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1" OBJETIVOS

contribuir al

,vﬁiaabjetiVofgenéraL del:

os: mecanismos. iénicos-que‘subyacen . a los cambios

c queuocurfgn_en‘neﬁronas del caracol

éuéhcia'déilgiiﬁhibicién de la bomba

b) ‘Identificar los tipos de iones que generan las corrientes

que fluyen a través de la membrana plasmatica durante la inhibicién

de la bomba de Nat.

c) Correlacionar dichos movimientos iénicos con los cambios de
volumen gque se ha descrito, ocurren en respuesta a la misma

maniobra experimental en neuronas de H. aspersa.



2  INTRODUCCION -

2.1 Resumen e

este postuiado ndlspensahle para la vida, es el

mantenimiento terno d 1 organlsmo, independientemente

de los caﬁbl exﬁeriorhd ifmlsmo.

3La§ en condlclones flslologlcas, se

encuentrange qui 1br10 osmotlco con el fluido extracelular.' Es

decir, no ex1ste d1ferenc1a de presién osmotlca (An) a través de la

membrana plasmatica, a pesar de gque en el cifosol se encuentran

macromoléculas impermeantes cargadas negativamente (v.g.:
proteinas), las cuales generan un gradiente de presién
coloidosmética dirigido hacia el interior celular. De acuerdo con

la teoria de GIBBS-DONNAN (véase adelante), este desbalance induce
la entrada de cationes difusibles a través de la membrana
plasmdtica. A esto debe agregarse que el gradiente electroquimico
del Na‘ estd dirigido hacia el interior celular. Por lo tanto,
hay una tendencia a la entrada de Na®™ acompafiado por un anién,
generalmente el Cl°. Si estos iones alcanzaran el equilibrio de

GIBBS-DONNAN, su flujo neto se acompaiiaria de un flujo neto de agua



'"hlpoteSls de la bomba y de la : stablece que la entrada de

Na*, se contrarresta por la- expuls;on actlva de este catidn. De

manera que, - la membrana plasmﬁtlcarése comporta como si fuese
impermeable al Na*, evitando gue se aiéance el equilibrio de GIBBS-
DONNAN. Como corolario de esta hibéfesis, se acepta que el
blogqueo de la bomba de Na*, propiciaria un aumento en el VCA y
eventualmente, lisis celular osmética. Sin embargo, en estudios
realizados en neuronas de Helix aspersa (ALVAREZ-LEEFMANS, GAMINO
y REUSS, 1992), se ha demostrado que la respuesta principal durante
la inhibicién de la bomba de Na*, contrario a lo postulado por esta
hipétesis, es una disminucién en el VCA, que sdlo en ocasiones es

precedido por un aumento transitorio del mismo, a pesar de que al



~inhibir' jlaf b'omba d

cuéles pueden ser estos

Entonces cabe p:e'guntai‘Se

mecanismos?, ¢cudl pgede' serla:sefal que 1os activa y cudles

pueden ser las particulas:osmoticamente activas involucradas en

esta respuesta celular?:

Por otro lado, tes suficiente la tasa de aumento.’del Na*

intracelular cuanqlq_s_:e : ia;‘bomba de’' Na*.para:exp ;f.‘c_ér» el

incremento transitorio .en el:VCA?

Para responder ‘a estas preguntas y alcanzvairtlo's"" objetivos
planteados, se utilizd como modelo experiméntai ‘a las neuronas
identificadas del caracol terrestre Helix aspersa. Los flujos
iénicos que resultan de la inhibicidén de la bomba de Na', se
midieron como una corriente iénica, mediante la técnica de fijacién

de voltaje con dos microelectrodos.



GIBBS—DONNAN

1 comportamlento osmotlco de una célula en un
medlo 1sosmo 1co. “Es" necesarlo comprender prlmero cémo se genera

la dlstrlbuclén de las diferentes especles 1onicas en- ambos lados

de una membrana semipermeable, en un s1stema’fi51co simple. El

modelo de la figura 1 se compone de dos/compartlmlentos separados

concentracién 1
- membrana, pero’ com

difundird de o a i siguiend

* En este trabajo se usa "concentracidn libre", pero estrictamente deberia
usarse "actividad", ya que esta. Gltima se refiere a la concentracidn
termodinamica efectiva, es decir, representa la fraccién de los iones que
potencialmente pueden participar en cualquier reaccidén o equilibrio quimico.

El concepto de actividad considera las interacciones que ocurren entre los iones
presentes en la solucidn, asi como las que ocurren entre los iones y las
moléculas de agua. Estas interacciones reducen la concentracidn efectiva de una

especie idnica en particular. En soluciones infinitamente diluidas esas
interacciones son insignificantes y la concentracién es equivalente a la
actividad. Comunmente en biologia se emplea concentracién en lugar de la

actividad. Para ello, se supone que la fuerza i6nica en el interior celular es
constante y que el coeficiente de actividad de una especie idnica es el mismo en
el interior que en el exterior celular. Operacionalmente, la actividad (a}, se
expresa como a=7yc, donde ¥y es el coeficiente de actividad, éste es un factor de
correccidn que nos permite conocer la concentracién (c) a partir de la actividad
o viceversa.



compartimiento donde se encuentra cada especie i

La distribucién asimétrica de los iones difusibles a ﬁtaﬁes e
la membrana, tendr& como consecuencia el establecimiento'@e ﬁha“
diferencia de potencial éléétfico a través de la misma. :
La ecuacién de Nernst describe la magnitud del potencial eléctricqf
necesario para que ‘el *flujo- neto de cada uno de 1los iones-
difusibles sea Cerp;vde acuérdo con su gradiente de concentracién.'

Para el caso part#y'lér‘u ,Na4; ésta seria la siguiente:

E = RT/zF 1n[Na*l,/[Na*); NEI

Donde Ey, es la diferencia de potencial elé&ctrico al cual el flujo

neto de Na* a través de la membrana es cero.
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Figura 1. EQUILIBRIO DE GIBBS-DONNAN. En esta figura se ilustra la
distribucién de los iones en un sistema fisicoquimico compuesto por dos
compartimientos cerrados a la atmésfera y separados entre si por una membrana
permeable al agua, al Na* y al Cl' e impermeable al anién P'. Al inicio (t=0), el
compartimiento o contiene una solucién de NaCl y el compartimiento i contiene una
solucién de la sal NaP, ("A"). A medida que transcurre el tiempo, una fraccidn
de Cl° difundirad del compartimiento o al compartimiento i acompafiado por una
cantidad equivalente de Na‘* para mantener la electroneutralidad del sistema. Esto
da como resultado que en el estado de equilibrio ("B"), se presente una
distribucidn iénica asimétrica, donde el compartimiento i tiene una cantidad
mayor de iones, es decir, un mayor niimero de particulas osmdticamente activas que
generan un gradiente de presién osmética entre ambos compartimientos. Esta
distribucidén se conoce como equilibrio de GIBBS-DONNAN y estd dada por la
siguiente igualdad: {Na*], [Cl’], = [Na'*]; [CLl');. Aunado a lo anterior, la
distribucién asimétrica de los iones, genera una diferencia de potencial
eléctrico entre ambos compartimientos, conocido como potencial de DONNAN (E),
siendo el compartimiento i negativo con respecto al compartimiento o.



conocido:. como

stribucién de

(6)

Esta_eéﬁa ién eétég;ggéhgug_en el estado.de equilibrio; el

producto -de-las concentraciones de los iones difusibles en el
compartimiento o, serd iqual al producto de las concentracionés'der
los iones difusibles del compartimiento i.

En estas condiciones:

(Na*], > [Na*], e




antidad;aé'pafticulas
s yaxdr‘qué en el

compartimiento

En conclu51on 7énibhes no-difusibles (P7)

en- i resulta en’ una de51gua1dad de 1a dlstrlbuclon de los iones

dlfu51b1es (Na y cl) icuando este sistema alcanza el estado de
equilibrio predicho por ia teoria de GIBBS-DONNAN, entre ambos
compartimientos existe una An. Dada la permeabilidad de la membrana
al agua, la Am favorece el flujo neto del solvente hacia el
compartimiento .i. Es decir, el agua tiende a moverse hacia el
compartimiento donde su actividad quimica es menor. Sin embargo,
dado que las paredes del compartimiento i son rigidas, no hay flujo
neto de agua. Por lo tanto, el compartimiento i no aumenta de

volumen.

El equilibrio osmético de una célula, cuya membrana plasmiatica

es permeable al agua, a iones inorgédnicos como el Na*, el K* y el



nicas: q&e ’sg

:31n embargo, si se

‘el extracelular, e

preslon osmotlca ‘ent

Vlrtualmente 1nex

En la siqguiente seccién se explica el mecanismo g

como responsable del mantenimiento del volumen celular

2.2.2 Hipbotesis de TOSTESON y HOFFMAN
Dado que el gradiente electroquimico del Na+ esta dirigiao~a1

interior celular, este catidn contlnuamente se flltra hacia el

citosol a través de diversas vias, cuya naturaleza no se conoce

completamente, pero que incluyen,canalesfiénicos y sistemas de

transporte secundario. Estos ﬁltiﬁos acoplan el movimiento de
otros iones o metabolitos, con:la entrada de Na‘. Por ejemplo, el
intercambiador Na*/ca?*, _”éli “intercambiador Nat/H*, los

100



,por~ ende, el volumen celular en-_v

la membrana

plasmétlca de Esta proteina expulsa

tres J.ones Na ka cJ.clo, mediante 1la

hidrélisis de }i_n_a mol -Dada_ su estequiometria, la
bomba de Na‘t. éqnéi neta de una particula
osmbticamente a'féf;va ‘P _s:,tJ.yé por cada ciclo. La
salida neta de un b:}xyé al potencial de reposo

de la célula, haciéndol negat:.vo, de~ahi gue la bomba de Na¥

sea elecgzjogép:?cé;ﬁ, THOMAS, 1972b; STEIN, 1990).
En la figura 2 ée‘ "ill_;\'stra"j.in’,mokdelo esquemdtico de 1la

secuencia de cambios confor‘xﬁacionaleé,de la bomba de Na'*, para

llevar a cabo el transporte activo- de Na*t y K* a través de 1la

membrana plasmatica. De acuerdo con este modelo, cada ciclo de la

11



ame.o P permite :

.1nh.1b.z.cJ.on de la bomba de Na* » por dls_m;nuczon de ATP o por

12



Figura 2. MODELO ESQUEMATICO DEL FUNCIONAMIENTO DE LA BOMBA DE Na‘t, Se
ilustra como la bomba de Na* transporta los iones a través de la membrana
plasmitica. Este mecanismo se realiza como a continuacién se describe: (a) La
unidn de tres iones Na*' favorece (b) la captura de una molécula de ATP en la cara
intracelular de la bomba y esta filtima induce (¢) un cambio conformacional en la
proteina, liberando el Na* en el medio extracelular y (d) exponiendo a su vez el
sitio de unidén para dos iones K', ésto favorece (e) la hidrSlisis del ATP e
induce (f) el retorno a la conformacidn original, liberando el K* al medio
intracelular (modificado de ALBERTS y cols., 1989).

1300



encontré que, contrériameﬁt

TOSTESON
ouabaina

neuronas

* Esta técnica consiste en introducir a la célula un marcador del VCA, por
ejemplo, el ién tetrametilamonio (TMA™Y). Una vez en el citosol, el TMA' no

puede escapar al medio extracelular, ni es compartamentalizado o metabolizado,
de tal forma que la cantidad de particulas de TMA* (npy,), permanece constante

a través del tiempo. Con microelectrodos intracelulares selectivos al TMA*, se
puede registrar la actividad de este catidn (apy.) - El VCA se relaciona con apya
de acuerdo con la siguiente ecuacién: VCA = nyya/arma. Dado que npy, €s

constante, los cambios en el VCA, producen cambios reciprocos en apya-

14



{OUABAINA

N OUABAINA |

Figura 3. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA BOMBA DE Na* SOBRE EL VOLUMEN CELULAR
ACUOSO EN DOS NEURONAS. A) neurona 77F y B) neurona 1lF. En cada panel el trazo
superior es el registro del volumen celular relativo (V,/V,) y el trazo inferior
es el registro simultaneo del potencial de transmembrana (E,). La barra
horizontal indica el tiempo de aplicacidén de la ouabaina (1mM). En A se muestra
un ejemplo de los cambios que, con mayor frecuencia, se observaron. Nétese que
V,/V, disminuyé durante la inhibicién de la bomba de Na*. En B la disminucién de
V,/V, fue precedida por un incremento ripido y transitorio del mismo (modificado
de ALVAREZ-LEEFMANS, GAMINO y REUSS, 1992). )

De acuerdo con la hipdétesis de TOSTESON y HOFFMAN (1960), este

aumento.'en la [Na*];, junto con el incremento concomitante en la

i la ‘entrada de agua, deberia producir .un

15




;. responde con

.particulas osmé

scelular?s

2.4 Hipétesis de t

fpoéﬁﬁla'qué

ise dlrlg hac1a el exterlor,

_este catlén, acompafiado por c;m -““ G ro; a n;y;égﬁa, es el

ocurre a través de la membrana plasmatlca durante la inhibicién de
la bomba de Na*, deberia ser reglgtrado ‘como una corriente
eléctrica. Si este es el caso, a partir de esa corriente se pueden
estimar cambios en la osmolalidad intracelular y éstos pueden ser

correlacionados con los cambios de volumen celular descritos.

16




3"+ “'METODOS

3.1 Material biolégico.‘

Desde 1959, HAGIWARA Y. SAITO demostraron la utllldad de: losfﬂs~:

cuerpos de las neuronas de molusco, como modelo experimental paraV"
la investigacidn en neuroblologia utlllzando la técnica de fljac1on
de voltaje. El éxito de la preparac1on ‘bioldgica, se debe a‘que

estas neuronas presentan las 51gu1entes caracteristicas: a) son

unipolares y sus somas se dlsponen en una capa superficial en cada“

uno de los; gangllos que forman el 51stema nerv1oso de estos

anlmales, b) el soma es préctlcamente esferlco, en: promedlq_el_

diametro de las celulas de caracol aqu tilizadas: ue»dé>160 +.5um

(n=31), mlentras que el dlémetro del” eilam: yoria de las

netronas ‘del -cerebro, .de la medula esplnalry—de la:retlna de los
vertebrados, es menor de 20 um. Por-esta razon, las neuronas de
molusco son accesibles a la penetracién inﬁra¢e1ﬁ1ar, con unc o mas
nmicroelectrodos, sin alterar de manera irreversible sus propiedades
eléctricas y permiten la obtencidn de registros electrofisiolégicos
por varias horas; c) su posicidn anatémica, tamafio y propiedades
eléctricas son similares de un animal a otro; d) los sistemas de
transporte de solutos (canales, bombas y acarreadores) gque se
encuentran en la membrana plasmatica de estas células, son
similares a los que se encuentran en las neuronas de vertebrados,
incluyendo al hombre, como lo demuestran estudios comparativos de
las propiedades biofisicas y moleculares de estas proteinas de

membrana en diversos phila (HILLE, 1992). Esto permite 1la

17



~.Preparacién del materialAbiqlégic

Los animales se mantuvieron edr;
”éiimentados con lechuga una vez Vpof' semana.
periesofdgicos se disecaron . de ue
_procedimiento: con unas tijeras se quitéy

éste se fijdé con alfileres a una tabla de

corte a lo largo de 1la linea sagltal dorsal

descubierto el eséfago y algunos de los gang

Posteriormente, se cortd el eséfago y se 1dent1f1caron los ganglios

y los nervios que de ellos emergen.

18




Figura 4. GANGLIOS NERVIOSOS DEL CARACOL TERRESTRE Helix aspersa. En  "A"ise
observa -una fotografia de los ganglios nerviosos D, E,  y F: vistos .con un.
microscopio de contraste de fases. La identificacién de los ' ganglios .y. 'las
neuronas se realizé a partir del esquema inferior ("B") tomado del trabajo de
KERKUT y cols. 1975. Los experimentos se realizaron en. las neuronas 1F y.77F.

19




Figura 5. CAMARA DE REGISTRO
INTRACELULAR. Consiste en una caja de Petri
de plastico de un volumen de 0.5 ml. Tiene
dos divisiones internas de vidrio y piso de
Sylgard. La preparacién bioldgica se coloca
en la parte central de la cémara y se fija
con alfileres entomoldgicos al piso de la
misma. Las divisiones internas sirven para
dirigir el flujo de la solucidn de perfusién
y conseguir un recambio uniforme en toda la
cdmara. Las flechas indican la circulacién
de la solucidén de perfusidén dentro de la
cédmara. La tasa de circulacién fue de §
ml/min.

20




‘dfiéidas de

a’ originalmente a

1949) y mejorada

rasuniforme, distintos

brana,:mantener:

‘conductanci

‘permeabilidad

En el presente  trabajo se:ut técnica de fijacién de

voltaje con dos microeléctr&dos. Con eStawtécniéa,?el control del

potencial de transmembrana . se’~.consigué con un par de
microelectrodos intracelulares, uno .de ellos conectado a un
amplificador de alta impedancia de entrada y de ganancia unitaria, .

que registra el potencial de transmembrana (E,), es decir, ‘la.

diferencia de potencial eléctrico que existe entre el interio? de
la célula con respecto al potencial exterior registrado.pbt‘
electrodo de referencia (puente de agar preparado cqn'kdiéan)'
colocado en la solucidn extracelular. En el circuito de‘fijég‘

de voltaje, el E, alimenta la entrada negativa de un,amplificador

21



iﬁa".frécuencia de

ifieren entre si, esta
A es detectadav y'
error" activa ‘a una
£ avés del segundo

) acelular ‘proporcional a la

k"errorb" 'y tlene 1a magnitud::y. s:.gno adecuados para

'c_ons‘égvuif que E, se mantenga a un valo 1,gkualrr' ‘a .EH (o E) . Dado

que la velocidada de respuesta‘del. servosistema electrénico es
extremadamente ré&pida, E, practicamente nunca se desvia de E, o E,
siendo el reajuste de la corriente’ de membrana continuo Y

automdtico (Figura 6).

En cond1c1ones de fljac1on de voltaje, cualquier estimulo que

active o’inactlve a los s1stemas de transporte iénico, modificara

e ,1ones “a traves de la ‘membrana, lo cual tenderia a
: Porrlo que, la corriente eléctrica necesaria
para que E ksea iguai a E; o E, es una medida directa de la
corrlente lonlca que fluye a través de la membrana (I,) sujeta a

fljac' én de volta]e.

22



Figura 6. ESQUEMA SIMPLIFICADO DEL CIRCUITO DE FIJACION DE VOLTAJE CON DOS
MICROELECTRODOS. La neurcna se penetra con dos microelectrodos, el primero (a),
se conecta a un amplificador de ganancia unitaria (b) para registrar el potencial
de transmembrana (E,). La salida de este amplificador alimenta la entrada
negativa del amplificador de fijacién de voltaje (c). La sefial del E_ se registra
en un osciloscopio, un poligrafo, un voltimetro y, mediante un convertidor
analégico digital, en una computadora (d). En la entrada positiva del
amplificador de fijacidén de voltaje (e) se conecta la fuente de potencial,
mediante el cual se imponen distintos voltajes a la membrana plasmitica. Estos
voltajes son: el voltaje de sostenimiento (E,), cuyo valor fue de -50 & ~60 mV
y el voltaje comando (E.), el cual consistid en una hiperpolarizacidn repecto a
Ey. Cualquier diferencia entre E, y E; o E,, es detectada por este amplificador
y su voltaje de salida es proporcional a la cantidad de corriente que se inyecta
a la célula a través del electrodo de corriente (f) para que E, sea igual a Ey
o E,. La corriente que fluye a través de toda la superficie de la neurona (I,)
es colectada por un electrodo extracelular conectado a un amplificador
convertidor corriente-voltaje. Esta sefial a su vez se registra con el
osciloscopio, el poligrafo y la computadora (g).

Esta corriente, es de la misma magniﬁud‘rpéi 7,&éiisgnti§o_
inverso a la generada por el movimiento de lo§ iohé 1
membrana plasm&tica (HODGKIN, HUXLEY y RATYZT,  1
registra con un electrodo de referencia exfraceiplaf,_éénécﬁado a

un conversor corriente voltaje.
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ipueden ser debldas al eflu]o de éatlones o al influjo de aniones y
?tlenden a hiperpolarizar'a la membrana plasméatica. Las corrientes
:de transmembrana por deba]o de la basal, representan las corrientes

iénicas que entran a la:celula y se deben ‘a un influjo de cationes
o a‘'un éflujo de énioﬁés; B tienden a despolarizar a la membrana

plasmatica (KUFFLER NICHOLLS y MARTIN, 1984).

Con la finalidad de normalizar -los valores 'de las corrientes
iénicas registradas en las diferentes células,  en el presente
trabajo, éstas se expresan come densidad de corriente, es decir,

nanoamperios por unidad de &rea de membrana (naA/cm?)

Para integrar las corrientes de transmembrana con respecto al

tiempo a partir de los registros de Imr(véése édeiante), se utilizé




élﬁprogfamé

cuerpo celular es esfé

Todos los resﬁitadl

la media + él éffb es

3.3 Dispositivo experimental
Los ganglios nerviosos se coli
intracelular y se 1lum1naron con. 6ndehéadof de campo  oscuro-

(Leltz Wetslar, Alemanla) y una 1émpara de luz fria ("MKII Fiber

optlc llght" E P.0 I.,“E U A) < La penetrac 6n ntracelular~se

'Narlshlge, Japon) 'y' todos los mov1m1entos se: realiéaéon ba]o
control v1sua1 con un mlcroscoplo estereoscopico ("SMZ 10“, Nikon,
Japén) . El recamblo de la solucién flslologlca se conslgulér
utilizando un. equlpo de véalvulas electrdnicas y una trampa de
vacio. ~La velocidad de recambio de ésta fue de Sm;/mln.b Todo el

equipo éptico y mecdnico se colocé dentro de una campana de Faraday
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‘con’

ad ra. se programd el

de pulsos electrlcos,'ut llzando'el programa "Clampex"

que seria ejecutado por el
ac16n de voltaje.,f' E y I fueron registrados

] en un osc1loscop10 de dos - canales ("Tectronix

Labmaster‘DMA" 801ent1f1c Solutions,

.Versién 2.01 (Asyst

bits.

3.4 Soluciones

En la tabla 1 se muestfa‘la composicidn quimica de la solucidn
Ringer normal (RN)-. Esta es igual a la utilizada por ALVAREZ-
LEEFMANS y cols. (1992).  En su elaboracién se utilizé agua
tridestilada y- desionizada con una resistividad <18.5 Mfl-cm,
obtenida con un sistema de resinas de intercambio idnico "Milli-Q"

(Water purification system, Millipore, E.U.3).
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" La osmolalidad de la solqdién a ppr_depresién de la

presidn de vapor en un osmémetr ressure osmometer",

Wgscor;'E.U.A),,fue aproxihé ament osmoles/kg de agua.

Tabla 1.  COMPOSICION ‘QUIM. SOLUCION RINGER NORMAL (RN).

Compuesto Concentrabiéna(mﬂ)"fPfécedencia

Merck, - México

Merck, México

Sigma; ELU:

‘Al RN se 1e adicions ouabaina ("G-Strophantin"; Sigma, E.U.A.)
a una concentracién final de 1 mM. Para conseguir -la’ completa
disolucién de la . ouabaina, la solucién se agitdé durante

aproximadamente 20 min protegida de la luz.
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Las modificaciones rea’lizadas" al RN para’” los ‘diferentes
protocolos experimentales, consistiéronge.n el primer caso, en
substituir equimolarmente parte del NaCl del ‘RN, por cloruro de
tetraetilamonio (TEACl, 10 mM) y 4 aminopiridiﬁa (4-AP, 5 mM) para
conservar la osmolalidad de la solucién. En otros experimentos al

RN se le agregd directamente CdCl, a una concentracién final de 400

uM.

28



4 RESULTADOS

4.1 Corrientes idénicas resultantes dg,la;ihhibiéién de la bomba de
Na* con ouabaina. ‘

La figura 7 muestra reglstros tiplcos de las corrientes de

neuronas: 1F y 77F.

complejo de I,. P;iméro
después de alcanzar
disminuyendo de amplltud
70% (7 de 10 celulas), la re
por una I, saliente, esta ﬁltlma ‘se relajo parc1a1mente con el

tiempo sin 1llegar a la llnea ‘b sal, 1ncluso varios minutos

(aproximadamente 20 min) despues de’ ellmlnar la ouabaina de la
solucién de perfusién. En la mayoria,de{los casos, el desarrollo
de la I, entrante, desde su inicio hasta ‘su valor méximo, tuvo un
curso sigmoidal. La parte inicial de la sigmoide, probablemente,
refleja el tiempo de recambio del fluido de la cémara de registro,
que requiere de unos 18 segundos (s) pararcompletarse. Adenés,
alrededor de la superficie neuronal, existen barreras difusionales
(capas no agitadas) qgue evitan un recambio rapido y efectivo de la

solucidén, en la vecindad de la membrana plasmatica.
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GUABAINA

]

[ OUABAINA

Figura 7. CORRIENTES IONICAS DE TRANSMEMBRANA RESULTANTES DE LA INHIBICION
DE LA BOMBA DE Na'* EN DOS NEURONAS SUJETAS A FIJACION DE VOLTAJE. A) neurona 1F
y B) neurcna 77F. El trazo superior de cada panel es el registro de la corriente
de transmembrana (I,). Por debajo de la linea basal, la corriente es entrante y
por arriba de la misma, es saliente. El trazo inferior es el registro continuo
del potencial de fijacién (Ey = -50 mV). El tiempo de aplicacidén de la ouabaina
(1lmM) se representa por la barra. Notese que el registro de I, consiste en una
‘corriente entrante rapida y transitoria (*). La corriente entrante se relaja
retornando a la linea basal (**). Esta Gltima, es seguida de una corriente
saliente sostenida (***), que persiste alin después de remover la ouabaina de la
solucién de perfusidn.
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“En. el caso de ‘estas neuronas dichas barreras difusionales se

a-J.th.bJ.cJ.on' de la bomba de

Nat,~ sugz.ere 1a, partlcl.pac.wn de mas’ de un tipo‘ de corrientes
i‘nlcas. La I, entrante J.nlCJ.al probablemente es una corriente
de la misma magnitud, pero en sentido inverso a la corriente que en

condiciones de reposo, genera la bomba de Nat‘ ("inversa de la
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‘,explicarse co

probablemente, invol

traves de la me

En las" seccxone

reallzados para 1dent1f1ca ;

flujo subyace a las corrlentes«de;transmembrana aqui descritas.

sobfe las corrientes

4.2v Efecto de bloqueadores de canales de K

idnicas resultantes de la 1nh1b1c10n de la bomba de Na*.

La relajacidén de la I, entrante Sy la'I -saliente, pueden

deberse a un eflujo de K* o a un 1nf1u]o'de C1"  Sin embargo, dado
gque el potencial electroquimlco §e ¢ste ultimo es de -20 mV, al
potencial de fijacidén (-50 & -66kﬁV);ée'favorece su entrada (NANI,
MARQUEZ-BALTAZAR Y ALVAREZ—LEEFMANS,fébservaciones no publicadas).
Con el objeto de probar la validez de la primera hipétesis, se .
estudié el efecto de agentes blogueadores de canales de K* sobfe

las corrientes idnicas inducidas por. la ouabaina.

En el soma de las neuronas de molusco se han descrito, por-lo
menos, cuatro tipos de canales 1idénicos selectivos para'él_K+
(excluyendo aquellos activados por neurotransmisores). Dos . de
estos canales, se activan por cambios en el voltaje de

transmembrana: uno es el descrito por HODGKIN y cols. (1952),
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transmembrana,
ser de rapida act , existen dos’

tipos de canales d auﬁéﬁto‘en la [ca?™),

os: ‘experimentos que a

continuacién s efecto que tienen 10 mM de

TEA y 5 mM de

1 mM de ouabaina.

efecto de estos

abolié ‘la.

‘de —3;1'~ jéstadisticamente
ifica 'jNQ{se afectd la
‘ ‘ —éﬁtr%hté}
tampoco se'afécfé la félaﬂaciéﬁidé ; +'32 s.
Estos'resultados'sugiéréhLdﬁ:’ “liénfe; representa un
eflujo de K* via canales selectivoé a{éété catién. Por otro lado,
la persistencia de la relajacidn de 1ava entrante, sugiere gque no
estd relacionada con la activacién de canales de K* (véase
adelante), siné gue representa un flujo iénico a través de otro

sistema de transporte, por ejemplo: el intercambiador Na'*/ca?*

(véase adelante).
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QUABAINA

40 mv

[ OQUABAINA

Figura 8. EFECTO DEL TEA Y 4-AP SOBRE LAS CORRIENTES DE TRANSMEMBRANA
GENERADAS POR LA INHIBICION DE LA BOMBA DE Na* EN DOS NEURONAS SUJETAS A FIJACION
DE VOLTAJE. A) Neurona 1F. B) Neurona 77F. La nomenclatura es similar a la de la
figura anterior. La solucién con TEA (10 mM) y 4-AP (5 mM) perfundié 1la
preparacién durante todo el experimento. Obsérvese que la corriente saliente fue
abolida por los blogueadores de los canales de K' durante la exposicién a la
ouabaina. La presencia del TEA y 4-AP provocaron oscilaciones irregulares en la
I, que probablemente son debidas a corrientes sinapticas.
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es el tipo de canal de K* implicad

mecanismo que determina su - acti

es cercanos al’
potencial de re ango. dinémico de
voltaje en' qu n sugiere gque, en

condik:iqnés de fijacién d ‘voltaje:(a =50 6:=60 mv), no contribuyen

a la generacién de 1a. m_rséii'e‘rifte'.f

Por 1lo tan{:o,-'flos ‘yr.;aria'lle:s de' K%' gue,;  probablemente,
contribuyen en mayorvpr'oporcién a la I, saliente, son los que se
activan por el ca?* intracelular. Si esta hipdtesis es correcta, el
bloqueo de la eﬁtrada de Ca’?* debe eliminar la I,saliente. El ca**
es un agente blogueante de la entrada de ca?* al interior celular,
tanto a través de canales de Ca?* activados por el voltaje de
transmembrana, como a través del intercambiador Na‘*/Ca?* (TROSPER
y PHILIPSON, 1983.). Ademas el Cd’* es 100 veces menos efectivo
que el ca?t para activar a los canales de K' (LATORRE y cols.,
1989). Para evaldé’xﬁ‘la, pa‘rticipacién de la entrada de ca?*
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I entranteide:

“Estos .resultados .se..ilustran en: la’figura.:9. Dado que

presencia de Ca®** se abolid la I, saliente,’ se sugiere que para la
activacién de ésta, se requiere la entrada previa de ca®*

Por 1lo
tanto, esta I, saliente representa un éflujo:de K* activado por el
‘ca** intracelular. L
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QUABAINA

Figura 9. EFECTO DEL cd** SOBRE LAS CORRIENTES DE TRANSMEMBRANA GENERADAS
POR LA INHIBICION DE LA BOMBA DE Na* EN DOS NEURONAS SUJETAS A FIJACION DE
VOLTAJE. El Cd** (400 uM) estuvo presente durante todo el experimento. A) Célula
1F. B) Célula 77F. El cd** tuvo varios efectos sobre las corrientes de
transmembrana (véase el texto), sin embargo lo mds sobresaliente es gque la
corriente saliente se abolid durante toda la exposicién a la ouabaina.



l.gf Estimacidon de ‘la tasa inicial de aumento en la [Na'); y del
flujo neto de Na‘* a partir de las corrientes iénicas
resultantes de la inhibicién de la bomba de Na'.

Eh condiciones de reposo, el influjo pasivo de Na‘t  es
equivalente a su eflujo activo. Es decir, el flujo neto de Na‘* a
través de la membrana plasmiatica es cero. Por lo tanto, cuando se
inhibe la bomba de Na*, se espera un aumento en la [Na*],. Para
evaluar si el aﬁmento transitorio en gl VCA, -que algunas veces se

puede atribuirse al

.presenta cuando se inhibe la bomba..de .N f‘
aumento de la [Na*);, se estimé la.tasa.inicial de aumento de la

concentracién intracelular:de:Na "1 en mM/min) a partir:. -

de 1los registros de Jla‘’’

¢'en“:tres condiciones:

respecto al tiempo durante el primer~ﬁi

bomba, para asi obtener la transferendia'd ‘carg lectrlga'hefa a

través de la membrana plasmitica.

En la figufa 10 se ilustra el proéeaihléﬁtdkdé integracién de
“In, 4que consistidé en qalcular~ei~érea@porfairiba_de.la curva
circunscrita por el trazo de Im‘cﬁﬁ féspecﬁé al tiempo, como se

muestra a continuacién: .

gt = [T, ar (10)

T3e




Figura 10. INTEGRACION DE LA CORRIENTE DE TRANSMEMBRANA. Procedimiento
empleado para estimar la transferencia de carga neta a través de la membrana en
respuesta a la inhibicién de la bomba de Na*. Para estimar g,(t), la cantidad de
carga eléctrica que entra a la célula en funcidén del tiempo, se integrd la
corriente entrante de transmembrana (I,) con repecto al tiempo, tomando como
limites de integracién t, y t,, donde t, indica el tiempo al cual I, empezé a
cambiar y t, el segundo 60 posterior al inicio de dicho cambio.

En la tabla 2 se muestran los valores estimados de q,(t) para

la I, registrada-:en las condiciones mencionadas.
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Tabla 2. VALORES DE q,(t) ESTIMADOS A PARTIR DE LA
INTEGRACION DE LA I, ENTRANTE RESULTANTE DE LA INHIBICION DE LA

BOMBA DE Na* EN TRES CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Condicién g.(t) (c/cm?) n Rango
experimental
+ ouabaina

RN 3.36x10% + 6.66x10-° - 10 ox10*% a 7.77x10°%

TEA + 4-AP . 5.43%X10% '+ 1.15x10% - 4x10%a 1.01x107

+

ca*o. i 01.84X10%" & 2.68x10-° 3.62x10° a 3.88x10%

los valores representan la media't‘él:e orfésténdar de la media

VL; d.(t) se utilizé para ?ééﬁiméf*ﬂd[Na*]ddt, como - a
continuacién se describe. De acuer&o con la estequiometria de la
bomba de Na‘*, g,(t) corresponde a 1/3 de la cantidad total de Na‘
que entra a la célula. Por lo tanto, para estimar d[Na‘};/dt, seb

utilizé la siguiente expresidn:

ey e

Donde Vv es ei;VGIQmen celular: n lit;qsf(l)fy nya;sz o

definid.

>,4Q.f



se muestran lo valéresﬂwstlmadqs de d[Na*];/dt

."en tres condiciones' diferentes.

Tabla 3. VALORES DE d[Na'],/dt ESTIMADOS A PARTIR DE LA I,
ENTRANTE RESULTANTE DE LA INHIBICION DE LA BOMBA DE Na* EN TRES

CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Condicién d(Na*]y/dt (mM/min) . - IR PO : Rango
experimental T
+ ouabaina

0.247a’0.85

RN
TEA + 4-AP 0.12 a 1.30
ca 0.27 £ 0.04 - 12 0.15 a 0.61

los valores representan la media * el error estandar de la media

Para esta estimacidén se considerdé que el Na* que entra al
citosol se diluye en el volumen total de la cé&lula. Sin embargo, se
sabe que de éste, sélo una fraccién es osmdéticamente activa. Por
esta razén, el valor de d(Na*];/dt asi obtenido es una
subestimacién. Seria mds adecuado considerar la dilucién del Na*
ganado por la célula, Ginicamente en la fraccidén del volumen acuoso
osmbéticamente activo. Para el soma neuronal no existen medidas de
esta fraccién, sin embargo, la media de 16 estimaciones realizadas
en 11 tipos celulares diferentes de invertebrados y vertebrados

(DICK, 1965; HAUSER y FREEMAN, 1980), es de 0.7 (rango: 0.5 a 0.8).
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De acuerdo con’ 1o ‘anterior;‘en’la“tabla’

estimados para d[Na*L/dt en las tres condibioﬁes ya mencionadas.

Tabla 4. VALORES ESTIMADOS PARA d[Na'],/dt, CONSIDERANDO UNA

FRACCION DEIL VOLUMEN ACUOSO OSMOTICAMENTE ACTIVO DE 0.7.

Condicidn d(Na*);/dt (mM/min) . n : : ; ‘Rahgo
experimental B . el
+ ouabaina

RN 069 +:0.08 - : _ J347a 1.22

TEA * a-ap ‘a7.14

car+ R 0. B 70,21 a 0.87

flaéﬁaafores represent standar de la media

- no hay'diferénci camente significativa con RN

> significativa con RN

nhib'c 6n de la bomba no

hay cambios slgnlflcatlvos a volumen,(ALVAREZ—LEEFMANS GAMINO y

REUSS, 1992), se utlllzo el area calculada a partlr del didmetro
celular, para estimar el flujo neto de Na+ (Pnat 7 pmoles/cnl-s), es
decir la cantidad de iones Na‘' que se mueven por unidad de &rea de

membrana plasmatica, por unidad de tiempo.
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Para ello s

1z

Donde h es el
. En . la‘ tabla“5 se muestran 1'o’s"valore‘s estimados‘_para Snat "envlas‘

tres condiciones:experimentales.

© “'Tabla 5.  VALORES PARA EL %, ESTIMADOS A PARTIR DE LA I,
ENTRANTE QUE RESULTA DE LA INHIBICION DE LA BOMBA DE Na* EN TRES

CONDICIONES EXPERIMENTALES.

Condicidn @y (PmoOles/cmies) n Rango
experimental . .
+ ouabaina

77.15.0 a 48.5

RN 30.0 + 1.7
TEA + 4-aP 44.4°% 1001 = 9.9 a 84.7
ca? : 16.0 + 2.0 ° 12 9.2 a 26.4

“los valores }:epresentan la media * el error estandar de la media

- no hay diferencia estadisticamente significativa con RN

* si hay diferencia estadisticamente significativa con RN
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i 1992),

5  DISCUSION

subéééuentes ‘

que ocurren a traves de la membrana plasmétlca,

’y'K+rcon'e1 objeto de conocer el balance osmético de la célula,

[ﬁpara correlac1onarlos con las alteraclones en el volumen celular

 'acuoso, prev1amente observadas (ALVAREZ—LEEFMANS GAMINO y REUSS,

5.1 Corriente entrante

Dada la estequlometria de 1(?“@*:2K*), ésta

expulsa una carga positiva neta-porfcada clcld. En condiciones
normales genera una corriente: sallente contlnua., Cuando la bomba
de Na'* se inhibe, se suspende dlcha corrlente saliente. En

ausencia de otras corrientes de transmembrana, la supresidén de la
corriente saliente, se manifiesta como una corriente entrante de la
nmisma magnitud pero en sentido inverso a la corriente de la bomba

de Na* (DE WEER y RAKOWSKI, 1984).

La I, entrante descrita en el presente trabajo corresponde,
efectivamente, al inverso de la corriente de la bomba de Na®*.
Esta depende del Na* extracelular, ya gue cuando el Na* se
sustituye totalmente por TEA* y se bloquea la bomba de Na‘*, la I,

entrante se abole (CRUZBLANCA y cols., 1993).
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Las ,viasf qﬁé;hsuﬁyéy

membrana . plasmitica . en; reposo

posibles vias

sensible/alicd?

GILLY 'y ARMSTRONG (1984) en
. iidad se descarta dado que

260 mV, potenciales a los

cuales no se activanblds-canales de'ca?* que se encuentran en estas
neuronas. Estos se activan a potenciales que van de -10 a +10 mV

(CARBONE Y LUX, 1987)gll'Pér;dﬁfbvladq,:de acuerdo con el modelo

teérico de ALVAREZ-LEEFMANS y ' col (1993), el potencial de

equilibrio del intercambiador Na*/ca en las neuronas de

H. aspersa, es de '-54. mV..En las condiciones iniciales de 1los

experimentos aqui ,dgsé;étos, §}§§9 ¥iEtgpgambiador, si acaso
generaria una coffiénte saliente.déiNa+. Si esto es correcto, el
blogueo del intercambiador Na*/cCa?* con Cd?*, se manifestaria como
una I, entrante, lo cual no fue el caso.

También se descarta a los canales CAN, ya gque cuando se
sustituye al Na* por TEA*, la I, entrante se abole por completo

(CRUZBLANCA y cols., 1993), a pesar de que el TEA* perméa a través

de estos canales (MULLER, SWANDULLA y LUX, 1989).
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Finalmenﬁé, idado ‘qu
ﬁcanales umbral"{tv.v
transmembrana de‘repoéo GI
dado gue estos canalé
SCHILD Y MOCZYDLQﬁKI,
entrante, sen;i§1

anale:

de este tipo de

e desconoce si este tlpo de canales de Nat, esté o

as de H. aspersa.

5.2 Relajaclon de la corriente entrante

:Después de gque la I, entrante alcanzo su val ) of méx1mo, se

krélaﬁé retornando a la linea basal y fue seguldavdevuna Im sallente‘
(Figura 7). Estos componentes tardios dg]l#)l@; ﬁa.conétituyen la
respuesta esperada para la inhibicion de ;lav’bomba de Na*
electrogénica, suponiendo que 1as corrlentes de transmembrana

fuesen llevadas exclusivamente por { Es posible que los

componentes tardios representen ﬂun efecto secundario de 1la

inhibicién de la bomba de Nat sobre otros_slstemas de transporte.

Dado que la relajacidn de 15 I;,eﬁtrante y la I, saliente, se
acompafian de un aumento en 15 conductancia de la membrana, éstas no
pueden deberse a la inhibiciénk de una I, entrante (ALVAREZ-
LEEFMANS, MEREDIZ y FERNANDEZ 1993) Tampoco puede deberse a una

corriente saliente de Cl° ya que el potenclal de equilibrio de este
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realizados . con i

os'aliClien as neuronas, es de-alrededor

RQUEZ-BALTAZAR y ALVAREZ-LEEFMANS, observaciones

intercambiador Na"/VCa“V,”é;q')ulsa :cﬂa’f»acopiéao con la entrada de
Na*, con una estequiometria de 3Na‘*:ca?*  (BERS, 1991). Sin
embargo, como todo sistema de transporte por medio de acarreadores,
el sentido en gue mueve ambas especies idnicas es reversible, y
depende de la magnitud y sentido del gradiente de las especies
transportadas. En este caso del Na* y del ca’*. Ademas por ser

electrogénico, también depende del E, (MULLINS, 1979).
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vo.,je:h"'\lé fNa%]‘, es

ntercambiador Na* /cazt,

algebra 'c'ar‘n'entiev a’

' ",fglajac;én de 1a 1, entl;.‘ra‘hi':ei.j

5.2 ._i Posibles consecuencias de 'la-inversién del intercambiador

Nat /Ca2+.

- La teoria predice que la inversién

“‘6casionaria un aumento en la- H:
micromolares (ALVAREZ-LEEFMANS y ICOis./, '1993). En neuronas de

H. aspersa inyectadas con el indicador fluorescente de ca?*, Fura-2,
se encontrd que la [Ca’*];,, efectivamente aumenta al inhibir 1la
bomba de Na®t. Este aumento se suprime cuando se elimina el ca?*
externo, sugiriendo que dicho «catidén proviene del medio

extracelular (éAMINpIy cols., 1993). Aumentos en la [Ca’*]; a
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consecuenc

venlente evaluar el

efecto gue tiene el Benzamil y la ‘ami orlda, los cuales son

conocidos inhibidores de este transportador (BERS 1991), sobre las

corrientes iénicas inducidas por .la- ouabaina.

5.3 Corriente saliente

A la relajacién de la I, entranté; éiguié una prominente y
sostenida I, saliente. Esta Im”sélienfe'Se bloqued con TEA* y
4-AP, sugiriendo que se debe a un eflujo de K' a través de canales
idnicos selectivos a este catién. Dado que el cd?* también suprime
esta corriente, se sugiere que para la activacién de estos canales,

se requiere del aumento previo de la [Ca?*];.
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una conductancia <80 pS

(LATORRE y cols., 1989)

caribdotoxina, pero

HAYLETT y JENKINS

cohcenffécione
LATORRE .y cols

(GOLA y CREST; 19

El aumeﬁtofen

Na*/ca?*, Seria sufic

K* en. las:neuron

Finalmehﬁe;

apamin (cRUZBLANCA:y/bbls.,'1993),;sé'ﬁuéde‘afirmar que la I,

saliente se debe a la activacién de"ééhaléfs"del tipo SK.
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9# y cambios de volumen

" celular a a inhibicién de la bomba de
'y HOFFMAN (1960), predice
resulta en un aumento en el

racelular de cationes,

bios ‘‘en’:la -osmolalidad
at y'K*, para determinar si
i ) ambi o n el volumen descritos

igura 3)7(ALVAREZ:LEEEMANs}yncols., 1992).

,;fﬁede explicarse el incremento transitorio de volumen
con base en la hipdtesis de TOSTESON y HOFFMAN?.
‘ ALVAREZ-LEEFMANS y cols. (1992), encontraron que en el 35% de
las neuronas estudiadas, la inhibicién de la bomba de Na* produjo
" un incremento transitorio y rapido del volumen celular acuoso con
una tasa inicial aproximadamente del. 20%/min. La tasa maxima de
aumento del Na't intracelular estimada a partir de la I, entrante
fue mayor a la obtenida previamente con microlectrodos selectivos
‘al Na* (CRUZBLANCA y cblé}; 1992), sin embargo, ésta no fue mayor
de 1.1 mM/min. Si consideramos que la osmolalidad del medio
intracelular y del extracelular son similares (aproximadamente 200
mosmol/Kg de agua), entonces la entrada de Na* acompafiada por una
cantidad equivalente de Cl° (u otro anidén), explicaria una tasa de
aumento en la- osmolalidad aproximadamente de 2 mosmol/kg de

agua-+min. Si la célula se comportase como un osmdémetro,
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:Es sufi¢1eqte~e1'eflhjo{gé”kf, acompaiiado ‘por un anién

agua, ~para explicar la- disminucién en el volumen.
elular?

fLos‘résultados aqui presentadqs sugieren que el eflujo de K%,

“a través de canales de K* actiVédos por Ca?*, acompafiado por una
cantidad equivqlente de un éniéh y agua, podria contribuir a la
disminucién del volumen’eﬁ laéwﬁéufbnas durante la inhibicidén de la
bomba de Na®t. En conjuntd}_su salida deberia sobrepasar. a la
_entrada inicial de Na*kJCiéymaéua Al CLLOSOL. o i

Para probar esta hipéﬁesis; se siguid una metodoibgiavsimila:
a la usada para el caso del Na*. Se estimé la tasafdg disminucidn
del K* intracelular durante el maximo de la I, saliente. Esta fue
2.7 £ 0.3 mM/min.vLa tasa de cambio en la osmolalidad producida por

un eflujo de K' y un anién acompafiante, seria entonces

‘apfoxiﬁadamente de 5.4 mosmol/kg de agua-min.



cambio ‘en vla,
entrada de Na y C q
Dando una perdlda e

agua-min.

aproximadamentéidelfl

observada del 2%

MARQUEZ-BALTAZAR y A EF! publicadas).

5.4.3 cpe 1menta1es, con

flos fenomenos patologlcos que curren durante la anoxia

en ,1 te]ldo nervioso.
Durante 1a isquemia, es dec1r,¢c ando hay‘SUSpehsién parcial

SO tota‘;de la--irrigacién sanguinea ‘se produce

hlpox1a y ‘alin ‘anoxia por suspensién de aporte de o2 a 1as celulas

_(ROWLAND, FINK y RUBIN, 1991)

"’ATP,' 1o que trae como conse,uencl que' todas 'las funciones

celulares dependientes de este compuesto de alta e,ergia, ‘se

’e la bomba de Na e Se acepta

inhiban, entre ellas la acthldVd
que la anoxia en el dg;éb culmlna con. el edema celular
citotéxico, es decir, el au nto en el volumen de las neuronas y

células gliales.
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HOFFMAN'(1960), este
e lé ‘bomba de

resentados no

En condiciones patolsg

canales, probablemente aumentaria el

“la’ délu_.‘lr,a\,‘;_prygv"‘

. De esta ' manera;

“ subsecuente’ activac

afectarian al citoes

un proceso degradativo qu

ya que de acuerdo con.experimentc ‘on’ fura-2, .las

neuronas de H. aspers‘a'SOn:"capa - éumento‘ de la
[Ca®*]; que resulta de lé'inhibici’é

cols., 1993).
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demuestr

__bafiadas .

4.- La relajacién de la corriente entrante y la corriente saliente

al parecer se deben a dos mecanismos. diferentes,: ;c‘pmo:fl'q
sugiere el hecho de que la primera fue abolida por fél ‘cd?“‘,
pero no por el TEA y 4-AP, mientras que la corriente saliente

si fue eliminada en ambas condiciones.
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d'_e,,de; la entrada previa de

de modo inverso, es:dec <pulsando Na+ ‘e introduciendo ca?* .

a la célula.
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micro-electrodes

ALVAREZ—LEEFMANS’ 3., T 3. 1984

‘Intracellular free magnes:.um ones of Helix aspersa

measured w1th 1on—select1ve mlcro,electrodes. J. Physiol.

354.303 317.
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