocido como potencial de
membrana, o potencial de reposo ( Em }; estas dos propiedades se
encuentran intimamente ligadas vya gque el potencial eléctrico
depende de la distribucién desigual de iones en ambos lados de la
membrana plasmitica.

Son dos tipos de proteinas de transporte las encargadas de
mantener el pntencial de membrana en reposa, un conducto de fuga
de K+, que permite que este ién se difunda al exterior de la
célula, Y la ATPasa de Na+/K+ dependiente de magnesio. El
gradiente de concentracidn de K+ facilita su difusién hacia el
exterior pero el gradiente eléctrico estd orientado en direcciédn
opuesta por lo tanto se alcanza un estado en el que la tendencia
del K+ a salir de la célula se encuentra balanceada por su
tendencia a moverse hacia el interior de la c¢élula vy ademds
conserva baja 1a concentracién intracelular de Na+ al expulsarlo.

f.a bomba de Na+/K+ tambidn ez electrogénica porgque impulsa 3
Na+ hacia el exterior de la célula por dos iones de K+ gue hombea
hacia el interior, lo gue da lugar al desplazamiente de otros
jones que al estar cargados generan un potencial eléctrico (8 vy
10 ). Durante mds de medio s5iglo se ha ido comprobando que las
membranas celulares se comportan come s5i fueran libremente
permeables al K+, pero relativamente impermeables al Na+.

El desarrollo de 1la electrofisiclogia aparece intimamente
ligado al perfeccionamiente tecnolégico, 1lo que ha permitido
disehar diferentes téenicas necesarias para determinar
directamente valores de potencial de membrana celular.

El uso de electrodos intracelulares ha hecho posible
determinar el potencial de membrana; las primeras técnicas fueron
desarroiladas por Hodgking y Huxley (11}, ¥ curtis y Cole (12},
en &1 axén gigante de calamar por medio de un tubo capilar de 50
micrémetros de diametro. Ellos reportaron que la magnitud del
potencial de membrana en reposo depende de los gradientes de
concentracion y de la permeabilidad de ls membrana a los iones,
principalmente de X+ y Na+.

Pocos anos después Graham y Gerard (13}, y Ling y Gerard [14)
aplicaron la técnica de introduccién de pipetas de didmetro muy
pequefo con las que fué posible medir directamente el potencial de
membrana de las células. Los potenciales de equilibrioc que
encontraron para cada uno de los jones fueron: VE+=4+89 nyv,
YNa+=-46 mV, VCl-=z+5% mV¥ observados in situ; los valores del
potencial de membrana {(Em) para el axdn gigante de calamar fueron
de ~50 a =75 mv,

A partir de estos estudios, 1la electrofisiologia comenzd a
ser més utilizada en 1la investigacidn; se experimenté con
distintos tipos celulares vy se demostrd con esto gque todas las
células vivas presentan up potencial de reposo caracteristico que
se conserva dentro de ciertos limites como se muestra en la tabla
A



TABLA A

POTENCTALES DE MEMBRANA REPORTADOS PARA CELULAS
HUSCULARKES ¥ NERVIOSAS

Tipo celular Em{mV) Afio Cita bibliografica
Axén mielinico -71 ¢ 1.75 1951 Huxzley y stamfli 156
de rana e e
Fibra de Purkinje -%0 % 0.25 1951 Draper y Weidnan'
de perro o
Aurfcula de perro -85 1952 Hoffman y Suékling i )
Fihra muscular es- -100 t 0.2 1953 Bennett y Ware 18!
quelética de rata . :
ventriculo de perro -65 a -95 1953 Hoffman y sucklinqr 19,
Ccélula de ganglio -65 a -75 1953 Eccles 20
suparior de conejo
Soma de motoneurona -70 £ 5.5 1955 Coomb, Eccles y Fatt 21
espinal de gato
Célula piramidal de «51 a =60 1955 Phillips 22
corteza de gato
Fibra muscular lisa +70 1958 Holman 23
de intestino de co-
nejo '




un resumen (tabla B) sobre los valores de
potencial’. de embr na registrados en’otros tipos de células y  se
observaron .que ' :los ivalores’.:son ‘'menores ‘que’ los obtenidos de
células cbnocidantlﬁSicamente como - excitables % citado en - 24.

En: 1970

TABLA B

: ?OTENCIALES DE MEMBRANA REPORTADOS EN CELULAS NO EXCITABLES

Tipo celular Em({Mv} Afio autores citados
en 24

células HelLa ~17.1 1968 Borley y Loveday

Fibroblastos -70.0 1968 swift y Tedaro

células L -15.4 1871 Laneb y McKinnon

¢células de -37.5 1871 Nelson y col

neuroblastoma

Las primeras investigaciones para saber si las
concentraciones idnicas intracelulares y extracelulares variaban
los potenciales de membrana fueron hechas por Cone (25,26, y 27},
quien reporta gque la variacién en las concentraciones idnicas
intracelulares correspondientes a los diferentes niveles de
potencial de membhrana, pueden jugar un papel importante en el
control de 1la divisién celular, posiblemente a través de
alteraciones especificas en los fendmenos metabdlicos de la fase
G1 del ciclo celular, con el consecuente bloqueo de la sintesis de
ADN y la mitosis. Estas variaciones idnicas intracelulares siguen
una secuencia acompaiadas de diferentes niveles de potenciales cue
pueden sel un mecanismo del control de la mitosis. Cone observéd
que los intervalos de Em bajos { 0 a -40 mV ), no influyen en la
actividad mitdtica, los Em altos { -60 a -70 mV }, dependen de las
concentraciones idénicas del medio extracelular y son importantes
para la divisién celular.

Al mismo tiempo se sabe que durante la divisidén celular, en
general existe un cambio en la conductancia para los diferentes
iones, lo que modifica el potencial de membrana. Se desconoce a
la fecha si estos dos procesos { el potencial de membrana o el
flujo 1iénico ) son causa o consecuencia de la proliferaciénm
celular.



A pesar de la .diversa naturaleza de los factores inductores
de la divisidn celular por ejemplo: diferentes mitdgenos,
factores de crecimiento, flujos idnicos etec, las evidencias
experimentales . sugieren que el sitio de accidn comin es 1la
membrana plasmatica {28).

No se sabe si los factores que intervienen en la cascada de
cambios idnicos y bioguimicos, cambios en la permeabilidad en 1la

membrana plasmatica, movilizacién idénica que modifica las
concentraciones idnicas que influyen en el cambio de potencial de
membrana, <] algunos sequndes mensajeros gque aumentan la

transcripcion, etec, puedan tomar parte en los diferentes eventos
gque inducen a la proliferacién celular.

VALORES EN EL POTENCIAL DE MEMBRANA EN LINFOCITOS NO ESTIMULADOS.

Se sabe que 1las concentraciones idnicas intracelulares ¥y
extracelulares estdn involucradas en una gran variedad de
funciones, gque puedan activar diferentes tipos de canales u otros
sistemas de transporte, que pueden tener alguna relacidén con la
activacién de los linfocitos. Al investigar los procesos de
activacion de éstos, es como se ha estudiade el potencial de
membrana.

Grinstein y Dixon {29}, concluyen que hay diferiencias en el
valor del (Em) de las células linfociticas, al revisar los valores
reportados cuando utilizan diversas técnicas.

El desarrollo del marcaje por radioisdtopos y f£fluorescencia
son las técnicas que mds se han utilizado para obtener valores de
potencial de membrana;se han empleado varios catiocnes lipofilicos

como el trimetilmetilfosfonio (TPMP+), el tetrafenilfosfonio
{TPP+}; pruebas fluorescentes con oxonol (31), y cianina (30, 32,
Yy 33). Se han encontrado valores de potencial de membrana de

varios tipos de células sanguineas como se muestra en la tabla C.

Se ha observado que el cambio en el potencial de membrana en
estas células, se da basicamente por las concentraciones
extracelulares de K+, perc también puede haber una conductancia
al Nas, aunque algunas investigaciones han encontrado que hay una
significativa dependencia del Cl- extracelular (34).



TABLA c

ESTIMACIONES CUANTITATIVAS DEL. POTENCIAL DE MEMBRANA EN
DISTINTOS TIPOS DE CELULAS LINFOCITICAS NO ESTIMULADAS.

Método Fuente de obtencidn En{mv) Ion determinade Cita
de las células
Cianina Bazo de ratén -60 K+ extracelular 30
MEIC* **SPH -12 No determinado 33
" SPH -8 ¥+ extracelular 35
H+-TPMP+/ SPH ~52 K+ extracelular 36
H+-TPP+
" varios -56a-74 K+ extracelular 37
" Nodulo linfétice -56 K+ y Cl- extrace-
de cerdo lular y ATPasa
Na+/K+ 38
" SPH ~53 K+ extracelular 39
" Timo de ratén =50 No determinado 40
Bis-oxonol Bazo de ratén -70 Na+ y K+ extra- 41
celulares
" célula B de ~44 Ho determinado 42
amigdala humana

*MEIC= micro electrodos intracelulares ** SPH=sangre periférica
humano TPMP+=trimetilfosfonio TPP+= Tetrafenilfosfonio
En conclusién, en el caso de los 1linfocitos humanos no

estimulados se ha determinado que tienen un potencial de membrana
de -70 a -80 mV y gque se debe primordialmente a la difusién de K+
Yy en una menor contribucién al Na+ (30, 36, 38, 41, 43).

de



CAMBIOS EN EL POTENCIAL DE MEMBRANA ASOCIADOS CON LA AC‘I‘IVACION
EN LINFGCITOS

al cambio en el valor del potencial d2 membrana

En cuanto
no

como consecuencia de la activacién por mitdgencs en linfocitos,
hay un acuerde por las diferentes estimaciones cuantitativas.

Er la tabla D se observan algunos tipos celulares en que se'
han utilizado * los mitégenos para activarlas y el cambio en el
potencial de membrana observado por diferentes métodos.

TABLA o
Tiga de linfacite  Fiztor Nitodo  Ziabic za 2} I Zits
Estinlants

Cilulas T de ratdn Em 4 Ke-Tf7e  geepolaritacien tardis ¥ heras 1Y
LSER cxersiag . ' Mo hey casbio desputside 15 380

hor 15 B3N
Linfocitos g v N un;pnhmmén (unrm 2 s W
cardolsersiat : nmnos SEa
Tinscitos d¢ ratéh - ¢ far et memlmmm mprm 5 I{nu:us e
Tinocitas de Fatén ¢ liacién ‘hperpolarlraclén h-prm 2 3 3

" oonol linu(as E E

Linfoci tos g1 ram Sriiige e e EATEN
Lsen (mareta) i fon AT g _‘I?espohr_imién‘ teaprana 15

L R L1 LLINN 1 M T

TR Y e Bape

T m(u;dn erpo)sm.mn (‘mina LR ) ;1!

lese citunas
AN S BRA axonel nmus

o

«:éiulu_ 8 de r3ldn . Anti 13 Tincién Gespotacirscién 1ardia 1 a 1 haras 49

- : £33 cianiny
Etulas & humasss Asti Iy Tiacfdn  Kipsrpclarizacion tewprang ¢ 30
sasnal ainutes Al

Concanavalina A PHA=Fitohemaglutinina LPS=Lipopolisaca-~

ConAs=
ridos LSPH=Linfocito de sangre periférica de humanos
TPP+= Tetrafenilfosfonio TPMP+=Trifenilmetilfosfonio



Como se observa en la tabla anterior 'y se vera mas adelante hay
evidencias en las cuales los investigadores han asociado 1la
activacién de les linfocitos con ciertos patrones de ‘cambio del
potencial de membrana .

CAHMBIOS DEL PH EN LINFOCITOS

Se ha obtenido el pH intracelular (pHi) de diversos tipos de
linfocitos mediante varios métodos para poder apreciar si hay
relacidn con la proliferacidn celular, se han observado cambios de
pPH1 después de la estimulacién mitogénica en linfocitos en los
primeros minutos posteriores a la adicién de agentes promotores de
la proliferacidén y en fases tardias del ciclo celular (4% a 65).

En estudios con Con A (49 y 50), IL-2 {51), anticuerpos
agonistas del complejo receptor de células T3 (52), 1onéforos de
Ca++(53 y 54),ésteres de forbol (55),se observd la acalinizacidn
del citoplasma de 0.1 a 0.2 unidades de pH en células T.

De la misma manera los lipopolisacaridos, ésteres de forbol
{56), IL-1 (57), elevan el pHi en células B alrededor de 0.2
unidades de pH.

Gerson y colaboradores { 58 vy 59), reportan cambios tardios
en el pHi en linfoclitos en proliferacidn; observan dos fases de
alcalinizacidn: 1) un pico después de & a 8 horas de la adicién
del mitdgeno y 2} otro pico después de dos dias. Otros resultados
obtenidos en células T y B de bazo de ratén estimuladas con LPS y
Con A, también muestran cambios tardios (60).

Los trabajos hechos por Gerson y Kiefer (61}, reportan el
valor de pHi mas alto en linfocitos estimulados en fase S del
ciclo celular que fue de 7.4 y en células en fase Go, Gl y G2, en
donde 1los valores fueron 7.1 y 7.2, sin embargo en c¢élulas T
estimuladas con IL-2 el pHi no excedié¢ los niveles de 6.8 a 7.4 de
pH que son 1los 1ntervalos en que se encu=ntra el pHi de las
células 1nactivadas, por lo que se sugiere que la alcalinizacidn
intracelular no es esencial para la multiplicacidén celular.

Rosoff y CcCantley {62 y 63), reportan cambio de pH:
intracelular hacia lo alcalino, también encontraron cambios de PH
al utilizar ésteres de forbol. Stanton vy col(64)}, reporta cambios
de pH citoplasmatico al utilizar IL-1 , y todos ellos relacionan
al antitransporte de Na+/H+ y el posible papel de la regulacién
de pH citoplasmatico en la linfoproliferacidén y diferenciacidn
celular.

Grinstein y col (65), indican que la relacidn de la entrada y
salida de Na+ e H+ es 1 a 1 por lo que el cambio no es
significativo para el potencial de membrana ademas de
electroneutral , asfi, el cambio de iones se combina con el
gradiente electroquimico de Na+ y H+ sin afectar el pH.
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Las evidencias anteriores nos muestran que el cambio en el
petencial de membrana pueden depender del antitransporte de
Na+ /H+ y el cambio en el pH y el potencial de membrana son
eventos i1ndependientes. pero que de alguna manera inter‘vienen an
la tinfoproliferacidn

CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE SODIO DURANTE LA ACTIVACION

cuando las células se encuentran activadas, el Na+ es el
catién méas ampliamente distribuido en el citoplasma, tiene un
rapido equilibrio a través de la memhrana plasmdtice de las
células linfoides (66 y 67), esto indica 1la presencia de
mecanismos de transporte que son efectivos como la bomba de
Na+/K+, transporte de Na+, cambios de Na+/Na+ . Na+/H+ etc.

CONDUCTANCIA AL Na+t

A pesar de la gran permeabilidad de la membrana del linfocito
al Na+ la conductancia de este 16n es haja.

La conductividad al Na+ se ha detectado con técnicas de
“patch-clamp" o de fijacién de voltaje, y se encontraron pequeflas
corrientes de voltaje, Qque fueron similares en ¢élulas T de ratén
y en varias lineas de células T de humanos (68). Al utilizarse
tetradotoxina ,estas corrientes se bloguearon por le que se
confirma 1la presencia de canales de Na+ sensibles al voltaje;
también se encontraron canales de Na+ en alta densidad en 1lineas
de c¢élulas citotdxicas {69 y 70}, aunque no patrecen tener un papel
en su funcidn citotdxica.

BOMBA DE Na+/K+

La importancia de la bomba de Na+/K+ para la fisiologia de 1la
célula ha sido motivo de varios estudios.

Se ha cuantificado el mimeroc de bombas de Na+/K+ en
linfocitos tratadeos con 3H-ouabaina,y se calcula que son
alrededor de 32,400 a 40,000 sitios por célula (71 y 72),y en
células B y T de humanos con leucemia linfocitica crénica (LLC),
observaron que e] numero de bombas disminuye (71)

Se sabe que las concentraciones de Na intracelular aumentan
después de la adicidn de lectinas en células T ( 73,74,75 y 76}, y
es suficiente para activar la bomba de Na+/K+, esto también sucede
en células B tratadas con una gama amplia de estimulantes de
agonistas de Ig (77 vy 78), y en lineas de células T tratadas con
IL-2 (79), esto se sabe por 1los reportes de incremento de la
bomba de Na+/K+ determinado con nuabaina y PHA {80 y 81); se sabe
que la contribucién electrogénica de la ATPasa de Na+/K+, al (Em)
es de m&s © menos -7mV para restituir el potencial de membrana
(38)
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CAMBIOS DE Na+/H+

El cambio de Na+/H+ en diferentes tipos de células linfoides
se ha demostrado wutilizando wvarias técnicas. La actividad del
antitransporte de Na+/H+, se ha detectado en linfocitos de ratén
{82, 83 y 84), en linfocitos humanos, y en lineas de células T de
ratén y humano (85 vy 86),y en células B (56, 57, 85 y 87) . En
estos estudios se demuestra gue el antitransporte de Na+/H+ tiene
un papel importante en la linfoproliferacidén celular y la
diferenciacién.

La importancia del Na intracelular se asocia <con un
incremento en el f£lujo de Na+ tanto afuera como hacia adentro;
esta activacién es imprescindible para que se active el principal
mecanismo, la ATPasa de Na+/K+ gue 1nvolucrard a los diferentes
mecanismos en los cuales interviene el Na+,K+ y otros iones que
contribuyen a los cambios del potencial de membrana.
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CAMBIOS DE CONCENTRACION DE POTASIO DURANTE LA ACTIVACION

La primera conclusién de la existencia de canales de K+
activados por calcio en los linfocitos, fue propuesta por Rink y

Deutsch (30}, los que utilizaron quinina s
3,3'dipropiltiadicarboxiamina yodada (diSc3(5)), que bloguea los
canales de K+ activados por Ca++, Yy causan despolarizacidén en
linfocitos de bazo de ratédn, la despolarizacidén en 1linfocitos

volvidé a ser reportada en células de timo de ratén (38 y 88), Y en
linfocitos de bazo (30).

CANALES DE K+ DEPENDIENTES DE VOLTAJE

DeCoursey y col (8%), y Matteson y Deutsch (90), encontraron
corrientes que abrian canales y despolarizaban a la célula; estos
canales de K+ dependientes de voltaje se encontraron en células
citotéxicas (68 y 91), timocitos de ratén (66}, y en células B de
humane ({70 y 92).

Fukushima y Hagiwara {(93), encontraron dos tipos de canales
de K+, dependientes de voltaje en células T de humanos, uno de 9

plcosegundos(ps) y otro de 16 ps, la conductancia era de 4.2
nanosegundos {ns),estimando una densidad de 400 canales por célula
(93, 94, y 95), estos autores concluyen que los procesos de

activacién o inactivacidén estin mediados por uno o dos tipos de
canales para restituir el potencial de membrana,.

Cuando los canales de K+ activades por Ca++ son estimulados
se produce una hiperpolarizacidén; Gelfand y col (43}, reportan que
al adicionar fitohemaglutinina (PHA} en células T de sangre de
humano hay una hiperpolarizacién que cambia el potencial de reposo
entre ~10 a -15 mv; Deutsch y col{(96}, Schlichter y col (97},
detectan cambios en los canales de K+ dependientes de voltaje en
células T de humanos activados por PHA, ésteres de forbol.

Las evidencias indirectas implican a 1los canales de K+
sensitivos al wvoltaje en la secuencia de iniciacidn de 1la
proliferacidn, estos canales al ser bhlogqueados inhiben la
sintesis de ADN (70, 89 y 98) en células de ratdn;se ha propuesto
que estos canales de K+ estdn involucrados en los eventos
citotéxricos (91 y 99).
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CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE CALCIO DURANTE LA ACTIVACION

El calcio es conocido come uno de los segundos mensajeros,
interviene en una gran variedad de procesos celulares por ejemplo:
transporte de iones, secrecidén, proliferacidén, etc. Los sistemas
que intervienen en su translocacidén son ATPasa de Ca++ Yy canales
de calcio principalmente.

Las evidencias que se han encontrado para relacionar los
cambios de calcio extracelular y calcio intracelular, con la
activacidén de los linfocitos, son muy variadas por lo gque los
resultados aln no son precisos. Por ejemplo,se sabia que los iones
de calcio se requerian para continuar la proliferacién ¥y este
requerimiento era diferente si se trataba de células normales o
transformadas; sugerian que los cabtiunes divalentes calcio vy
magnesio regulan mutuamente el crecimiento y que el efecto del
calcio sobre la proliferacién celular puede reflejar una
interaccion entre el calcio y los sitlos de encadenamiento del
magnesio; estas observaciones revelaron que 1los cationes
divalentes tienen un papel primordial en 1la regulacién del
crecimiento porque al estimularse las células se observa
inicialmente la movilizacién del <calcio extracelular; estas
movilizaciones afectan los polisacéridos a los cuales se
encuentran encadenados y son ellos los que sufren los cambios en
1la funcidn en la regulacién (100), en experimentos realizados por
Fredman y Raff (101), en células T de ratdén encontraren que al
estimularse con ConA hay un incremento en la concentracidn de
calcio extracelular.

Las técnicas fluorescentes han revelado que en células 7T hay
un incremento en 1la concentracién de calcio intracelular al ser
estimuladas con ConA y PHA (32, 102, y 103}, Y antigenos
especificos (104), Y concluyen que esta elevacién en la
concentracidn de calcio intracelular es sostenida por una
concentracidén de calcio extracelular que induce a la proliferacidn

En células B los cambios de concentracién de calcio
intracelular también se han asociado con la activacién; Fredman y
Raff (101), observaron que en células B estimuladas con mitdégenns,
el flujo de calcio es en los dos sentidos. Braun y col (105), vy
Pozzan y c¢ol (106), al estimular linfocitos B con anti Ig
observaron gue hay un incremento en el flujo de ca++ intracelular,
con esto propusieron que las anti Ig inducen 1la liberacidn de
Ca++ de los calcisomas con 1la consecuente sefial de la
linfoproliferacidn.

Se ha observado 1la actividad de la ATPasa de Ca++ en
linfocitos T al ser estimulados por lectinas (107}; Lichtman vy
col(108), reportan que al inducir a linfocitos T con ConA o PHA,
la ATPasa de Ca++ se estimula.

También se han encontrado en células T canales de calcio
activados por ligande, estas investigaciones hechas por Gelfand y
¢ol {102}, reportan que hay una despolarizacidén y un incremento de
concentracién de calcio intracelular.
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rukushima y Hagiwara (93, 109, y 110), han encontrado canales
de Ca++ activados por voltaje en lineas de células B neoplasicas
de ratén, estos canales pierden selectividad y permiten el pasaje
de cationes monovalentes los gue cambian el potencial de membrana.

Los estudios hechos por Gelfand y col {111}, demuestran gue
para 1la induccién a la proliferacidén se requieren concentraciones
altas de calcio extracelular durante las dos primeras horas de
estimulacidn con lectinas y esto es importante para la
mitogénesis.

Las evidencias que se presentan pueden estar asociadas con
los cambios en 1la concentracién de caleio intracelular y la
activacién del linfocito.

As{ la importancia del potencial de membrana relacionade con
la linfoproliferaciédn, ain es controversial, va que son muchos los
fendmenos implicados . sSabemos que al ser estimulados los
linfocitos se produce wuna vrapida alteracién en 1la membrana
celular, lo que da una gran permeabilidad al K+, Na+ Y Cat+
principalmente, esto desencadena un aumento en la ingestién de
hexosas, amino 4cidos, nucledsidos y Ca++ los cuales son
esenciales en la mitogénesis del linfocito.

La figura 2 muestra un diagrama representativo de los
diferentes fendmenos gque suceden durante la activacidén de los
linfocitos.
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FIGURA 2

FUERA

DENTRO

DIAGRAMA REPRESENTATIVO DE LOS DIFERENTES FEMOMENOS QUE
SUCEDEN DURANTE LA ACTIVACION DE LOS LINFQCITOS

L. BoWBA DE Ka'/k' 6= FOSFOLIPASA C (PLC)

3- AMTITRANSPORIE Na' /H 7- FOSTATIDILINOSITOL

3- CANAL DE K SENSITIVO AL VOLTAJE 9- CANAL DE Cat!

4- RECEPTOR GEKERICO 9- CANAL DE K*ACTIUADO POR Ca*!
5- PROTEINA ASOCIADA AL GTP (G} 18- BOMBA DE Tatt

11- CaLCisona

PHYSIOLOGICAL REVIEWS. 1989. 69:2-472.
Grinstein, S.f Dixon, S. [on transport memhrane potential,
and cytoplasmic pH in Lisphacytes: changes duruning activatian



No se sabe que es lo que da origen al cancer, si sgon
cambios mediocambientales, fisiolbgicos © genéticos. Se han
sugerido algunos parametros para diferenciar a las células
cancerosas, pero por su heterogeneidad en las diferentes células
Yy su variedad genética , bicquimica, enzimdtica, inmunoldgica y
biolégica etc,no se ha pedido llegar a un acuerdo.

Aparentemente los genes que copntrolan el crecimiento y 1las
interacciones de las células cancerosas con sanas,son anormales en
su estructura y\o en su regulacién.

Se sabe que hay eventos intracelulares y extracelulares gque
pueden alterar 1la establlidad celular y los mecanismos gue
modifican 1la diversificacién, estos eventos no tienen la misma
importancia y solo algunos pueden ser relevantes para que se de la
proliferacién.

Probables enventos que modulan el fenotipo de la célula tumoral y
los mecanismos de diversificaciémn { 112 ).

I.- Eventos Intracelulares
1.- Cambios Nucleares
A) Alteraciones Cromosdmicas
*Ruptura
*Duplicacién\Pérdida
*Matriz\ Interaciones en la membrana
*Regiones con tincién homogenea
*Complejos transcripcionales
*Complejos de replicacidn

B) Alteraciones ADN
*Mutaciones
*Translocaciones
*Elementos transpeonibles
*Delecciones
*amplificaciones
*Oncogenes\Virus
*Genes supresores
*Errores en la replicacién del ADN
*Errores en la reparacién del ADN

C) Cambjos citoplasmiticos
*Alteraciones citosélicas s
*segundos mensajeros
*Protein kinasas
*Iones
*Cofactores
*Metabolitos
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b

Alteraciones Citoesqueleto
*Organizacion
*Interacidén con la membrana
E) Cambios en la sintesis de proteinas
*pPostranscripcional
*pPostraduccional

IT.- Eventos Extracelulares . -

Interaccién entre célula y célula
*Fusién de células
*Contacto de células
*Unidn de células

A

Factores de Interaccidén en la célula
*Hormonas
*Factores de crecimiento
*Factores de diferenciacidn
*Factores de Tejido\Organo

B

C} Interacciones en la matriz celular
*Receptores en la matriz
*Cambios en la forma de la célula
*Estroma

D) Efectos Iatrogénicos
*Perapia de radiacién
*Quimioterapia
wTerapia Bioldgica

Los microambientes son importantes en la determinacidén del
fenotipo de las células tumorales, la diferencia en los
microambientes que inducen eventos gue encabezan formas tumorales,
ademds de las interaciones celulares come nutrientes, factores de
crecimiento, oxigeno, hormonas, enzimas, iones y otros posibles
reguladores tumorales, juegan papeles importantes en la
determinacién de cambios genéticos.

El microambiente extracelular del tumer estd determinado por
lo sintetizado en 1la matriz de la célula alterada , estos
componentes son secretados y se infiltran a otras células
modificande sus microambientes, estos cambios pueden modular 1la
expresidén génica y propiedades fenotipicas de la célula {112).

En las leucemias se presentan multiples alteracicones en las
células dafada, lo més significativo es la pérdida en la
regulacidn de la proliferacién, 1lo que determina que se dividan
continuamente y lleven a cabo sus funciones de acuerdo con el tipo
de leucemias, son distintas poblaciones las que se ven afectadas.
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La desregulacién del control de la replicacién celular parece
ser el paso inicial del crecimiento neoplédsice vy , aungque no se
conocen exactamente todos los mecanismos de control, hay
evidencias gque sugieren que la membrana plasmitica desempena
actividades especificas en la proliferacidén celular, lo que se
demuestra al aplicar agentes gue afectan o alteran las propiedades
de 1la membrana como: la permeabilidad, el potencial de membrana,
etc., y éstos repercuten en la proliferacidn (113).

Se ha propuesto que las sefiales medicambientales causan
diferenciacién en las células linfociticas (112).

Rogan vy col al analizar las diferencias en las proteinas de
membrana entre un grupo de lineas de células linfoides y células
mieloides encontraron que hay una variacidén en los patrones de
proteinas Yy este cambic continua a lo largo de la diferenciacidn
de la célula linfoide o mieloide transformada., concluyen que
estos cambios pueden ser utilizados para la identificacién de los
diferentes tipos de leucemia, puesto que estas proteinas de
membrana pueden ser tomadas como huellas digitales (114}.

Se conoce que en diversos procesos patoldgicos relacionados
con la transformacién maligna, 1la caracteristica basica de éstas
células es que hay un decremento significativo en 1os nivelas de
potencial de membrana { citadoc en 27 }.

Las investigaciones del cambio en la concentracién de jones
durante la activacidén y su relacién con el potencial de membrana,
nos motivé para investigar si en una patologia ya establecida como
algin tipo de leucemia, hay cambios significativos en los niveles
de potencial de membrana en relacidén con células normales.
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HIPOTESTIS
¥

OBJIEBTIVOS

si en general existe una correlacién entre 1a

proliferacidén y los cambios en el potencial de la membrana, las
eélulas gue participan en 1la entidad patolégica conocida  como
leucemia, no deben ser la excepcién y en ellas deben existir

cambios en el valor del potencial de membrana.

Para probar la hipdtesis se plantearon como objetivos:

a) Demostrar que el potencial de membrana de las células
transformadas se encuentra modificado respecto al de las
células normales.

b) Observar si hay cambios en el potencial de membrana en los
diferentes tipos de leucemia.
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EQUIPOS Y METODOS

Se integraron 2 grupos de muestreo: el grupo I estuvo
formado por sujetos c¢linicamente sanos y el grupo II por
pacientes diagnosticados cen leucemia.

Se tomé una muestra de sangre periférica de 30 donadores

voluntarios, clinicamente sanos de 18 a 60 aflos de edad sin
importar el sexo y 31 nuestras de pacientes voluntarios con
diagnéstico clinico de leucemia ,del Instituto Nacional de

Cancerologia. Se tomaron de éstos 7 muestras gue eran de pacientes
con leucemia linfoblastica aguda (LLA), de 17 a 26 afios de edad,i0
muestras con leucemia linfocitica crénica {LLC), de 38 a 70 afos
de edad, 5 muestras con leucemia mielobldstica aguda (LMA},de 17 a
60 afos de edad, y 9 muestras con leucemia granulocitica crénica
{LGC), de 26 a 56 afos de edad. Se elaboré a cada paciente su
historia clinica.

Cabe mencionar que todos los pacientes se encontraban en
diferentes fases de tratamiento con quimicterapia: esguema para
lograr remisidn, esquema de consolidacidn, esquema de sostén o de
intensificacidn tardia.

La obtencién de sangre venosa radial se realizd con ayuda de
jeringas estériles de 10 ml { previamente heparinizadas 0.04 ml) o
con equipo™ vacutainer” en el caso de pacientes con leucemia, al
cual se le anadia heparina{ 0.04ml} 1,000 UI/ml ( Sigma).

En tubos de ensaye cada muestra se diluyé al 50% con solucién
salina balanceada (SSB)}, para separar los linfocitos por 1la
técnica de gradiente {115); a otro tubo de ensaye de 15 ml se le
agregaron 3 ml de Ficol Hypaque y 4 ml de la dilucidén de sangre,
se centrifugaron a 400 G, por 15 minutos, al terminarse el
centrifugado, se procedidé a separar la zona que contenia 1los
linfocitos que se depositan en otro tubo de ensaye, con ayuda de
una pipeta Pasteur; el suero que quedé en la parte superior del
tubo donde se centrifugd la muestra se separd también para tomar
el pH, con un potencidémetro digital H1 1280 ATC Hanna, los
linfocitos se lavaron dos veces con SSB, se suspendieron en 1 ml
de medio nutritive TC-199 6 minimo esencial de Eagle, a
temperatura de 37°C hasta realizarse el registro. La muestra se
centrifugé para formar un botdén compacto que permite hacer el
registro y ésta se pasa a la cubeta térmica |( construida para
estabilizar la temperatura a 37°C ). Fotografia 1.

Se «calibro el Osciloscopio Digital Hitachi, modelo VC 6015,
el microelectrodo (lleno con KC1 3 M), se conectd al
portamicroelectrodo, y este al preamplificador-acoplador de alta
impedancia WPI Modelo Electro 705, con el que a su vez se mide la
resistencia del microelectrodo , las resistencias mas apropiadas
son de 20 a 30 megohms .

Todo este equipo se encuentra dentro de una camara de Faraday
{cuya funcién es absorber ondas eléctricas que alteran 1la sefial o
ruido )la cudl estd conectada a tierra. Fotografia 2
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La cubeta térmica que contenia medio nutritivo, se <colocd
bajo- el microscopio esterenscépico (Zeiss), el electrodo
indiferente (alambre de plata c¢lorurada del ndmere 17), se
mantiene dentro del medio nutritivo, este dispositive se encuentra
dentro de una minicdmara de Faraday para evitar alteraciones de la
sefial eléctrica, Fotograffa 3

Se determiné la basal lsoeléctrica cuando al introducir el
microelectrodo de registro en el medio nutritivo, {en este momento
no existe diferencia de potencial porque los dos electrodos estdn
en el mismo medic}. Cuando el electreode de registro se pone en
contacto con la parte externa de la célula, se obtiene el
potencial de acercamiento, que generalmente es del orden de 1 a 2
mV,se observa una seial que vibra en el osciloscopio .Se introduce
el microelectrodo dentrc de wuna célula de la muestra para
determinar el potencial de membrana,( fotografia 4, 5y 6 ) se
repite el procedimiento un minimo de 4 veces, un maximo de 10
veces por muestra.

Se toma como potencial de membrana la media de los valores
obtenidos en la muestra de células registradas al azar.

Cada muestra de donadores voluntarics sanos contenia aproxi-
madamente 2.5 a 4.0 x 10 000/ milimetro cibico, de células
linfoides.

Las muestras de sujetos con diagnestico clinico de
leucemia contenian: LLA 600 a 700 células/ milimetro clbico.
LLC 1200 a 2000 células/ milimetro cibico.
LMA 900 a 1200 células/ milimetro cubico.
LGC 1000 a 2500 células/ milimetro cibico.
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EQUIPO - UTILIZADO PARA EL REGISTRO DEL POTENCIAL DE MEMBRANA

FOTOGRAFIA 1

1 - CUBETA TERMICA
2 - TERMOMETRO DIGIRTAL
8 = MICROELECTRODO VIVO
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FOTOGRAFIA 2

3= OSCILOSCOPIO 4~ PORTA MICROELECTRODO 5-~PREAMPLIFICADOR
ACOPLADOR - DE- ALTA IMPEDANCIA 6~ MICROSCOPIO ESTEREOSCOPICO
7-CAMARA  DE FARADAY (absorcidn de ondas eléctricas gque -alteran
la sefial o ruido) '
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FOTOGRAFIA 3

CUBETA TERMICA

PORTA MICROELECTRODO
MICROSCOPIO ESTEREOSCOPICO
MICROELECTRODO VIVO
MINICAMARA DE FARADAY
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FOTOGRAFIA 4

1Q- BASAL ISOELECTRICA = 0 mV
11- POTENCIAL DE ACERCAMIENTO = 1 a 2'.mV°
12~ POTENCIAL DE MEMBRANA REGISTRADO = -64 mV

calibracién del osciloscopic 1 cm= 20 mV.
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FOTOGRAFIA 5

10- BASAL ISOELECTRICA = 0 mV
11- POTENCIAL DE ACERCAMIENTO = 1 a 2 mV
12~ POTENCIAL DE MEMBRANA REGISTRADO = +8 mV

calibracidn del osciloscopio 1 cm= 10 mv

R R P R R
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FOTOGRAFIA 6

10- BASAL ISOELECTRICA = 0 mV .
11- POTENCIAL DE ACERCAMIENTO = 1 a 2-mV
12- POTENCIAL DE MEMBRANA REGISTRADO = -6 mV

Calibracidn del osciloscopio 1 cm= 5 mv-:~

27



RESULTADOS:

El valor del potencial - de membrana de sujetos
voluntarios clinicamente 5anos en nuestro dispositivo
experimental, oscila entre -60 a -70 mV, con un valor medio de
-66.26 mV, sin importar la edad ni el sexo (Tabla 1, Gréafica 1).

El valor medio estadistico del pH en plasma encontrado es de
1.4 unidades, aunque éste varia en un intervale de 7.2 a 7.4
unidades {Tabla 1, Gréfica 1).

El intervale de magnitudes encontradas en los valores de
potencial de membrana de los diferentes tipos de leucemia y por
cada muestra de pacientes es muy amplio, vya que se encuentran
valores desde -132 que marca una hiperpolarizacidn muy
considerable, hasta +46 mV que nos indica una despolarizacién
{Tabla 2, 3, 4 y 5)}.

En relacidén a los valores de potencial de membrana con el
mismo tipo de padecimiento { LLA, LLC, ¥y LMA), se obtuvoe un
compartamiento bastante uniforme en cada una de ellas, como se
observa en la media estadistica obtenida, mostrada en las tablas

2, 3 y 4), en términos generales, aunque hay algunos casos que se
salen completamente de los valores del comportsmiento general

Los valores del potencial de membrana son similares al
relacionar 1los tipos de leucemia aguda, como se aprecia en 1los
valores medios estadisticos de la LLA y LMA, ya que todos
muestran depolarizacidn de -13 a +35 mv (tabla 2 y 4).

En el caso de la LLA se observa que los sujetos oscilan en
una edad promedio de 19.85 afos, del sexe masculino, tienen
valores de potencial de membrana gque oscilan en un intervalc de +6
a +30 mvV, sin que se vea una correlacién con la edad, excluyendo
la muestra 2, que se sale del intervalo mostrado por las demds
muestras, probablemente se deba a la fase de tratamiento en que se
encuentre el paciente ( Tabla 2 ).

En general la poblacién de 1linfocitos provenientes de
pacientes c¢on LLA tiemen un comportamiente bastante uniforme,
mostrando una marcada despolarizacidn, con inversidén del potencial
{Grafica 2).

En cuanto al valor de pH extracelular se tiene un valor medio
estadistico de 7.5 pero este oscila en un intervalo de 7.3 a 7.7
lc que nos indica una tendencia a lo alcaline (Tabla 2 y Gréfica
2).
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En la LLC la edad promedic es de 64 afios, ésta varia de 38 a
10 anosg, el s=xo mas afectado por este tipo de leucemia 25 el
mascuiinoe, como 52 observa en la Tabla 3; el valor promedic del
pctancial d2 membrana es de -27.20 mV, este tambi<n varia de +8 a
-132 mv, incluse hay una inversién de la polaridad en las muestras
de los pacientes 9 v 17; pero se puede decir que el
comportamiento es uriiforme. Zsta despolarizacién que se observa se
aleja del potencial de membrana encontrads en sujetos clinicamente
53N0s, (excluyendo a la muestra 10 en 1z que hay una
hiperpolarizacidén muy marcada, esto quizad se deba a la fase de
quimioterapia en que se encuentre el paciente, ya que como se
menciond anteriormente, cada paciente estaba sometidc a un esquema
de quimioterapia especifico de acuerdo a su evolucidn) {Tabla 3 y
Gréfica 3), se ve ademds que a mayor edad se aleja mas del valor
del potencial de membrana encontrado en los sujetns clinicamente
sanos. Se diferencia de la LLA, vya que los valores no son tan
positivos; se aproximan a cero {(muestra %, 13, 15, 16 y 17 ), o se
mantienen dentro de los intervalos negativos { muestra 8, 10, 11,
12 y 14} (Gréafica 3).

En cuanto al pH extracelular el valor medio obtenido es de
7.4 unidades, pers éste varia de acuerdo al nimero de muestra,
y éste oscila de 7.0 a 7.6 unidades lo que nos indica que tiende a
un pH alcalino (Tabla 3 y Grafica 3}).

Nuestro muestreo de la LMA se puede separar en 2 poblaciones
1) jdvenes masculinos y 2) adultos femeninos. Se obszerva que en el
valor del potencial de membrana en adultos femenines hay una
despolarizacidén, pero menor, respecto a los jovenes masculinos
(Tabla 4 y Grafica 4), ademds a menor edad se alejan mas del
potencial de membrana encontrado por nosostros (Tabla 4, muestra
18, 19 y 20}, aunque la edad promedio es de 37 afios, se nota que
el comportamieto del potencial de membrana es uniforme, puesto
que en todos los casos hay inversion de la polaridad; observames
ademds gque a mayor edad se acercan al valor que corresponde a la
isoeléctrica, es decir la diferencia del potencial es muy baja
{solo en mujeres), y mientras mds se alejan de la isoceléctrica se
alejan mads del valor del potencial de membrana observandose una
marcada despolarizacidn [ solo en hombres) {(Tabla 4 y Grafica 4).

El valor del pH extracelular promedio es de 7.6 unidades
pero este oscila de 7.4 a 7.7 unidades dependiendo del numero de
muestra, lo que nos indica que hay una tendencia a un pH alcalino
{Pahla 4 y Grdfica 4)., estos valores coinciden con los obtenidos
an la LLA (Tabal 2 y Gréafica 2}, en donde se nbserava que las
muestras tieni-: & la alcalinizacidn, por lo tanto en los procesos
agudos el PpH fisnd+ 2 alcalinizarse ain mds que en los procesos

crénicos.
En la leucemia granulecitica crénica (LG™ 2nTentrames  que
la edad promedin es de 40.44 afios, el sexo predcr n . .te es el

femenino; el valor promedio del potencial de membrana es de +3.66
mV, pero se observan variaciones tanto en la edad de los pacientes
como =n los valores del potencial de membrana de los linfocites vy
aunque la suma de los valores pesitivos es de +24 mV y de los
nhegativos de =-22.65 mv, nos muestran que la c#lula esta
despoldarizada (Tabla 5 y Grafica 5), cabe mencional que en este
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padecimiento la poblacidn afectada no es la linfocitica y apesar
cde éstn ge& encuentra modificade el valor del  potencial  de
membrana.

El wvalor K del pH extrac=lular promedio es de 7.6 unidades,
pero éste varia , segin el nimero de muestras, de 7.4 a 7.6
unidades, se obgerva también que en este padecimiento hay una
tendencia & la alcalinizacidn (Tabla 5 y Gréafica 5).

En la Gréfica 6 se ven los promedios de pH en plasma del
control Y cada uno de los diferentes tipos de leucemia,
observindose que los diferentes tipos de leucemia tienden a la
alcalinizacién y que en los procesoso agudos es mas notorio el
cambio.

En la mayorfa de las muestras no existen formas blésticas (75

a 80 % de los pacientes}, por lo gue se puede concluir que el
potencial de membrana promedio que aqui se reporta se debe a que
las  células estdn alteradas y no a que se encuentren en divisién
como hipotéticamente se pudiera suponer; ademds en los pocos
pacientes en los que abundaban las formas blasticas, con lo que
aumenta la probabilidad de que el registro corresponda a dichas
células, el valor del potencial de membrana es parecido al de las
células alteradas.

La correlacién de cada uno de los diferenciales (centeo
celular) de cada una de las muestras con los diferentes tipos de
leucemia, no dan datos suficientes que nos indiquen una relacién
con los valores encontrados para el potencial de membrana de cada
una.

En la Tabla 6 y Grafica A, se observa el promedio vy
desviacién de 1los grupos en estudio.

Para comprobar si habia diferencias significativas entre los
valores de potencial de membrana de las células linfociticas
control y las <células linfociticas de los diferentes tipos de
leucemia, se aplicd la prueba estadistica de ANOVA, se encontrd
una F (4,56)= 43.936 {Tabla 7), obteniendose como resultado gue
exlsten diferencias estadisticamente significativas con una
probabilidad de error de 0.05.

Ademés se aplicéd 1la prueba de Tukey para observar en que
grupos de leucemias se presentaban diferencias respecto al
control,

Como se nmuestra en la (Tabla 8), se encontraron diferencias
del grupc control con todos los tipos de leucemia, la LLC con
todas las demads y la LLA, LMA y LGC no tienen diferencias entre
ellas.
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LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Tabla 2
No. paciente Edad (afios) Sexo Em (mV) pH
1 17 M +25 7.7
2 20 M -13 7.4
3 26 M +23 7.6
4 26 M +29 7.6
5 17 M +30 7.7
6 16 M + 6 7.5
7 17 M + 8 7.3

X=19.8 X=+15.43 X=7.5




'LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

Tabla 3
No. paciente Edad (afios) Sexo Em (mV) pH

8 70 M - 36 7.6

9 70 M + 2 7.5
10 67 M -132 7.0
11 38 F ~ 52 7.4
12 70 F - 30 7.4
13 67 M - 6 7.1
14 58 M - 14 7.3
15 70 F - 6 7.4
16 70 M - B 7.5
17 60 M + 8 7.5




" LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA

Tabla 4
No. paciente Edad (afios) Sexo Em (mV) pH
18 17 M +32 7.6
19 17 M +27 7.4
20 17 M +35 74
21 50 F * 4 7.5
22 60 F + 6 7.7

X =32 X=+20.80 X=7.6




LEUCEMIA GRANULOCITICA CR. |

Tabla 5
No. paciente Edad (aros) Sexo Em (mV) pH .
23 46 F +44 7.6
24 28 M - 8 7.5
25 41 F -52 7.4
26 56 F +46 786
27 41 F +10 7.5
28 486 F - 8 7.5
29 20 F +32 76
30 56 F + 5 76
31 30 F + 9 7.6

X»40.44 X=+B66  X=7.6
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LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA
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LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA

Grafica 4
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LEUCEMIA GRANULCOCITICA CRONICA
Grafica 5
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TABLA. 6

. Promedio’y desviacion de”los:.grupos‘en 2studio’

e.

x £ .d.

1 éthrﬁi i ‘vb T -66.26 £ 7.0
LA SR U 15:42 £ 16,0
1LC ‘ ' -27.20 £ 13.0
LMA e T 20,80 t 18,0
e CoEeeee o Bl f 1140
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Tabla 7. Analisis de Varianza.

Fuente G.L Suma de Cuadrado Medio valor
cuadrados F

Modelo 4 80020.708 20005.177 43.936

Error 56 25497.981 455.321

Total

corregido 60 105518.690

Tabla 8.  Analisis de Tukey para rangos multiples

Bloque Frecuencia Promedio Homogeneidad
FE entre los grupos

Control 30 -60.2666 *
LLC 10 -27.2000 *
LGC 9 8.6666 *
LLA 7 15.4285 *
LMA 5 20.8000 *

Los resultados mostrades en las tablas 6, 7 y 8 se obtuvieron
mediante el uso del programa de estadistico de computacidn
statgraphics el cual se corrio en una computadora IBM XT.
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DISCUSION

Los valores de potencial de membrana de los linfocitos de
sangre periférica obtenidos en humanos clinicamente sanos, se
encuentran entre los intervalos de -60 a -70 mV, lo gue coincide
con lo reportado en la literatura (30, 36, 38 y 41). La membrana
celular se mantiene en un estado estable, dado gque no hay
activacidn celular; representa el estado de alerta en espera de la
seflal de " inicio de la respuesta inmune y estd dade por la
actividad de 1los diferentes mecanismos de la membrana para
mantener el potencial en condiciones normales.

Aln no se sabe exactamente como se encuentra modificada
fisioldgicamente y morfolégicamente la membrana plasmatica en
ciertos padecimientos como en el caso de la leucemia .

Existen escasos articulos que hablan al respecto, en los que
se ha mapeado la estructura de la membrana de lineas de células
leucémicas (116); de acuerdo con esto parece haber una disminucién
en elementos de la membrana, fosfolipidos y proteinas membranales
en un 35%, lo que probablemente represente a su vaez una
disminucién de los segundos mensajeros.

También se sabe que hay diferencias en el tipo de proteinas
membranales encontradas en los diferentes tipos de leucemia; lo
cual ha permitide tener un patrdn que sirve como huella digital
{114), por lo que al estar cambiadas las proteinas membranales es
légico suponer que estas proteinas membranales al no ser
funcionales o estar ausentes (ATPasa que conforman canales)
genaran diferentes concentraciones idénicas intracelulares y
extracelulares con el consecuente cambio de potencial de
membrana.

En cuanto a la electrofisiologia existen pocos reportes
especializados y hay algunos que se relacionan con el tema de
potencial de membrana en una forma indirecta: se ha sefialado
disminucidn de las proteinas con funcidn de ATPasa de Na+/K+ en
células T y B de humano cen leucemia linfocitica crénica (71}; se
han encontrado que 1los canales de Ca++ activados por voltaje, en
lineas de células B neoplasicas de ratén, pierden su selectividad
y permiten el pasaje de cationes monovalentes lo gue cambian el
potencial de membrana (93), los flujos de Ca++ se asocian con la
actividad de cambios de Na+,H+ y PpH intracelular, acompafiados de
incrementos de segundos mensajeros con los gue se activan lineas
de células T de humanoc con leucemia linfocitica crdnica {52).

Un dato més que apoyaria lecs vresultados es lo encontrado
por Camercn y col (117}, estos investigadores observan que las
concentraciones intracelulares de sodio son mayeres en las
células transformadas que en las normales y también es diferente
la concentracién si es una célula que se divide lentamente.
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El  cloro presenta el mismo patrén de distribucidén que el
sodio en relacidn a su concentracidén , tanto en el niicleo como en
el citoplasma, por lo tanto, altas concentraciones de sodio y
cloro se asocian con la mitogénesis y a mayor concentracidn con
la oncogénesis.

Con base en estas modificaciones estructurales y funcionales
de la membrana de las células leucémicas, respecto a la membrana
de 1la célula control, es légico comprender el cambio en el
potencial de membrana que encontramos en las células alteradas
patolégicamente, como se muestra en los resultados de las tablas

2, 3, 4 y 5. Se encuentra en ellos un intervalo amplio de
magnitudes de potencial de membrana en los diferentes tipos de
leucenmia.

pDado que el potencial de membrana de las células de los
pacientes con el mismo tipo de padecimiento caen dentro del mismo
intervalo, con muy pocas excepciones (muestra 2 de LLA, 9, 10 y 17
de LLC). Es probable que las alteraciones estructurales vy
funcionales sean comunes en el mismo tipo de padecimiento (114),
aunado a que 1la alteracidn de estos padecimientos es genético
{118), lo que repercute en la activacidn celular, gue de acuerdo a
lo sefalado en 1los antecedentes implica movilizaciones iénicas y
por ende un cambic en el potencial de membrana .

Con lo anterior se aclara ila incégnita planteada
anteriormente, respecto a que el cambio en el potencial de
membrana sea causa o efecto de la activacidn celular, de acuerdo a
la secuencia mencionada en 1la introduccidén , los eventos
indispensables para la activacién de 1los linfocitos, Y la
expregidén de los genes correspondientes a la sintesis de proteinas
que forman parte de la membrana, pueden ser regulados por la
actividad de 1los diferentes componentes membranales, lo que da
lugar a que la célula se mantenga en proliferacidén continua al no
poder regular el control de la divisién celular.

Como se puede observar en las tablas y grificas 2 vy 4, en los
linfocitos provenientes de pacientes con padecimientos agudos, 1la
polaridad de su membrana cambia muy notablemente despolarizéndose
hasta invertir el signo, en tanto que los linfocitos de pacientes
con padecimientos crénicos { tablas 3 y 5 ) presentan una

despolarizacién menos marcada. Lo anterior se manifiesta
clinicamente, dado que los pacientes con padecimientos agudos
tienen mal prondstico, en tanto que los crénicos tienen mejor
prondstico.

A nivel celular se puede interpretar como un mayor grado de
alteracién en la membrana plasmitica de las células linfociticas
de pacientes con procesos agudeos, por lo que las células afectadas
10 desarrollan las funciones que les corresponden y dada 1la
condicién tan alterada de la célula, el dafioc o el proceso es
irreversible, lo que da lugar a la muerte del paciente. En los
pacientes de leucemia crdnica el potencial de membrana de los
linfocitos no se encuentra tan alterado en relacidén a lo
encontrade en nuestro dispositive experimental control, incluso
algunos valores se aproximan a los valores control, lo que nos
habla de que la alteracién en la membrana plasmatica ne es tan
severa, por lo que las células pueden desenpelfiar parcialmente sus
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funciones y los pacientes pueden sobrevivir a su padecimiento.

.Como se observa en los resultados de los diferentes tipos de
‘leucemia, aunque hay una tendencia a seguir un comportamiento
homogéneo, lgs valores del potencial en el mismo tipo de
padecimiento, muestran valores dentro de un mismo intervalo de
acuerdo con el padecimiento. Existen también excepciones que se
manifiestan en valores gque salen de los intervalos caracteristicos
para cada padecimiento, esto probablemente se deba a la fase de
tratamiento farmacoldgico en gue se encuentren los pacientes, ya
que aungue éstos son manejados bajo un mismo esquema de
tratamiento, éste sa va mondificands de acuerdo a la evolucidén de
cada paciente y debe recordarse que cada caso es Unico, porque si
bien el padecimiento se agrupa dentro de una denominacidn por
clertas caracteristicas comunes, el origen puede ser muy
diferente, asi como el establecimiento y la evolucidn, yva que
dependen de las condiciones genéticas, sociales, nutricionales,
educacicnales, ambientales etc, de cada paciente.

En relacidn a la leucemia mieloide y granulocitica ha sido
sorprendente observar que e] potencial de membrana de 1os
linfocitos ,sin ser la poblacidn directamente afectada, también
estd modificado respecto al control, ya que se encuentran valores
de inversidn del potencial muy propnunciados, lo que se interpreta
como una respuesta general de todas las células ya que al no ser
la poblacidén afectada de alguna manera repercute en el cambio de
potencial de membrana, pues al encontrarse en un mismo tejido hay
una interaccidn de estas células con los productos que sintetizan
los granulocitos normalmente y que en los padecimientos seflalados
se encuentran alterados, como se describié en la introduccidn.

En cuanto al valor de pH extracelular encontrado, égte
oscila de 7.0 a 7.7 unidades de pH en los diferentes tipos de
leucemia, pero tienen una tendencia a lo alcaline, por lo que se
encuentra modificado respecto a lo reportade para células en
reposo ( 6.8 a 7.4 unidades), y aunque el papel de pH intracelular
es muy discutido autores como Gerson y Kiefer (61), y Greinstein
y col ( 65), sugieren que la alcalinizacidn nre es esencial para
la multiplicacidén celular, otros autores como Rosoff y Cantley
(62 y 63}, Stanton {64}, relacionan al antitransporte de WNa+/H+ y
el posible papel del pH intracelular en la regulacidén de 1la
linfoproliferacidén y diferenciacidn celular. Como se indica en la
introduccién, al ser estimuladas las células se observan cambios
en el pH intracelular en células T y B alrededor de 2.1 a 0,2
unidades (49,50,51,52, 53, 54, 55, 36 y 57), y como se tiene a
unidades logaritmicas 21 cambio en una décima de unidad de pH es
muy significativo en cuanto a la concentracion de iones en el
medio extracelular, ya que puede jugar un papel muy importante en
la regulacidn de los sistemas en general por ejemplo.

Consideramos importante sefialar que 1 pH ligeramente
alcalino encontrado extracelularmente en los pacientes con
leucemia, influye de alguna manera en la linfoproliferacién o
pudiera ser probablemente resultado del padecimiento mismo, por
lo que es importante que éste sea estable para el funcionamiento
apropiado de las células.
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Aunado a que el microambiente puede contribuir a un cambio de
concentracidnes idnicas y este mismo microambiente puede alterar
la funcion de la célula vecina cambiande su microambiente y por lo
tanto sus funciones (112) vy como estamos en un medio en donde hay
muchas c#lulas con diferente funcién ( sangre ), en el cual hay
interaccidén constante, este cambio microambiental conlleva a un
cambio mas genevalizado con el consecuente cambio de pH
extracelular.

El potencial de membrana que aqui se reporta se debe a que
las células estdn alteradas patoldgicamente ¥y no a que se
encuentren en divisidén, el conteo diferencial de cada una de las
muestras nos indica que no hay relacidén con los tipos de leucemia
y los valores del potencial de membrana encontrades.

Los resultados del trabajo permiten propouer la
caracterizacién de estos padecimientos por su electrofisiologia.
La dificultad de ésto estriba en que cada paciente se encuentra en
distinta fase de tratamiento, lo que de acuerdo a los resultados
modifica el potencial de membrana , asi gque debe de considerarse
este factor para evitar interpretaciones errdneas.
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CONCLUSIQONES

Bl potencial de membrana se encuentra modificado en los
linfocltos alterados patoldgicamente por procesos leucémicos en
relacién con los linfocitos obtenidos de sujetos clinicamente
sanos.

£1 potencial de membrana en los linfocites provenientes de
pacientes con leucemias agudas es de signo positive, en tante gque
en los 1linfocitos provenientes de pacientes con leucemias
crénicas,la modificacidn del potencial de membrana no es tan
marcada, ya que incluse algunos valeres se aproximan mis al valor
del potencial de membrana de una célula inactivada,

Al establecer 1la relacidén de los datos electrofisiolégicos
con los datos clinicos se concluye que cuande el potencial de
membrana estd invertido hay un mal prondstico, en tanto que un
potencial hiperpolarizado, despolarizado o préximo a cero se
relaciona con un buen prondstico en la svolucidn del paciente.

El pH extracelular se encuentra ligeramente virado hasta 0 03
unidades tendiendo a lo alcalino en los pacientes con leucemia.
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