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INTRODUCCION

Transduccidén 'y transporte en bla nembrnn;n'plasmética.

La membrana plasmatica es un;; ‘estructura’ de fundamental
ixﬁportancia para'el funcionamiento normal de las células, entre sus
princlpaies funciones se cusntan el tra'nsporter de sustancias dehtro
y ‘fuera de”la‘célula y la transduccién de sefiales externas.

. Generalmente, estas dos funciones son realizadas kpor
estructuras discretas y distintas de la membrana; el transporte es
un  fenémeno que ocurre mediado por dos. tipos difez‘éntes de

”protein.as me.mbranales:a)los transpﬁrtadores y b) ios canales
i6nicos, siendo una de las principales diferencias entre los dos
sistemas la velocidad con que realizan el transporte; 'los canales
iénicos catalizan el flujo de iqnes a altas velocidades, de el
orden de 107 a 10°% iones/s, mientras gue los transportadores tienen
nameros - de recambio bajos; el intercambliador Na-K transporta
alrededor de 500 iones Na+/s (Moczydlowski, 1986). La funcién de
los transportadores depende estrictamente del suministro de energia
metabdlica, es decir de ATP, mientras que los canales iénicos
funcicnan independientemente del estado energético de la célula y
dependen de 1la energia libre almacenada en el gradiente
electroquimico de los iénes para transportarlos -o sea, de las
diferencias de concentracién de los icnes en ambas caras de la
membrana plasmitica y de la diferencia de potencial eléctrico a
través de la wisma= y del poctencial de membrana o de la interaccién
con un ligando para activarse.r Este hecho se refleja en: las
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‘dependencias de tmnperaturw, 1a ccnductarch Ao 168 can
un. Q= 1.3-1.6 cercanc a la difusién en aqua, mientra :
‘transportﬂdbres tienen Q, cercanos a 3.0. o

La transduccién, por el contrario, es una funcxén llevada a

“‘cabo por receptores especificos de membrana, generalmente acapladoa
a un sistema complejo de enzimas membranales gque constituyen la
maquinaria que convierte la sefial recibida por el receptor en un
mensaje intracelular (como el sistema de proteinas G ,los de‘
nucledtidos ciclicos o los fosfoinositidos).

No obstante muchos de los receptores funcionan ellos mismos
como canales i6nicos, convirtiendo 1la recepcidn del mensaje
extracelular en un flujo rapido de ijones; este flujo es el
resultado directo de la transduccién y es Gtil para la sefalizacién
a través de los cawmbios en el potencial de membrana de que soun
responsables (Hille,1992).

En general, los canales if6nicos que tienen un papel directo en
la transduccién de sefiales externas, funcionan en una escala de
tienpo muy corta, del orden de milisegundos y han evolucionado para
dar respuestas rapidas a estimulos mediades por sustancias
quimicas; tal es el mode de funcionar de las sinapsis quimicas.
Esta forma de transduccién es bastante bien conocida y se halla en
la base del funcionamiento de los sistemas nerviosos. (Kuffler et
al.,1984).

Un sequndo tipo de transduccién rapida mediada por canales
iénicos y que se ha reconocido como tal desde hace poco tiempo

(Sachs,1991), es la transduccién de sefales mecénicas y los canales




- involucrados en ella han:recibido el nombre gqpéricp de

mecanosensibles o mecanotransductores (Morris, 1990).

Propiedades de los canales isnicos. . 5 USRS

La gran mayoria de los fenfmenos dque ocurren en la membrana -
plasmitica est&n dominados por los canales i6nicos. Estos son
proteinas oligoméricas transmembranales que permiten y regulan el
paso de esolutos ionizados dentro y fuera de la célula. La
estructura mids simple para un canal, es la de una proteina . que
forma un poro en su interior y se encuentra embebida en 1la
membrana. El poro comunica los espacios intra y extracelular; en
general, este poro estd alineado por residuns de aminodcidos con
carga o por grupos funcionales que se comportan como dipolos
eléctricos, lo gque le confiere a los canales la propiedad de
admitir en su interior moléculas jonizadas de diversos tamafios y
cargaa por interaccién electrostitica. La capacidad que tiene un
canal para permitir la entrada diferencial de iones de distinto
tamafio y carga se denomina selectividad iénica y esta determinada
por la organizacién molecular de la regién del poro, es decir, el
didmetro del poro, los sitios con carga dentro del mismo, su
longitud,etc. y por las propiedades fisicas de los iones.

La selectividad i6nica de un canal no es un fenémeno tode o
nada, por ejemplo, un canal que es selectivamente permeable al ién
potasio también permite el paso de otros cationes monovalentes y

divalentes, pero con mayor o menor facilidad con respecto al
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pbtasio, sin excluirles del -toda. -La ‘Eacilidad con :que un
determinado ién perméa, se puede cuantificar mediante una medida
que se denoinina coeficiente de permeabilidad’y q\.{e es 'una propiedad
especifica para cada i6n y de cada canal iénico., Existen varias
~definiciones de la permeabilidad las cuales dependen del tipo de
suposicicnas gque se hagan para describir el procesoc de permeacién
de los iones a través del canal. La mis simple se obtiene cuando se
supone que los lones atraviesan el canal debido a la suma de la
energia almacenada en el gradiente de concentracidén y en la
diferencia de potencial eléctrico transmembranal a lo que se
denomina electrodifusién. La definicién de permeabilidad a la que
se llega es la siguiente: P=DB/1.

Donde D es el coeficiente de difusién, B es el coeficlente de
particién del ion en un lipido y 1 es la longitud del canal.

Una de 1las explicaciones m&s sencillas de por qué 1la
permeabilidad es selectiva se basa en dos suposiciones basicas: a)
que las diferentes permeabilidades a distintos iones de un mismo
canal se deben a2 sus diferentes velocidades de movimiento en agua,
(caracterizadas por el cceficiente de difusién} y a que tienen
distintas solubilidades en agua (coeficientes de particién), y b)
que el movimiento de los iones dentro del canal es cualitativamente
igual a la difusién en sclucién acuosa. Bajo las suposiciones
anteriores, se aplica la teoria de la electrodifusién de Nernst-
Planck, que predice relaciones cuantitativas entre la corriente
i6nica (fluje) y el voltaje y los flujos unidireccionales del ion

que lleva la carga, que se pueden resumnir en el principio de



independencia‘ (Hille, 1992), que predice que Tos! 1anes se muevenr

dentro del canal sin interactuar entre si, ni con el canal'

embargo, se conocen una serie de fenbémenos en précticamente ; d

los canales, dque violan 1las predicciones del prlﬁcipié}

independencia y que se pueden explicar satisfactoriameﬁfé Eijse;
considera que los iones interactGan, por lo menos, con éiéios?’
dentro del canal y muchos otros no se pueden explicar si né eé
suponiendo que los iones interact@an entre si ademis de sitios del
canal, mientras permean.

Si se considera que los iones interactGan con un sitio de
carga neta dentro de la luz del canal, las permeabilidades
relativas de los iones que un canal permite permear, dependen, en
el caso mds dgeneral, de la diferencia entre la energia de
hidratacién del ion (esta es una medida de que tan fuertemente
interactGa una molécula ionizada con las moléculas del agua en que
estd disuelta) en una solucién de no muy alta fuerza iénica y la
energia del proceso de adsorcién del mismo i6n a un sitio
cualquiera de carga neta dentro del canal. Esta diferencia es una
funcién del radio cristalino del i6n permeante y de la carga
eléctrica del sitio de interaccién del interior del canal. Para una
sola carga fija y constante y para un didmetro del poro mayor que
dos veces el radio del i6n hidratado, la relacién entre el radio
cristalino de Pauling y la diferencia de energia en cuestién
determina todas las secuencias de permeabilidad conocidas para
préacticamente todos 1los canales i6nicos (Hille,1992). Esta

explicacién fenomenolégica de la selectividad i6nica en un canal,



es vilida no sb6le para los cationes monovalentes;xsinc tambiédn nara
los aniones de la serie liotrépica y para huchos cationes orgénicos
de mayor tamano que los cationes alcalinos.ﬁ

Ya que la selectividad i6nica se puede explicar en términos de
las interacciones de los 1ones‘con ellcanal, otros fendmenos se
deben poder explicar con los mismos conceptos; los movimientos del
i6n dentro del canal pasando entre estos sitios, se pueden entender
come un proceso de unién y desuni6n a los sitios cargados, que
depende del escalamiento de barreras energé&ticas que son mis o
menos constantes en funcién del tiempo y son una propiedad de los
sitios de unién determinada por la arquitectura molecular del canal
i6énico en cuestién, las barreras energéticas son por el contrario
funciones de la diferencia de potencial eléctrico a través del
canal y de la especie ib6nica que acarrea la carga, por lo que la
magnitud de los flujos de iones mediados por el canal, es también
una funcién del potencial eléctrico y varian de acuerdo al idén que
lleva 1la corriente, determinando asi la forma general de 1la
relacidn entre el voltaje transmembranal y la corriente a través
del canal. A esta relacién se le denomina curva corriente voltaje
(I-V) y es una de las mejores maneras de caracterizar la
permeabilidad de los canales iénicos. Estas conclusiones generales
socbre el mecanismo del transporte de iones en el canal, han
permitido estudiar el transporte de solutos por los canales i6nicos
con 1las herramientas de la teoria cinética de Eyring, que
caracteriza la corriente i6nica como una funcién de las constantes

de velocidad del proceso de "salto" sobre barreras energéticas y



éohsiéera:a sﬁ:véé’qhé éstas son funciones del voltaje, y no solo

con 1as aptoximaciones basadas en la electrcdlfusién,.

U En lcs parrafos anteriores se ha explicado como ocurre. el

” paso de un soluto  en un canal iénico que no presenta mas
limitaciones al paso de los iones que las de la selectividad, es
decir, se ha supuesto que el canal permanece con las aperturas a

" los lados citopldsmico y extracelular no obstruidas por ﬁingﬁn
agente, ya sea inherente o extrafic a la estructura del canal, sin
embargo, una de las caracteristicas de los canales iénicos es gue
permiten el paso de iones pero también lo regulan en muy diferentes
maneras.

La gran mayoria de los canales i6nicos, con excepcién quizas
de algunos tipos de uniones comunicantes, estdn construidos de
forma tal que poseen estructuras que les permiten interrumpir la
continuidad entre los ambientes citoplasmico y extracelular de la
membrana y, asi, controlar la corriente que pasa a través de ellos,
estas estructuras de denominan genéricamente compuertas, y se han
conceptualizado como verdaderas puertas de acceso, aungque se
conozca pobremente su construccién molecular. La posicién espacial

.de las compuertas le confieren al canal, en el mas sencillc de los
casos, dos posibles conformaciones con respecto al paso de iones,
conductora o abierta y no conductora o cerrada, de esta forma el
canal fluct(Ga entre las conformaciones permitiendo el flujo iénico
81 estd en el estado abierto e impidiéndolo si estad en el estado
cerrado; la frecuencia a la que ocurren las fluctuaciones, es una

funcién de algdn factor fisiol6gico como el voltaje (potencial de



,lﬁembfana)’, l_ta iﬁter‘a"c’ci_én»er‘\ una regién extrécelular especialirad-
éon algunas:’xnc»iéc:ufla"s,rj en ei:‘ case de canales-receptores, la
interack;ién con molécui;s pééhahas y enzimas solubilizadas en el
c‘itoblésma : o 1nseitadas en- la  membrana, como ocurre en los
(vf'e‘néymenos dé modulacién de los canales y finalmente el grado de
'—censién‘rtangencial de la membrana plasmatica, en el caso de los
'_’c':'anales mecanosensibles. Si se supone que las frecuencias de 1la
transicién del estade cerrade al estado abjerto estidn en
equilibrio, entonces la proporcién de canales abiertos y la de
canales cerrados estdn dadas por la distribucién de Boltzmann y por
lo tanto el cociente entre la cantidad de canales abjertos y el
total de canales, es una funcié6mn sigmoidal del estimulo que provoca
la transicién al estado abierto del canal, sea éste el voltaje, la
concentraci6tn del agonista o la tensién.

Cuande se examipan las corrientes generadas por un gran
ntGmero de canales abiertos o corrientes macroscépicas, es posible
determinar la proporcién de canales abliertos como el cociente entre
la corriente a cada valor constante del estimulo que abre los
canales (concentracion de agonista, voltaje, etc) y la corriente
ma&xima generada. Esta determinacién se hace usualmente variando el
potencial de membrana en un rango amplio, para poder estudiar las
partes del proceso gue son dependientes de voltaje. En el caso de
los registros de la actividad de un solo canal, la misma
determinacién se logra estudiando el cociente entre el tiempo que
el canal permanece abjerto y el tiempo total del registro, lo cual

.es equivalente a determinar la probabilidad de apertura. En las
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corrieﬁtgs ;naictos’cépicas,v la;‘dep.enderjdiardeib';/‘oil»ta'je‘ ‘de‘ 1a apertira:
de ;:a'na‘l;esb bi_:ontrolados por el voltaje,‘ sékbxy'et?leja"»en las 'g:u:;\,;as & g
bv‘coz‘;x:'iem:;e‘—voltaje macroscépicas, por lo que éstas po»sbeen dcé ‘!;ipos .
de informacién: la concerniente a la permeacyién de la especie-
- d6nica acarx;eadora de corriente en el canal y la correspondiente al
‘n‘ﬁmerc de canales abiertos a un determinado voltaje. Es pox;- 15 )
“razén ' anterior gque para extraer informacién sobre estos dos
procesos se deben realizar experimentos en que se minimicen los
efectos del ndmero de canales abiertos sobre las corrientes para
estudiar la permeacién; es decir, se midan las corrientes que pasan
a través de un nfimero constante de canales abiertos o se mida la
corriente gque pasa a través de un solo canal abierto. En el caso de
los registros de canal Gnico, la curva I-V también contiene
informacidén sobre la dependencia de voltaje de la apertura aungque
estd mayormente determinada por la permeacién de los iones. Se ha
demostrado asi que la corriente que fluye a través de un solo canal
abierto cuando el voltaje transmembranal es constante no varia y
que no existe, a nivel unitario relacién entre la duracién de la
apertura del canal y la corriente que pasa por &l. Los estudios del
transporte de iones a través de canales unitarios también han
revelado que las fluctuaciones que el canal realiza entre los
estados conductores y no conductores ocurren de manera aleatoria y
se observan como pulsos cuadrados de corriente constante cuando el
potencial de membrana es también constante. La duracién de las
aperturas del canal, revelada por la duracién de los pulsos de

corriente, es una variable aleatoria, es decir, el canal no se abre
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tie pc dado y la

un nﬁmero convtante ‘de veccs en un’ 1n ervalc d

: duracién de 1las aperturas no’ es’ tampoco fija sino’ que varia

tipicamente entre algunos ckentos de microsegundos y algunos

cientos de milisegundos, ‘ae “tal; forma que la distribucisn de
intervales de tiempo que el canal permanece abierto, es en el caso
mis general, una suma de términos exponenciales donde el nimero de
conponentes de la sumatoria’ es ‘“igual“ al ntmero de estados
conformacionales o estructuras conductoras o no conductoras, gque
puede adoptar el canal. Se puede demostrar que las constantes de
tiempo de cada término exponencial de las distribuciones de
tiempos abierto y cerrado, son proporcionales a los inverses de las
constantes de velocidad que caracterizan cinéticamente a las
transiciones entre los estados conductores y no conductores del
canal, y que son estas constantes cinéticas, o al menos una de
ellas, las que dependen del factor que determina la apertura del
canal, ya sea el voltaje transmembranal, la concentracién de un
ligando, etc. De esta forma, si una constante que determina la
transicién entre el estado cerrade y abierto se hace grande, el
canal tenderid a pasar mayor tiempo en el estado abierto y por lo
tanto la probabilidad de encontrar al canal abierto o la fraccién
de tiempo que permanece en ese estado, en un intervalo de tiempo
‘fijo, tenderd a su valor maximo. Es interesante notar gue el mismo
resultado se obtiene 5i la constante para la transicién inversa, es
decir, para el cierre del canal, se hace pequefia y esta diferencia
cualitativa s6lo se puede evidenciar del detallado estudio de las

funciones de densidad de probabilidad que determinan las formas de
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dlstribucién de los intervalos de’ tiempo de apert:uras y cierres del .

:‘canal (Horn y Vandemherg, 1982). Adicionalemente una dlferencia

3 cualitat.tva de esta naturaleza se puede interpretar en térnu.nOS del
-} los sitios de accién del fact:or que x:egula ‘la apertura de 1os

’canales Y por ‘ende tiene informacién acerca de la arquitectura
molecular del canal isnico. 3

En pérrafos anteriores, cuando se presentd el proceso der

. permeacidn en los canales iénicos, se mencion6 el hecho de que se
puede ganar informacién sobre la estructura del poro del canal al

aplicar modelos basados en estructuras fijas del canal abierto, sin

embargo esta informaciébn debe ir acompafiada con investigaciones

sobre la forma en que los jones permeantes compiten por ocupaz; el

interior del canal y sobre como ocurre el proceso de blogueo de las

corrientes por moléculas gque son impermeables o muy poco

permeables. Asi se puede determinar si los procesos anteriores son

dependientes del voltaje y por ende ocurren dentro del campo

eléctrico de la membrana, en un sitio especifico dentro del canal

(Weodhull,1973), o no son afectados por el potencial eléctrico

transmembranal y por lo tanto ocurren en sitios adyacentes al

canal, en regliones no estructurales o bien en una zona localizada

en la superficie del acceso de los i6nes permeantes al poro del

canal. Finalmente, una de las aproximaciones més recientes en el

estudio, tanto de la permeacién en los canales como de la apertura

y cierre de los mismos, lo constituye la manipulacién molecular de

los canales cuya biologia molecular se conoce con mayor detalle. La

aplicacién de técnicas de biologfia molecular permite la

13



manibu;ééibﬁ»hifectéfdé;iosﬁcoﬁponentes primarios de 1a proteina
formadoréidel;Canalgles decir, se pueden llevar a cabo mutaciones
puntuﬁiesfy esﬁudiar de esta forma la contribucién de regiones o
residuos de aﬁinoécidos especificos en el procesos bajo estudio, no
obstante, las manipulaciones genéticas de las moléculas del canal
afectén la estructura cuaternaria del mismo ? no es f&cil separar
los efectos debidos a cambios estructurales o cambios

conformacionales mis generales.

Canales mecanosensibles.

Aunque los canales iénicos no dependen de energia metabélica
para su funcionamiento, si necesitan una fuente de energia para
llevar a cabo las transiciones entre los estados abiertos y
cerrados. Los canales activades por voltaje utilizan la energia
almacenada en el potencial de membrana para este fin mientras que
los canales activados por agonistas usan la energia libre de la
interaccién con el agonista para favorecer la misma transicién.

Existe otro tipo de canales gue usan la energia potencial
almacenada al someter la membrana plasmdtica a una tensién
tangencial, y por ende funcionan come elementos transductores
mecanoeléctricos. Estos canales han sido llamados sensibles a
estiramiento o mecanotransductores y fueron descritos por primera
vez en 1984 en el misculo embrionario de pollo (Guharay y Sachs,
1984). Posteriormente se han descrito en pricticamente todos los
tipos celulares en gue se han buscado, aungue no corresponden a un

Gnico tipo biofisico.
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‘La ma:yo:"“dli‘fker;enéia entre'estos c:a_halé's en diéiihtas ’célu"'las;,,

corresponde: a la selectividad jdnica, En células de metazdariocs,

ylos' canales mecandsenéibles son catiénicos e*élﬁsiv'ainenée y.se
pueden agrupar en dos tipos, los no selectivos 'y losv éélectﬁrbs a
potasio (Morris, 1990; Ubl et al.,1988). En algunos pfccar;qntes,
por el contrario, existen canales no selectiv.os -que. beﬁitén la
permeacién de aniones (Gustin et al.,1988 ;Kulberg, 1987). Los
canales de el tipo no selectivo son los mis comunes y los que
presentan la mayor cantidad de similitudes, pues casi todos son
rectificadores an6malos y pucden mediar corrientes de calcio cuando
la concentracién extracelular de éste es baja y son blogueados por
calcio cuando su concentracién se eleva. A los canales
mecanosensibles de este tipo se les ha asociade con varias
funciones celulares. En el misculo liso se supone que participan en
la depolarizacién inducida por la contraccién y en el masculo
esquelético de algunos insectos se les ha responsabilizado de la
contraccison miogénica de alta frecuencia. En el epitelio coroideo
(Christensen, 1987) y en la glia de Muller (Puro, 1990), se ha
propuesto que el incremento en [Caf‘J‘ producido por la entrada de
calcio mediada por estos canales en condiciones anisosméticas,
activa flujos de potasic que contribuyen a la regulacién del
volumen celular. En el epitelio corneal se cree que participan en
el control de la secreciédn del humor vitreo y en el mantenimiento
de la transparencia de la cornea (Cooper et al., 1986).

En cuanto a los canales mnecanosensibles selectivamente

permeables a potasio, sus posibles funciones estdn menos claras. En
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'bla tO“\d, seh

B

.5610 un caso, . en una linpa § celular

demostrado una correlacién entre-la regulaclén del volumen celular
Y ‘la activacxén‘de flujos ‘de potasio mediados por estos canales
"(sa)rcin, 1989; Falke y Misler,1989). En los ovocitos de un pez, se
ha demostrado que durante la divisién de las blastébmeras se
producen cambios ciclicos en el potencial de membrana y que éstos
se deben a la activacién también ciclica de canales de potasio
activados por estiramiento, aunque se desconoce el significado de
estos cambios (Medina y Bregestovski, 1988). También en conos de
crecimiento neuronal se supone que estos canales participan en la
regulacién del potencial de membrana del cono y que esto tiene
alguna relevancia en el control de la migracién y diferenciacién
neuronal (Sigurdson y Morris, 1989). En las células mecanosensibles
de los o&rganos del oide, el canal responsable de la transduccién
mecanoceléctrica es un canal de potasio (Corey y Hudspeth, 1979),
éste es quizd& el Gnico caso en que la funcién de un canal
mecanosensible se encuentra plenamente Jjustificada y se ha
estudiado con mucho detalle (Roberts et al., 1988). En otras
células especializadas en la mecanotransduccién como el huso
neuromuscular, aunque se ha reportado la existencia de canales
mecanosensibles, no se ha establecido el papel que juegan en la
mecanotransduccién.

A diferencia de los canales no selectivos, los cahales
mecanosensibles permeables a potasio tienen curvas corriente
voltaje lineales y aunque no se ha estudlado exhaustivamente, ni se

ha probade en todos “los tipos celulares su farmacologia, son
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generalmente sensibles a las mismas drogas que otros canales de
) potasio no sensibles al estiramiento.

La explicacién mas aceptada de la sensibilidad al estrés
mecdnico en los canales mecanosensibles es que estén estrechamente
relacionados con el citoesqueleto de la membrana (Alberts et al.,
i990) el cual actGa como un elemento visco-eldstico cuando se
incrementa la tensi6n tangencial de la membrana, acopldndola
directamente al mecanismo de apertura del canal. Los modelos
cuantitativos que se han desarrollado para explicar la dependencia
de la probabilidad de apertura con la tensién se basan en ésta
suposicién (Sachs y Lecar, 1991; Roberts et al., 1988}, sin
embargo, se ha obtenido alguna evidencia experimental de que estos
canales podrian ser mecanosensibles por efecto de un artefacto, es
decir, la formacién del sello de alta resistencia podria alterar la
estructura del citoesqueleto y hacer que un canal adguiera una
sensibilidad mecdnica que en condiciones normales no posee (Morris
y Horn, 1991), sin embargo, existen pruebas en contra de esta
hip6tesis. Guharay y Sachs (1984) reportaron que el canal de la

acetilcolina es insenaible a la pra2aién.

Canales iSnicos en los astrocitos.

Los astrocitos son un tipo celular del sistema nervioso (SN)
al que se han atribuido uma serie de funciones en el mantenimiento

de la homedstasis de)l medioc extracelular de las neuronas, gue se
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.édnsidérabk FAmov ;55 {céiu1$$V EQS'_ihpdrtﬁﬂtesl]en' el SN . Los
é;ﬁré#itdg‘pafﬁicipén:én 1a réé&pgpfa de'ﬁéurétrahsmisores, como el
ééido qlﬁtémico y el GABA, siendo indispensables para'completar la
“sintesis ‘del Acido glutamico, pues lo deéradan a glutamina y la
rﬁéircﬁlan de regreso a las neuronas, donde es nhuevamente
tfansfomada en glutamato, existen evidencias, por 1o menos en
astrocitos de anfibios, de que son responsables del control de la
concentracién extracelular de potasio mediante un sistema de sifén
(Kuffler et al,1984); al aumentar la concentracién extracelular de
potasio debido a la actividad eléctrica de las neuronas, los
astrocitos internan el potasio a través de canales de potasio
rectificadores an6malos y lo liberan a la regién opuesta a la de
captura a través también de canales de potasio. Este mecanismo de
sifén, implica una regionalizacién en la distribucién por lo menos
de los canales de potasio, la cual a sido demostrada en células
gliales de 1la retina (Ashcroft et al 1988). También se ha
demostrado la existencia de varios tipos de canales de potasio en
los astrocitos de mamiferos; poseen un canal de potasio dependiente
de voltaje muy similar al rectificador tardio de muchas cé&lulas
excitables, en cuanto a su dependencia del voltaje, cinética,
permeabilidad y sensibilidad farmacolégica a drogas como el TEA y
Cs; existe también, aungue no se encuentra en todas las células, un
canal del tipo rectificador anémalo que no ha sido bien
caracterizado. En los astrocitos de tipo 2, gque en general tienen
un fenotipo mds o menos neuronal, se ha demostrado la existencia de

canales, también permeables a potasio, activados por calcio
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intracelular y otros similares a los tipo A de muchas neuronas.
Aparte de los canales de potasio, por lo menos el 50% de astrocitos
en cultivos primarios expresan un canal de sodio dependiente de
voltaje, que es bastante similar a los canales de sodio de tipo
neuronal, aungue tiene una cinética m&s lenta, finalmente, se han
descrito canales de calcio de tipo L cuya expresion se induce por
factores presentes en los sueros de cultivo que son totalmente
desconocidos (Barres et al.,1988). Un hecho interesante, comfn a
todos los canales dependientes del voltaje en los astrocitos, es
que las curvas de activacién por el voltaje se encuentran corridas
hacia el sentido negativo con respecto a sus andlogos neuronales,
lo cual se correlaciona con los potenciales de reposo mas negativos
de los astrocitos. Algunos de los canalés de potasio presentes en
los astrocitos son los responsables del potencial de membrana, que
es muy negativo y depende casi exclusivamente de la distribucién
pasiva de potasio.

No obstante qua los astrocitos del SN de mamiferos parecen
tener 1la bateria de canales 16nicos, minima necesaria para
participar en el amortiguamiento espacial de la concentracién del
potasio extracelular, no se ha demostrado aGn una distribucién
diferencial de sus canales de potasio, ni existen pruebas
conclusivas de que lleven a cabo un anmortiguamiento de 1la
concentracién del potasio por sifoneo, tampoco se ha encontrado una
explicacién a 1la presencia de canales iénicos que se sabe son
responsables de la excitabllidad y su regulacién en neuronas

(Hille,1992), Ya que los astrocitos son células inexcitables, gque
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no participan en la sefalizaci6n ‘nqerv'iésa./'Uanpos‘;iybiyl‘idaa ~7es> que -

sean intermediarios en un reciclaje’de:los’canales.iénicos de las’

neuronas; otra, gue por 10 ‘mencs 1o

necesarios para procesos  tales como-'la regulacién de ‘voluln‘en'

celular.

Regulacién del volumen celular.

El volumen de una célula es una caracteristica que debe ser
conhtrolada en forma precisa, debido a gque las concentraciones
intracelulares de muchas moléculas se deben mantener en limites muy
estrechos y cualquier cambio de volumen conlleva un cambio en la
concentracién de solutos. Adem&s, cambios importantes en el volumen
pueden provocar la lisis celular (Cala, 1990).

Existen muchos procesos patolégicos en el sistema nervioso en
los que estdn implicados cambios en el volumen celular, como las
isquemias, algunas epilepsias,etc., aungue no se conoce la relacién
causal entre estas patologias y los cambios de volumen (Macknight,
1988) .

No todos los tipos celulares poseen los mismos mecanismos que
les permiten regular el volumen cuando &ste es alterado. Cuando la
osmolaridad del medio que rodea a una célula disminuye, é&sta gana
agua forzada osméticamente y tiende a extruir solutos que se
denominan osméticamente activos; muchas células sacan aniones
mediante la activacién del intercambiador anitnico CL1'-HCO; (Sarkadi
et al.,1984). En otros tipos celulares, se ha descrito la salida de

polioles, uréa y aminodcidos (Law y Burg, 1321}, finalmente se han
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observado cambios en la permeabilidad al potasic en algunas células
y en otras se han estudiado los flujos de salida de potasio,
probablemente mediados por canales de potasio y en algunas células,
acoplados c¢on la activacién de canales mecanosensibles no
selectivos (Christensen, 1987). En el caso de las moléculas
orgidnicas, no se conocen totalmente los mecanismos por los gque son
movilizadas. Algunos autores han propuesto que los amincdcidos son
extruidos por los mismos sistemas de transportadores por los gque
son internados, mientras otros favorecen un mecanismo de bombeo
activo acoplado con uno difusional (Schousboe et al., 1991,
Pagantes-Morales et al,1990).

Los solutos inorgdnicos como el K*, Na* , €1° y HCO3", por el
contrario, se sabe que son movilizados por transportadores
especificos o por canales ibnicos; en este illtimo caso, el hecho
mis documentado es que en algunas células existen eflujos de
potasio acoplados con eflujos de cloruro. El propésito de todos
egtos mecanismos es expulsar solutos que acarrean agua
osméticamente al Iinterior de la cé&lula, y de asi, reestablecen el
volumen celular; a este proceso se le conoce como disminucién

reguladora del volumen.
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OBJETIVOB

El prop6sito del presente trabajo, es investigar la existencia
de canales iénicos mecanosensibles en astrocitos en cultivos
primarios de cerebelo de rata y caracterizar sus propiedades
biofisicas bAsicas. Esta es una preparacién que se usa extensamente
para estudiar la regulacién de volumen celular y los canales
mecanosensibles pueden ser relevantes para dicho proceso, por lo
que es necesario conocer su comportamiento para determinar si

tienen o no un papel en este proceso.
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HATERIALES ¥ METODOS

Obtenoidn dea culéivos primarios de astrocitoa.
Los cultivos de astrocitos de cerebelo se preparan de acuerdo
al método descrito por (Patel y Hunt,1985)., Brevemente, se disocian
. los.cerebelos de ratas de 7 dias de edad, las suspensiones de
células disociadas se siembran a una densidad de 225 x 103
cél}llas/ml en cajas de petri de pléstico que contienen 4-5 piezas,
"de vidrio cortadas de cubrecbjetos y previamente tratadas con poli
L-lisina (5 pg/ml). El medio de cultivo contiene medio basal Eagle
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor
(Gibco), Gluatamina 2 mM, penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50
ug/ml. Las cajas se mantienen en una incubadora a 37°C con una
atmbsfera hGmeda de 5% CO, - 95% aire. Estudios inmunocitoquimicos
anteriores en el laboratorio (Moran y Pasantes,1991), muestran gue
los cultivos de astrocitos obtenideos de esta forma tiemen un 95% de

pureza.

Blactrofisiologia.

La caracterizacién de los canales mecanosensibles en los
astrocitos, se realiz6 mediante el empleo de la técnica de fijacién
del voltaje en microireas de membrana plasm&tica (Patch-Clamp)
(Hamill et al., 1981)., Mediante esta metodologia se pueden
registrar las corrientes que fluyen a través del canal y se pueden

estudiar los cambios conformacionales que sufre el canal. El
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ptogedimieﬁt§ consiste ‘en aislar una regifn ide meskrana con uni
micrépipeta de vidrio que interactida molecularmente con la membrana
Y forma un sello eléctrico de muy alta resistencia, del orden de
Gigaohms (GOhm), lo que permite resolver las pequeflas corrientes
que pasan por los canales que se encuentran en la membrana atrapada
en la micropipeta. Las corrientes se hacen pasar por un convertidor
corriente-voltaje que funciona al mismo tiempo como un circuito de
tierra virtual, lo gque permite fijar el voltaje entre la tierra y
el microelectrodo. La resistencia de retroalimentacién en el
convertidor corriente-voltaje es la que determina la ganancia del
amplificador.

En el sistema de registro, el ruido eléctrico depende
estrechamente de la resistencia del sello, por lo que para poder
resolver las corrientes gue pasan en el canal se deben tener
resistencias mayores o del orden de 10 GOhm (Ver diagrama 1).

Dado que el sello es mecdnicamente muy estable, se le puede
manjpular en varias formas. Por ejemplo, se pueden cobtener
registros de parches de membrana separados de la célula al retirar
la pipeta de registro de la superficie de ésta, lo que permite
controlar si ambiglledad la composicién de las soluciones que bafan
al canal, asi como el voltaje transmembranal.

La técnica de registro es la descrita por Hamill et al, 1981
y se utilizé la configuracién del lado citoplasmico hacia afuera,
(inside-out). Las micropipetas se construyeron en dos pasos con un
estirador de pipetas (Narishige) y se pulieron con calor en una

microforja de manufactura casera. Las pipetas tenfian una
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biagrama 1

-12v

Diagrama del circuito del convertidor corriente-voltaje (I;V);
La constante de tiempo R,C, se compensa con el compensador de
frecuencia, el amplificador A; suma dos seflales filtradas con
constantes de tiempo variables para cancelar 1los transientes
capacitivos. En B se nmuestra en detalle el circuito del
amplificador Al para el convertidor I-V. El convertidor I~V se
monta directamente sobre un micromanipulador y el portapipetas se

conecta a &1 sin cables (Tomado de Hamill et al.,1981).



resistencia, en solﬁc;én con alto potasio, dé-4;B'Moﬁm§;'lo gua1:
corresponde, segtn Neher b's Sakm;nn j(1954); a’ un ‘diametré de
apertura de 1-2 um. El electrodo de las micropipetas se fapricb con
alambre de plata y se clorurd e1e¢troliticamente, lo mismo que el
electrodo de tierra, gque se construyd con agar en solucién del
normal (ver Soluciones}), el amplificador usado fue un List EPC-7
(List Medical), el cabezal se monté sobre un micro manipulador
hidriulico (Narishige) de tres ejes, en 1la platina de un
microscopio invertido Nikon TMD; los cubreobjetos gue contienen las
células se transfirieron de las cajas de cultivo a la camara de
registro, con un volumen de 0.7 ml, que contiene la solucién que se
desea bafie el lado intracelular de la membrana, y se 1av;;on pof lo
menos cuatro veces durante 5 min. Las soluciones del baflo se
cambiaron con un sistema de perfusién por gravedad y una bomba de
vacio.

Se obtuvieron gigasellos mediante la aplicacitn de succién al
interior de la micropipeta a través de una manguera en serie con un
manémetro de mercurio, con el cual se determiné la presi6n aplicada
mediante una jeringa de 5 c.c.; este sistema se empled también para
aplicar succién variable, con el fin de estudiar la dependencia de
los parimetros del canal con la succién. Una vez obtenidos los
sellos, se logrd la configuracién inside-out retirando rapidamente
la pipeta de la superficie de la célula, dado que la solucién
vintracelular” contiene calcio 1.2 o 2 mM, en varios experimentos
se formaron vesiculas en el electrodo, éstas se rompieron medijante

una répida exposicién de la vesicula en la punta del electrodo al
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aire.: i

Tos datos Eueron filtrados antes del muestreo con el filtro

Bessel de cuatro polos del EPC-7 a una frecuencia de corte de 3kHz,
se muestrearon en una computadora (Gama PC) a una frecuencia de
10KHz con el usc de un programa comercial (PCLAMP 5.5), después de
“_set digitalizados mediante un convertidor analbgico-digital
(Labmaster) con una resolucién de 12 bits y se almacenaron en disco
duro. En algunos experimentos donde se hecesitaban registros
largos, los datos se capturaron analégicamente en cinta magnética
con una grabadora de instrumentacién (Hewlett-Packard), a una
velocidad de 7i/2 pulgadas/s y posterjiormente se digitalizaron para
su anélisis.

Todos los datos se analizaron en una computadora mediante el

uso de PCLAMP 5.5 Y ASYSTANT.

Soluciones.

Las soluciones se prepararon con reactivos de grado analitico
(Sigma Co.) y utilizando agua bidestilada; el pH se ajusté siempre
a 7.4 con HCl ,NaOH o KOH (0.1 N); todas las soluciones se
filtraren con filtros de 0.22 um.

Concentraciones en mM:

i) solucién intracelular: NacCl 6§, KCL 130, KH,PO, 1.4, HEPES S,

ii) Solucién normal: NaCl 130, KC1 5, KH,PO, 1.4, HEPES 5

iii) solucién sin C1° (III): NaCl 5, Gluconato de K 130, KH,PO, 1.4,
HEPES 5.

Todas las soluciones contienen CacCl, 1.5 o 5 mM, segGn se indique.
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RESULTADOS .

Expresién de canales en astrocitos cerebelares.

Los astrocitos cerebelares en cultivos que no han alcanzado
la confluencia, son célulag aplanadas de las cuales es dificil
obtener sellos de alta resistencia ( >10 GOhm) estables (Figura 1);
por esta razoén, los cultivos fueron tratados con dibutiril-AMPc
(db-AMPc), que es un andlogo permeable del AMPc Yy que se sabe
produce cambios morfolégicos en astrocitos y en algunas neuronas,
siendo los m&s notables el aumento en el volumen somético y la
aparicién de procesos. Tanto en astrocitos corticales de rata, como
en algunos otros tipos celulares, se sabe que produce alteraciones
en la expresién y algunas propiedades de proteinas de membrana
incluidos canales iénicos de calcio y de potasio (Barres et
al.,1989), razén por la cual se reallzaron experimentos en cé&lulas
tratadas con y s8in db-AMPc, sin encontrarse diferencias por 1lo
menos en lo que respecta a las propliedades y densidad de los
canales mecanosensibles, no obstante, se encontrdé que las células
tratadas con db-cAMP expresaban una mayor cantidad de canales da
potasio dependientes de voltaje que las células control. En
algunas pocas cé&lulas (4) se encontr6 un canal de alta conductancia
que corresponde probablemente al canal de cloro reportado por

Kettenman (1990).
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Figura 1

Fotomicrografias que mnuestran: A)-La apariencia de un cultivo
primario de astrocitos en confluencia a la edad de una semana. La
mayoria de las células son aplanadas, pero en general, de grandes
dimenciones. DPismetro medio: 20 um.

B) Astrocito con una tipica pipeta en su superficie. Alrrededor del
50% de las células usadas formaron sellos de alta resistencia.

Tluminacidén K8hler, campo c¢laro. 200x.



Canales mecancsensibles en astrocitos cerebelares de rata en
cultive primario.

La membrana de estas cé&lulas presenta un canal iénico que
puede ser activado al aplicar succién a la luz de la micropipeta,
después de obtener un sello en la configuracién "on-cell e "inside~-
out", la activacidén del canal no se obtiene si se varia el voltaje.
La figura 2 muestra el trazo de un registro continuo de 10 s de
duraci6n. Durante la primera mitad del registro, se aplic6é una
succién de 40 mmHg y en donde indica la flecha, se dej6 de aplicar
la succién, lo cual hace que cece la actividad del canal. De las
aproximadamente 500 células gue se utilizaron, solo en unas 20 se
encontrd este canal y pricticamente en todas se encontrd actividad
unitaria, es decir, el parche de membrana contenfia un sole canal.

La figura 3 nmuestra registros obtenidos en el mismo
experimento de la figura 2 a diferentes intensidades de succié6n; es
notorio el incremento de la actividad del canal conforme se aumenta
la succién. El incremento en la succién no afecta la amplitud de la
corriente, lo cual es un resultado relevante para entender 1las
fuerzas que activan a los canales mecanosensibles. La figura 4
muestra una grafica de 1la duracién de los eventos contra la
amplitud de cada uno de ellos, en ausencia y en presencia de
suceidn. La amplitud promedio no cambia, no hay correlacién entre
la amplitud y la duracién de los eventos individuales y por el
contrario el numero de eventos (aperturas) se incrementa

significativamente cuando se incrementa la succién. En la Tabla I
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Figura 2

Aperturas del canal inducidas por la succién. La parte A

muestra corrientes unitarias inducidas por un pulso de succ;én de
40 mm Hg, medidas a un potencial de -100 mV. La flecha indica el
término de la aplicacién de la succién. Las partes B y C muestran
segmentos del trazo A graficadas en una escala expandida de

tiempo. La ganancia del registro es de 100 mV/pA.



Figura 3
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Efecto de la'succién sobre la probabilidad de apertura del canal.
El mismo parche de membrana con un sélo canal se sometid a
distintas intencidades de succién, que se indican a la derecha de
cada traze, en mm Hg. Se observa un incrementc en el numerc de

aperturas al aumentar la succidn. Potencial de membrana: -90 mV.



se resumen estos efectos. La amplitud de la corriente no cambia al
Variar ld intensidad de la succi6bn y s6lo se altera al cambiar la
fuerza impulscra de los iones i.e. el voltaje transmembranal.

Existe la posibilidad de que la succlédn no active directamente
al canal, sino que incremente el drea de la membrana del sello,
reclutindose de esta manera algunos canales que se encuentran en la
regién del sello, los llamados "canales de la orilla" (Hamill et
al., 1981), Yy que sean éstos los canales gue se registran durante
el pulso de succién, anulando la teoria de que los canales bajo
estudio sean activados mec&nicamente. Para probar tal posibilidad
ge aplicaron pulsos de voltaje al sello y se midié el cambio en el
componente capacitivo de la corriente, con y sin succi6n. La
magnitud de la corriente capacitiva transitoria es proporcional al
Area de la membrana, dado que la membrana plasmitica tiene una
capacidad especifica constante de 1 uF/cm2. Al sustraer
digitalmente registros control (sin succi6én) y registros con
succidn, el componente capacitivo desaparece totalmente, indicando
que la succién no produce cambios en la capacidad de la membrana y
por lo tanto del drea de la misma y descartando asi la posibilidad
de que los canales de la orilla contribuyan a los registros. No
obstante la succi6én produce un aumento en la corriente de fuga, lo
que indica que la resistencia del sello disminuye, pero éste es un
artefacto totalmente reversible (Figura 5).

Con los datos obtenidos de registros largos se puede construir
la curva de probabilidad de apertura o fraccién del tiempo que el

canal permanece abierto en funcién de la intensidad de la succién.
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Amplitude (pA)

‘Figura 4
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Grafica de dispersién de la amplitud de las transiciones
unitarias del canal a un potencial de -40 mV. La parte A muestra el
control. Se detectaron solo 31 transiciones durante 5 s. En el
panel B se detectaron 317 transiciones con una succién de 40 mm Hg
durante un tiempo igual de observacién. Las lineas horizontales
representan la amplitud promedio de la corriente 2.51 pA en A Yy

2.25 pA en B. Las dos graficas corresponden al mismo experimento.
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‘Los’ resultados estan expresados como la media +- D.S. de la
corriente unitaria en al menos cuatro diferentes succiones en el
intervalo indicado incluyendo 0 mm Hg, al mismo potencial de

membrana. Parche "Inside~out" bafiado en soluciones asimétricas de

potasio.



Figura 5
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Aperturas del canal inducidas por la succién durante 1la
aplicacién de pulsos de fijacién de voltaje. La columna A es el
control, en B se muestran las aperturas inducidas por 30 mm Hg de
succién, la columna € muestra la reversibilidad. Las flechas
muestran el inicio y término del pulso de voltaje cuye valor se
muestra a la izquierda de cada linea. El potencial de mantenimiento

es de 0 mV. Soluciones de alto potasio simétricas (sclucién i).



En "la Figura 6, se observa gque el aumento en la succién incrementa .
la probabilidad de apertura (P); cuantitativamente, los datos'seA
ajustan a una ecuacién similar a la distribucién de Boltzmann con
pardmetros E'=46.6 mmHg, K=10.5 mmHg, donde E' es la presién a'la
que los canales permanecen 50% del tiempo en el estado abierto'y K
es una medida de la pendiente de la funcién. La. forma:de la -’

ecuacién es:

-1
P Trexp ((E-B) /KI @

Los pardmetros y la funcién a la que se ajustaron los datos, son
similares ‘a los reportados para otros canales mecanosensibles (Yang
y Sachs, 1990; Guharay y Sachs, 1984; Cooper et al., 1986). Se
construyeron las distribuciones de tiempos abiertos y cerrados
considerando s6lo eventos de apertura y clerre mayores de 500 useq,
dado gue los eventos menores a este intervalo no se pueden validar
totalmente debido a la frecuencia de muestreo. Los histogramas se
pueden ajustar a la suma de dos componentes exponenciales con una
constante de tiempo larga y otra corta. Para realizar el ajuste de
los componentes exponenciales se utilizé un método de minimos
cuadrados no lineal que esti implementado en los programas de
PCLAMP. La figura 7 muestra alguncs de los histogramas de tiempo

ablerto y cerrado y de amplitud de corriente a -10 mV y 30 mmHg de
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Figura 6~
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Efecto de la succidn sobre la probabilidad de apertura del
canal. Cada simbolo representa un experimento diferente de por lo
menos 10 s. de duracioén. E1 potencial de membrana es de -90 nV en
todos los experimentos., La linea continua es el ajuste a la

ecuacién de Boltzmann con E'=46.6 mm Hg y K=10.5 mm Hg.
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Distribuciones de tiempos abiertos (A) y cerrados (B) del
canal sensible a estiramiento con una succion de 30 mm Hg. las
lineas continuas se calcularon con una regresion no lineal de los
histogramas a la suma de dos exponenciales. Las constantes de
tiempo son: Panel A; 1,=0.6 ms, 7,<27.3 ms. Panel B; 7,=1.5 ms,
T,=23.2 ms. Panel C; histograma de amplitud de la corriente, Media

2.2 pA, S.D.=0.2 pA.




suceién,

‘ En la figura 8 se muestra el efecto de la succién sobre las
constantes de tiempo de las distribuciones de tiempo abierto y
cerrado en escala logaritmica; claramente las constantes de tiempo
abierto se alargan y las de tiempo cerrado tienden a disminuir,
estos dos efectos son responsables del incremento en la
probabilidad de apertura dependiente de la succién. La pendiente de
la linea de regresién da una medida de la sensibilidad de cada
constante a la suceién y muestra que las constantes de tiempo
cortas son las mis sensibles a la succién.

La selectividad ifnica del canal se estudié con los protocolos
de pulsos de fijaclén de voltaje y cambiando las concentraciones de
los iones a ambos lados del parche de membrana. La figura 9 muestra
la curva corriente-voltaje (I-V) de un canal en solucicnes de KCl
simétricas (solucién i). Se observa que el potencial de inversioén
es igual a cero mV, sugiriendo que el canal es selectivo a potasio.
Sin embargo, el mismo resultado se obtendria para un canal no
selectivo en las mismas condiciones iénicas. Si se sustituye el KC1
por gluconato de potasio, la curva I-V permanece esencialmente
inalterada, (Figura 10), lo que significa que el Cl° no permea por
el canal, atn cuando la fuerza impulsora pare é&ste es muy grande.
La figura 11 muestra el efecto de sustituir el X* en la cara
intracelular del parche de membrana por Na' en forma asimétrica: el
potencial de inversién se corre en el sentido depolarizante y la
corriente saliente se hace muy dificil de detectar; si, por el

contrario, se sustituye la solucién extracelular por una mezcla de
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Figura 8

time constant (ms)
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Las constantes de tiempo como funciones de la succién. Ay B;
constantes de tiempo del estado ablerto; C y D, constantes de
tiempo del estado cerrado. Las sensibilidades a 1la succitn
determinadas de las pendientes son (mm Hg''): A=0.0078, B=0.0081,
C=-0.0089, D=-0.0090.



‘Figura 9

Relacién corriente~voltaje para el experimento de la figura 5.
Los simbolos son los datos experimentales y la linea continua
representa el mejor ajuste al modelo de dos barreras con G;=4.9
kcal/mol, G,=7.9 kcalfmol, w=3.2 Kcal/mol y §=0.25. Soluciones de

alto potasio simétricas.



Figura 10

Efecto de la sustitucién de aniones sobre las corrientes
activadas por estiramiento. Solucién de la pipeta contiene KC1l 130
mM y la soluocién del bafilo Gluconato de K 130 mM. Los simbolos son
datos experimentales y la linea continua representa el ajuste al
modelo de permeaciébn con G,=4.9 kcal/mol, G,=6.4 kcal/mol, W=1.6
kcal/mol y 6§=0.25. E1 inserto muestra corrientes de membrana a -120

mV antes (izquierda) y durante 30 mm Hg de succi6ébn (derecha).



Nacl y Kcl, ‘el potencial de inversién se corre en el sentidn
hiperpoiarizénte ¥ la corriente saliente se hace m&s prominente
{(Filgura 12). En su . conjunto, #&stos son los resultados esperados
para un canal que permite mas facilmente la permeacién del potasio
sobre otros cationes monovalentes, tales como el sodio.

Al graficar el potencial de inversién de las curvas I-V de las
figuras 9,11 y 12 como funcién del cociente de concentraciones
extfa e intracelular de potasio, se observa una desviacién de 1la
prediccién de la ecuacién de Nernst para un electrodo de potasio
perfecto; esta desviacion se puede explicar si se aplica 1la
chaqian de Goldman-Hodgkin-Katz (Hille, 1992) con un cociente de
permeabilidades sodio/potasio a=P,,/P= 0.1, esto indica que el
canal tiene una permeabilidad pequefia pero finita para el sodio.

[K] j+alNal,

(K e ival, @

E,

rav'

RT
zFln

Las curvas I-V en potasio simétrico muestran una marcada
rectificaci6én entrante, es decir, la conductancia es mayor cuando
el potencial es negativo. Este resultado contradice la ecuacitn de
corriente derivada de la teoria de electrodifusi6n (Hille, 1992),
por esta razén, para tratar de explicar como ocurre 1la
rectificaci6tn en condiciones simétricas, se consider$ el modelo de
permeacitn de Eyring m&s sencillo de dos barreras simétricas y un
pozo de potencial (Hille,1992; Lewis y Stevens,1977).

El esquema cinético del modelo es el siguiente:
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xesBxshxes, )

La ecuacién de corriente y las ecuaciones cinéticas‘

'suponiendc que el sistema estid en el estado astacio“

siguientes: ,
R ey AL
Ky=byexp (~bv,/2) - sy -
Ky~byexpl-(1-8) v,/2] e
donde:
by, ;=KL exp-( FoCe) ™)

Las K; corresponden a las constantes de velocidad para la
transicién scbre las barreras i > 4 en unidades de sec™' y las Cop
son las alturas de las barreras energéticas en Kcal/mol , v, es ei
potencial de membrana. La distancia eléctrica del sitio de unién &
sa tom6 con respecto al exterior del canal y se dej6 como pardmetro
tijo con un Qalo: de 0.25 de acuerdo con lLewis y Stevens (1977) y
Yang y Sachs (1990). La estructura energética del modelo es la que

sigue:
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Free Energyv

El ajuste de los datos experimentales a la ecuaci6n de
corriente del modelo (eq.4) se realizé con un método no lineal de
minimos cuadrados, los par&metros del ajuste son las energias
libres de las constantes de velocidad. Una de las suposiciones es
que el Gnico i6n permeable es el potasio. Las lineas continuas en
las curvas I-V de las figuras 9, 10 y 12 son el resultado del
ajuste de los datos al modelo, el valor de los parimetros del
ajuste se muestra en los pies de figura correspondientes. El modelo
puede explicar muy bien la rectificacién entrante de las corrientes
en concentraciones simétricas de potasio. Cuando se ajustan los
datos de las curvas I-V con cloruro asimétrico (Figura 10), 1la
conclusién de que el cloruro no es permeable se fortalece, pues los

pardmetros del ajuste son muy similares a los de la curva I~V con
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Figura 117

Efecto de la sustitucién de cationes -en las corrientes_

activadas por estiramiento.solucién de la pipeta (mM): KCl 130,
Nacl 5, CaCl2 2, HEPES 10. Solucién del bafio:KCl 5, Nacl 130, -CaClz
2, HEPES 10. Los simbolos son datos experimentales y la linea es el
ajuste al modelo de permeacién con G,=7.8 keal/mol, 6,=7.7 kcal/mol,
ﬁ-4.9 kcal/mol y é=0.25. Cada simbolo representa un experimento
diferente y la flecha indica el potencial de equilibrio del

potasio.
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Efecto de la sustitucién de cationes sobre las corrientes
activadas por estiramiento. Solucién del bafio: (mM): KC1 130, Nacl
50, CaClz 2, HEPES 10. Solucién de la pipeta: (mM): KCl 6%, Nacl
65, Cacl2 2, HEPES 10, Los simbolos son los datos experimentales y
la linea continua no tiene significado teérico. La flecha indica el

potencial de equilibrio del potasio.



'clopuro simétrico. E1l modelo de permeacién puede dar cuenta también
de los corrimientos del potencial de inversién, al cambiar la

concentracién de potasio intracelular (figura 12).

DIECUBION

Los astrocitos cerebelares de rata en cultive primario
expresan un canal que se activa al aplicar presién negativa
(succién) a la membrana. Un canal de este tipo podrfa ser activado
si al incrementarse la tensién de la membrana, ésta ejerciera
tensién centrifugamente sobre los menémeros del canal y provocara
su apertura; sin embargo, un mecanismo asi implica que el diametro
del poro del canal se incrementa con 1la tensién, perdiendo
selectividad y este es un hecho gue contradice los experimentos,
pues la amplitud de la corriente no cambia con cambios en 1la
suceién.

considerando al canal como un elemento deformable, se pueden
hacer cadlculos que permitan encontrar restricciones tebricas a los
efectos de 1la succién sobre el canal y dilucidar un posible
mecanismo de activacién.

Los estudios microscépicos de la geometria de un parche de
membrana sellado a una micropipeta de "patch-clamp" (Neher y
S;kmann, 1984), muestran que esta se puede aproximar por una

hemiesfera. En una superficie esférica de diametro 4, la presién P,
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esti relacionada con la tensiédn T, por 1a ley de Laplace, T=D*'‘,
de tal forma que el aplicar succibn se traduce en un incremento
lineal de la tensién tangencial a la membrana. Si la membrana no se
comporta como un medio viscoso, un incremento en la tensi6n debe
producir un incremento proporcional en el Area QA/A tal que:
T=K‘(0A/A) donde K, es la constante de elasticidad de la membrana;
se ha reportado que K, tiene un valor entre 130-340 din/cm
(Evans,E.A. Yy Hochmuth,R.M., 19713).

Suponiendo que el canal se comporta como un medio continue, ia

energia de deformacién estd dada por:
E=(K,/2)} (OA'/A")?A 6
E=(A'/2K,)72.
Si se combina la ecuacion de Laplace con esta Gltima se obtiene:
E=(PAd)2A'/32KA ; A's wr? es el &rea del canal.
r es el radic del canal.

De acuerdo con la teoria de Eyring, cada una de las constantes
de velocidad de el modelo cinético se comporta como una funcién
exponencial de la energia del procese de transici6én entre dos
estados § e 1 tal que:

k, =k, exp~(OE/XT) , sustituyendo E;
X, =K, exp~ (6P%) (8)
6=4A" /32K,KT (9)

Dado que las constantes de velocidad dependen exponencialmente
del cuadrado de la presitn (succién), la funcibébn que describe la

probabilidad de apertura (Ecuaci6én 1) también debe depender del
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cuadrade de la presién.

Para un dismetro del parche de membrana de 2 um, la ecuacién
(9) resulta en: ©=1.73x107r?/K, ; de la curva de probabilidad
(figura *#) se puede calcular una sensibilidad a la tensién de 4.36
cm'?Hg, por lo que r?/K, = 2.5x10% s1 se usa una K, de 40 din/cm el
didmetro del canal es aproximadamente 700 A, 1o cual lo harfa mucho
mayor que el canal del receptor nicotinico (50 &), uno de 1los
canales iénicos m8s grandes conocidos (Kistler et al., 1982). Es
dificil pensar que los astrocitos sinteticen una protefna de
proporciones gligantescas -pesaria mas de 20 MD. La mejor
explicaciétn a esta aparente contradiccién, es que el canal utiliza
la enérqla almacenada en la tensién de una &rea grande de membra‘na,
¥y la enfoca directamente al mecanismo dé compuerta, probablemente
a través de una conecciédn estructural con el citoesqueleto (Sachs,
1991), y no es activado mediante una accién de jalado directeo. La
red de espectrina submembranal podria ser un buen candidato, ya que
se ha demostrado que algunas proteinas de membrana que tienen
coeficientes de difusién en la wmembrana anémalamente bajos,
permanecen ancladas por este subsistema del citoesqueleto.

Esta conclusién se ve apoyada por el hecho de que las
amplitudes de las corrientes no son funcién de la tensién (Tabla
I), lo que ocurriria si el ca'nal sufriera cambios importantes de
4rea, es decir, la amplitud de la corriente seria una funcién del
cuadrado de la intensidad de la succién, lo que no sucede.

Loe resultados de los cédlculos indican que el canal utiliza el

estrés mecadnico almacenado en una Area grande de membrana a través
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: 'dé‘ 'esﬁ'éi u'r:\,idéi;;al‘ citoesgueleto, El heche de que las cnrrient~r qur’
"sé’:‘:rééorté'n_j':aqui'f‘sé hayan registrado en parches de memb:ana‘
sgparados 'dei resto de la célula, sugiere gque estos parches
cor;sérvan 2 aigunos componentes del citoesqueleto que son
funciohales. SoKkabe et al.(1991), han reportado un resultado
similar mediante el uso de microscopia de alta resoluciétn.

En la primera descripcién de los canales activados por
estiramiento que realizaron Guharay y Sachs (1984}, se realizé un
an4dlisis cin&tico detallado utilizando los criterios de mixima
probabilidad (Maximum Likelihood, <Colgquhound y Sighworth,1983),
encontrandose que la cinética podia ser descrita por un esguema
markoviano 1lineal de tres estados cerrados Yy uno abierto; en
algunas de las descripciones posteriores de canales mecanoactivados
en otras preparaciones, se han reportado resultados similares, sin
embarge nuestros datos demuestran que las constantes de tiempo
ablerto y cerrado son dos y en ambos casos son sensibles a la
tensién, aungue las constantes de tiempo cerrado son las mas
afectadas, a diferencia de los resultados del grupo de Sachs, que
ha mostrado que las distribuciones de tiempo cerrado se ajustan a
tres exponenciales y las de tiempo abierto solo a una, y Gnicamente
la constante rapida de tiempo cerrado es acortada por la tensién.
Esta discrepancia se puede deber a una diferencia real en el
mecanismo de compuerta de el canal de los astrocitos o a 1los
diferentes métodos empleados para estimar 1los componentes
exponenciales de las distribuciones de tiempo (Ver materiales y

métodos). Es posible que ésta sea una diferencia real en 1los
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mecanismos del canal; Yang y Sachs (1990) reportaron gque un nimero
importante de sus registros en ovocitos debian ser ajustados con
:dcs exponenciales en el caso del tiempo abierto; Moody y Bosma
(1989) han presentado en ovocitos de un tunicado, el mismo

resultado que se reporta aqui para los astrocitos.

Los canales mecanosensibles de los astrocitos son claramente
permeables a cationes e impermeables a aniocnes, lo que se demuestra
en los experimentos de sustitucién del cloruro por gluconato,” y
seleccionan fuertemente entre el Na® y el K' a favor del fltimo,
como muestra el cociente de permeabilidades Na/K menor a 1
calculado a partir del potencial de inversién de las curvas'I-V. La
conclusién anterior, se ve sustentada por los resultades del ajuste
del modelo de permeacién, aGn en presencia de €l asimétrico. El
modelo hace suposiciones que tienen también implicaciones para 1a
estructura probable del canal, pues sugiere que el filtro de
selectividad es un solo sitio localizado a 1/4 de la longitud del
canal desde el exterior, aun cuando la distancia eléctrica § no
corresponde exactamente a la distantia fisica, y que el canal tiene
una estructura relativamente simple. Para un canal catiénico, este
sitio debe ser un dipolo, posiblemente uno o varios residuos de

- amino&cidos polares o un grupo carboxilo o hidroxilo. A pH
fisioldogico, estos grupos tienen carga neta y, electrostiticamente,
favorecerian el flujo de cationes sobre el de aniones.

La rectificacién de la conductancia en potenciales negativos

segin el modelo, no se debe a un proceso de apertura y cierre
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dependiente de voltaje que incremente 1a preohahilidadlAn 'nvkm-rn-f :
del c¢anal en potenciales negativos, sino a 1la lpcalizaéiéh
asimétrica del sitio de unién dentro del poro del canal; ésta es :
una propiedad que presenta todo canal con sitios de unién con
localizacién asimétrica. Adicionalmente, este resultado teérico
concuerda con el hecho de gue se puede activar el canal con la
misma probabilidad a distintos potenciales con una succién
constante, lo que indica que no existe dependencia de voltaje. sin
embargo las predicciones estructurales del mismo modelo aplicado al
receptor de acetilcolina (Adams et al.,1981), no se han sostenido
ante los dates proporcionades por el andlisis estructural detallade
de biclogia molecular, por 1lo tanto, no se deben tomar los
resultados del modelaje, por lo menos los de tipo arquitecténico,
por totalmente ciertos; ademds, el modelo gque se aquli es el was
sencillo y se tendrian que tener mas datos sobre la permeacién para

saber si es el mas adecuado para describirla.

La relevancia fisiol6gica de los canales mecanosensibles, en
las células en que se encuentran presentes, no se conoce realmente.
En el caso de los astrocitos, el heche de gue sean permeables a
potasio, sugliere que pueden participar en la modulacién‘del
potencial de membrana, pues se ha reportado que éste estd casi
exclusivamente determinado por e) potencial de equilibrio del
potasio. Estos canales podrian ser un mecanismo que fijara el
voltaje cuando se produjeran cambios en la tensién de la membrana,

como durante el cambio de volumen en medios anisosméticos y pedrian
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proporcionar una via para la extrusién de solutos gue participan en
la regulacién del volumen. Sin embargo, Kimelberg et al. (1990a),
han reportado una marcada depolarizacisn durante el hinchamiento de
los astrocitos en medio hiposmético. Una corriente de potasio
mecanosensible o de cuaiquier otro tipo, no puede ser responsable
de esta depolarizacién, por lo gue es probable que el eflujo de
solutos reguladores del volumen ho sea s6lo de potasio sino también
de cloro. En los astrocitos, merced a un mecanismo activo de
acumulacién, el potencial de equilibrio del cloro es mas positivo
que el potencial de membrana, por lo que una corriente saliente de
cloro (I;) més grande y acoplada a-la corriente mecanosensible
(I,;), podria ser responsable tanto de la expulsi6n de solutos como
de la depolarizacién del potencial de mehbrana mientras la célula
permanece hinchada. Un funcionamiento sinérgico de eflujos de K+ y
Cl- se ha descrito en células epiteliales de yeyuno (Macleod y
Hamilton, 1991). El mecanismo por el cual las dos corrientes se
encuentren acopladas permanece totalmente desconocido. Es probable
que I, funcione como un elemento Gnicamente transductor y que I,
junto con otros flujos, sea parte del mecanismo efector de 1la

requlacién del volumen.

La corriente mecanosensible (I,), podria tener una funci6n mas
general en la biologia de los astrocitos y de otros tipos
celulares. Medina Yy Bregestovski (1988) han reportado
hiperpolarizaciones ciclicas producidas por la activacién también

ciclica de estos canales en las primeras fases del desarrollo de
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ovocitos ‘de pez. Los .astrocitos  son -eleméhbos extremadamente
importantes para la migracién de las neuronas durahte:'el desafrollo
;iel sistema nervioso siendo el vehiculo de las neurconas, se sabe
que durante esta migracién la membrana plasmitica de los astrocitos
se ve sometida a importantes cambios de tensién debidos al
movimiento ameboide generade por la extensién de procesos. La
activacibn de los canales responsables de I, durante la migracién
podria entonces estar implicada en alguna forma de sensor, mediante
la transduccién de los cambios locales de tensién en cambios del
voltaje transmembranal, gque permitieran al astrocito monitorear su
direccién y proporcionarle un mecanismo de retroalimentacién para
el control de las fuerzas generadas durante estos movimientos.
Sequramente éste no serfa el mecanismo exclusivo utilizado para
controlar la migracién, pero si proporcionarfa informacién espacial
muy precisa.

Un punto importante que debe ser resuelto para saber si estas
funciones propuestas son plausibles o no, es determinar si los
procesos fisjol6gicos antes citados (volumen y movimiento) son
capases de geénerar tensiones membranales que puedan activar a los
canales mecanosensibles.

En el caso del volumen se puede considerar a la célula como
una estructura esférica homogénea de radio r; un cambio en el
volumen y por consiguiente en el &rea en esta estructura estan
dados por:

A+0AS 4x(r+0r)?

V4+OV= 4/3 (r+0r)° (1)
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de donde: 3 (V40V)= (A+OA)3? Ov/v=1/3(x+m/x\')>’”-1,‘ :( 2)

de la ley de Laplace: T=PA/4=K, (OR/A):.
Sustituyendo (3) en (2): OV/V=1/3 (14T/K,) /21 D TS

Para obtener una probabilidad de apertura d-ei canal de 50% se
requieren aproximadamente 5 cmHg =6.65x10° dyn/cm? , de acuerdo con
1arley de Laplace, en un parche de membrana hemiesférico de 2 um de
dismetro esto es una tensién de 3,32 din/cm. Para esta tensién y
una K, de 216 din/cm, la ecuacién (4) predice un OV/V igual a 0.147
; es decir, se requiere un cambic de volumen de solo 10% para
activar al 50 % de los canales. Estos cambios en el volumen y atGn
mayores, se pueden encontrar £icilmente en condiciones fislol6gicas
y por lo tanto estas tensiones de la membrana se encuentran por
debajo de los limites litices o dafiinos.

El c&lculeo anterior permite suponer razonablemente que los
canales mecanosensibles, por 1o menos en los astrocitos, podrian
ser funcionales en caso de cambios pequefios en el volumen.

En el caso de las tensiones membranales generadas durante el
movimiento de una célula, es mis dificil realizar un calculo pues
la morfologia de una célula en movimiento es muy complicada y no
toda la tensiédn generada es compartida por la membrana y el
citoesqueleto submembranal; no obstante, se han medido estas

tensiones en neuronas en cultivo y se ha encontrado gue seé generan
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tensiones suficientes para también activar canales mecanosensibles.
Por lo menos en los conos de crecimiento neuronal, se sabe gue la
elongacién del cono desencadena varios procesos fisiol6gicos, dque
podrian deberse a cambios en el potencial de membrana, por lo que
un papel de los canales mecanosensibles en estos procesos no parece

del todo imposible.

No obstante que la activaci6n del canal por la tensién, es un
hecho evidente y que es probable que se deba su asociacién con el
citoesqueleto, Horn y Morris (1991) encontraron que en los conos de
crecimiento neuronal, atin cuando expresan canales activados por
estiramiento, no se registran las corrientes macroscépicas que
:estos deberian generar; han propuesto gue estos canales no son
mecé&nicamente sensibles en condiciones fisliol6gicas y adquieren
esta sensibilidad cuando se forma el sello de alta resistencia lo
que deforma el citoesqueleto. De ser cierta esta hip6tesis, se
invalidaria la existencia de los canales mecanosensibles, pues no
se han reportado hasta la fecha corrientes macroscépicas
directamente mecanosensibles, aunque los datos de microscopia de
alta resolucién (Sokabe et al,1991; Sokabe y Sachs,1990) aportan

evidencias en contra.
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CONCLUBIONES

Un gran ndmero de tipos celulares expresan un canal idénico que
se caracteriza por depender de cambios en el estrés mecanico de la
membrana plasmi&tica para activarse. Se ha sugerido que este tipo de
canales i6nicos funcionen como mecanotransductores celulares en los
fenémenos que involucran cambios en la forma de las células, como
la divisi6én celular, la migracion durante el desarrollo y 1la
regulacién del volumen celular.

En este trabajo se ha demostrado gque los astrocitos
cerebelares de rata en cultivo primario, expresan un tipo de canal
i6nico mecanosensible en la membrana plasmitica. Este canal es
permeable a potasio en forma altamente selectiva y presenta
rectificaci6én entrante, teniendo una conductancia en potenciales
negativos comparable a la de otros canales activados por
estiramiento. La sensibilidad al estré&s mecinico es similar a la de
otros canales de la misma clase presentes en otros tipos celulares,
aunque se comporta con una cinética que difiere de la mas comtin a
estos canales.

Algunos autores han propuesto gque estos canales puedan
funcionar como efectores en la regulacién del volumen celular
mediante la salida de potasio, sin embargo, debido a la fuerte
rectificacién entrante, las corrientes salientes que estos canales
pueden mediar quizd&s no sean de la magnitud suficient: para
Aintervenir como efectores en la regulacidén de volumen. No obstante
los cdlculos de la sensibilidad de estos canales a la tensién

sugieren que son funcionales en condiciones fisiolégicas.
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