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DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS 

Actividad 
Tasa inicial de aumento de la concentración 
intracelular de Na+ (mM/min) 
Potencial de DONNAN 
Potencial comando 
Potencial de fijación o mantenimiento ~0~:~~ 
Potencial de equilibrio electroquímico para,üf¡}ión 
di fusible (v.g.: EN.i para el caso del Na+) 
Potencial de transmembrana 
Potencial de equilibrio del intercambiador N~+}ca2+­
Constante de FARADAY (96480 C/mol) 
Coeficiente de actividad 
Cociente volumen/área de la célula (cm) 
Corriente de transmembrana (nA) 
Diferencia de presión osmótica 
Equilibrio osmótico 
Flujo neto de Na+ (pmoles/cm2 •s) 
Carga eléctrica (C) con respecto al tiempo 
Constante universal de los gases (8.314 V•C/K•mol) 
Solución Ringer Normal 
Temperatura absoluta (°K) 
Constante de tiempo 
Tetraetilamonio 
Tetrametilamonio 
Volumen celular acuoso 
Valencia de un ión 
4 aminopiridina 
Concentación intracelular libre de una especie 
ionica (en este caso del Na+) 
Concentación extracelular libre de una especie 
ionica (en este caso del Na+) 
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1 OBJETIVOS 

El o!Jj~~iy~ g~l1.el'.'al;,{d~1. ~~esente trabajo fue: contribuir al 

conocimi~rif<i'tie2l.~~\ii:~ca'~f~~()~ i.6iíicos que subyacen a los cambios 
~.,,~ (t Fi '>•'.',., 1: ,-_, 

en el voli,,;meri ci;ii~fa:~'.;iici{i;~o que .. ocurren en neuronas del caracol 

terrestre HeilX' ciS:t~~;i'ii~'.i:;t:,onsecuencia de· la inhibición de la bomba . :-~~;:.·· -~~~;;:r~;~~·~~, · .. -, . . -
·:t', -: ·r,{:x·;;~t;,.~!~~·::-,:~ ~ 

e.:~ \~~Ji;~ !;,: 

~·'.,:e:; .:~j'~~ 

de Na+. 

Los o'bj étÍ~osfl3specÍ/icos. fueron: 
.-__ :!;:;-~.2; ~~~:~,; -~*;-:;. ::_~;..~;-?" <-T""-- -

.a) •• R~~i~:J~f~~iJ~ .. :tL~b~ntes · iónicas resultan tes de la 

inhil:>_ic;ión fa'rm~-colc5gicia ~~e· la bomba de Na+ con el glucósido 

ouabaina. 

b) Identificar los tipos de iones que generan las corrientes 

que fluyen a través de la membrana plasmática durante la inhibición 

de la bomba de Na+. 

c) correlacionar dichos movimientos iónicos con los cambios de 

volumen que se ha descrito, ocurren en respuesta a la misma 

maniobra experimental en neuronas de H. aspersa. 
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2 J:NTRODUCCJ:ON 

·~ ~;;· ' . " ''. 
:-: :· _·. ;.'. ''.~, - -07 

Resumen ~- . :_: . ~ - ; - _. 

~ · s: t:: ~:. ~;L~:' t-> ~e;__:;:-'~:-. · .. ~-, 
Una necesidad es~np,~il,1%P,ªi:;;l_ la vidá de l~i;; 6-éfoÍas es la dé 

mantener su volumen const~nf~¡ en Óo~d:Í.cioneSi fisiológicas.. Esta 
, e•:: ":'.¡{~; ., :,:;~ -, ,-

propiedad es un ej emp1Ci;ic \·a !·escala celular, de un principio 
' -.. · , .. -· ;,·~1· 

fundamental de la . iif;:L:ii'cig.i~, 'postulado inicialmente por CLAUDE 
',1::-:·-·.:: "'i':ú'·' 

BERNARD (1813-1á?¡¡¡";-~fünc)cido como homeostasis. De acuerdo con 

este postulado;'rÜnf?~c~nd:Í.ción indispensable para la vida, es el 

mantenimiento dei:!ii\edio\interno del organismo, independientemente 
~--2'-~~ :.;.;_.'.·::-::-: --~-.__.:,~-~;~~..:::--~'~' 

de los cambios '!~"~'i~?§f"3Ki en _el exterio~ dd mismo. 
·-

:_--· .. · .:, - ·.' 

Las C:élul~s · 'i:'iriÍ.ina:r~s, en condiciones fisiológicas, se 
-- -

encuentran!en~eqUÍ.librio osmótico con el fluido extracelular. Es 

decir, no existe diferencia de presión osmótica (Arr) a través de la 

membrana plasmática, a pesar de que en el citosol se encuentran 

macromoléculas impermeantes cargadas negativamente (v.g.: 

proteínas), las cuales generan un gradiente de presión 

coloidosmótica dirigido hacia el interior celular. De acuerdo con 

la teoría de GIBBS-DONNAN (véase adelante), este desbalance induce 

la entrada de cationes difusibles a través de la membrana 

plasmática. A esto debe agregarse que el gradiente electroquímico 

del Na+ está dirigido hacia el interior celular. Por lo tanto, 

hay una tendencia a la entrada de Na+ acompañado por un anión, 

generalmente el c1·. si estos iones alcanzaran el equilibrio de 

GIBBS-DONNAN, su flujo neto se acompañaría de un flujo neto de agua 
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),~ ·~-- ::·~·<·~-·.··T.;,~ -:::;~_:·/,~-·~:·\..:·/.~~ 
al .interior. cei~i~'r< h~~~~[,_~ii6~hiá; 'Ji:!; .'nú'e\T~; eciliiíihr.i.6 osmótico 

,~;;.· 

. ''.·; '• "· ,,,. ·'' ,·· ·-·,\. ·:>:·\;~. _"::,': •; ,·, '. " .·· :· ,,._. -- ;·: --·· :.-':'•,• ·. ·,,..,-~-- ,,-· ,· -, 
(An=O) .· Dado que'cla· membr.anai•'plasmática ·.es distensible, .•. el nuevo 

estado de equfJ.ib~Í6:2''~~~.;i~g~~~Í~ a expe~s11~\ ~?:: \U.~· alimento del 

V lum n elular' uo'" ·i;i ;id e' ;• ~ri ~~lll~ntg;¡~·ri~i~.·.1.·.'..:!c6n.t:e.nido de 
o e c ... : .~I~~,~~¡~;[;.'f,,.,~{ E?,,~:r::y _ _ 

agua intracéiuiar .'qu~}a:6"t:úa ¿,c;;mci ~b1t:erit~ .;(yc.ii¡\'..i • 'Ei hecho de que 
-,.·.·-' '.!: _..;·.0'-: .. '._:;~----~-, ":. '; 

ésto no ocurra, t~Ei~u~.si:~a•::qu.~ ~r-·E!qüi.lib~io\~smótic~ de las células 

con el fl.~ído '.~~~~~~g'.~{~i·~;!j ::e ~·;n~rifi~~~; ¡;!~~;; c~ri~ra de fuerzas 

fisicoqririíl:~~#~ -~±~m:·~~~~~G~~¿lfi~1l~ ~t.;¿f~17~~;;.~0-j1os mecanismos que 

contrar"ies't~n -'~i' ~i~~i~~~~;i\i;·~~~sr¿n'f~f~l~~1m~tica en condiciones 

fisÍ?~~&i~f~![ · .. ·c... ;•~. ·_¡ .~'.'~_}';~;{;~ij c~'.:J: ~.\:. 
··}~~ÜnlÍÍentese ~~~Pt:~~q1i~J;~~~}i~i~~~t'~~~~l agua y de los iones 

cilftre;-1biés a 'eiri"t:rai a. Tas céil.llas;ani'm'a1es1 '.es contrarrestada por . , .. "-, ·' .-y:.:'·- -

la actividad de la bomba de ';Niit/:K:.'.~i!i'~ -C~.impÚ.mente bomba de Na+ 

(TOSTESON y HOFFMAN, 1960); Es't~ postulado conocido como 
._ c.=·~--: :_:->·,: .. - ' 

"hipótesis de la bomba y de la fugall, ;·éstablece que la entrada de 

Na+, se contrarresta por la expulsión activa de este catión. De 

manera que, la membrana plasmática se comporta como si fuese 

impermeable al Na+, evitando que se alcance el equilibrio de GIBBS-

DONNAN. Como corolario de esta hipótesis, se acepta que el 

bloqueo de la bomba de Na+, propiciaría un aumento en el VCA y 

eventualmente, lisis celular osmótica. Sin embargo, en estudios 

realizados en neuronas de Helix aspersa (ALVAREZ-LEEFMANS, GAMIÑO 

y REUSS, 1992), se ha demostrado que la respuesta principal durante 

la inhibición de la bomba de Na+, contrario a lo postulado por esta 

hipótesis, es una disminución en el VCA, que sólo en ocasiones es 

precedido por un aumento transitorio del mismo, a pesar de que al 
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inhibir la bomba· 'de ~a-t,;~ s.e :'pr~dúC::~ un :aumento~ en'' el Na+ 

intracelular (CRtJZBLANÓtyt'c::6rei.~Í99:f):' 

neuronas cuentan con me6~ni~DIC>~ i~d~~eg~~~.ri~~~ ~e la. bomba de Na+ 

que permiten la sél~i~a d~ par~ichia~··~~~~ti~i~ente activas y agua, 

llevando a la restauraci6n e ·i~bius~.'a: '.J.;~~~lsminución del VCA. 

Entonces cabe preguntarse: ·¿Cuál ··o cuáles pueden ser estos 
~j 

mecanismos?, ¿cuál puede ser la señal; que los activa y cuáles 
;:...· ,,,-<::~ '.·i: 

pueden ser las particulas osmót'icamente activas involucradas en 

esta respuesta celular? 

Por otro lado, ¿es su.ficie'nte la tasa de aumento del Na+ 

intracelular cuando se inhibe> la bomba de Na+ para explicar el 

incremento transitorio.,eii el. VCA? 

Para responder a estas preguntas y alcanzar los objetivos 

planteados, se utilizó como modelo experimental a las neuronas 

identificadas del caracol terrestre Helix aspersa. Los flujos 

iónicos que resultan de la inhibición de la bomba de Na+, se 

midieron como una corriente iónica, mediante la técnica de fijación 

de voltaje con dos microelectrodos. 
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2.2 

2.2.1 

medio isosmótico. Es necesario, comprender primero cómo se genera 

la distribución de las diferentes especies iónicas en ambos lados 

de una membrana semipermeable, en un sistema físico simple. El 

modelo de la figura 1 se compone de dos compartimientos separados 

por una membrana permeable al agua, al Na+ y al Cl", pero 

impermeable al anión monovalente p· -A~~g~_ -~~C>mpélrtimientos están 

En este trabajo se usa 11 concentración libre", pero estrictamente debería 
usarse "actividad", ya que esta última se refiere a la concentraci6n 
termodinámica efectiva, es decir, representa la fracción de los iones que 
potencialmente pueden participar en cualquier reacción o equilibrio químico. 
El concepto de actividad considera las interacciones que ocurren entre los iones 
presentes en la solución, así como las que ocurren entre los iones y las 
moléculas de agua. Estas interacciones reducen la concentración efectiva de una 
especie i6nica en particular. En soluciones infinitamente diluídas esas 
interacciones son insignificantes y la concentración es equivalente a la 
actividad. Comunmente en biología se emplea concentración en lugar de la 
actividad. Para ello, se supone que la fuerza iónica en el interior celular es 
constante y que el coeficiente de actividad de una especie iónica es el mismo en 
el interior que en el exterior celular. Operacionalmente, la actividad (a}, se 
expresa como a=~c, donde ~ es el coeficiente de actividad, éste es un factor de 
corrección que nos permite conocer la concentración (c) a partir de la actividad 
o viceversa. 
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sin embargo;,'' ,,.~.:dé 'acuerdo··•.· con.'"'' ,el principio de 

electroneútraH~i{d( todo, ·~g:0t~1iJ¿o.~i~Jt/~l.-; se acompañará de un 

( 1) 

mientras que: 
:.'.' ... ,<'..::·:\<: 

Donde: 

'¡Na+)¡ ='' [fl'.Jí + [P]¡ (2) 

[ C1 l ~· ,·,~:~;,, ",:~-1 :-~ -, p '" son ias ,i~lEi~~f zf UL . 
libres de Na+;. c1.- y P' respectivamente~ 

La distribución asimétrica de los iones difusibles a través''de 

la membrana, tendrá como consecuencia el establecimiento de una 

diferencia de potencial eléctrico a través de la misma. 

La ecuación de Nernst describe la magnitud del potencial eléctrico 

necesario para que el flujo neto de cada uno de los iones 

difusibles sea cero, de acuerdo con su gradiente de concentración. 

Para el caso particular del Na+, ésta seria la siguiente: 

(3) 

Donde EN, es la diferencia de potencial eléctrico al cual el flujo 

neto de Na+ a través de la membrana es cero. 

6 



----='''.--·-·. -_o • 

R es la constante ~niverS~1\~e",.i6~ g~~Z (~;J¡~j~·c/K·~o1¡; 
,,_ ·:.!:'.'."·-,-: ·. 

T es ia temperatura absolut.a (oK) ;':'z'}!s )a 'valenCia del icSn. F es 

la constante de FARADAY (964soé;l11;;,i¡. 

a o 

Na+ Na+ 
c1- p-

t=O ~x=O 

~ 
b o 

Na+ Na + 

c1- p-c1-
t=OO ~x>O 

Figura l. EQUILIBRIO DE GIBBS-DONNAN. En esta figura se ilustra la 
distribución de los iones en un sistema fisicoquímico compuesto por dos 
compartimientos cerrados a la atmósfera y separados entre sí por una membrana 
permeable al agua, al Na+ y al c1· e impermeable al anión p·. Al inicio (t=O), el 
compartimiento o contiene una solución de NaCl y el compartimiento i contiene una 
solución de la sal NaP, ("A"). A medida que transcurre el tiempo, una fracción 
de c1· difundirá del compartimiento o al compartimiento i acompañado por una 
cantidad equivalente de Na+ para mantener la electroneutralidad del sistema. Esto 
da como resultado que en el estado de equilibrio ( 11 8 11

), se presente una 
distribución iónica asimétrica, donde el compartimiento i tiene una cantidad 
mayor de iones, es decir, un mayor número de partículas osmóticamente activas que 
generan un gradiente de presión osmótica entre ambos compartimientos.. Esta 
distribución se conoce como equilibrio de GIBBS-DONNAN y está dada por la 
siguiente igualdad: [Na+]. ¡c1·1. = [Na+], [Cl"] 1• Aunado a lo anterior, la 
distribución asimétrica de los iones, genera una diferencia de potencial 
eléctrico entre ambos compartimientos, conocido como potencial de DONNAN (E), 
siendo el compartiffiiento i negativo con respecto al compartimiento o. 
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Esta ecuación establece que en el_ estado de equilibrio, el 

producto . de las concentraciones de los iones di fusibles en el 

compartimiento o, será igual al producto de las concentraciones de_ 

los iones difusibles del compartimiento i. 

En estas condiciones: 

(7) 

8 



en 

difusibles {Na+ y Cl"). 

(8) 

(9) 

no difusibles (P") 

distribución de los iones 

cuando este sistema alcanza el estado de 

equilibrio predicho por la teoria de GIBBS-DONNAN, entre ambos 

compartimientos existe una Arr. Dada la permeabilidad de la membrana 

al agua, la Arr 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. 

volumen. 

Por lo tanto, el compartimiento i no aumenta de 

El equilibrio osmótico de una célula, cuya membrana plasmática 

es permeable al agua, a iones inorgánicos como el Na+, el K+ y el 

9 



~--.'<; ~'. '- ,-\';_ ·:>.\.-"·.~i);_:,_. -/.--:.::_-, 
c1-, peró impefmea-b~~ --~~:;,i~~ ~~c~o~~l.é~~~~s orgánicas que se 

encu~iiti'a~· en":;f1C:I'tc:l~~i:/~;~~, ia,~~J?ráe°~~a'~: las cuales debido al 

pH -i~hX"~ócA'ül'~~ :('i .~~7j'4) :~~~~11'.!~él€~~~~s.' ?le~~ti vamente, requeriría 
··---¡'"·;_, :·-,,¡ 

:::di~0c~i·~~!'~;JL~ftt~tt::~~~~T~,~~lj~,t~:t~~:~n d:inac:::g0 :

0

:i 

1

:: 

:::::::~~óf ;~;,~J~~l~i.~,~[~;;?t31jr·:.,·:,::'.·nt:º::,:::::;: 
la al t;a df.sú/nsi

1

Bill~i~c:ae -:-ia; m~~brána •'plasmática~ el influjo 

osmótico.ª,~- ág~-f :.É~~¡~~~'.;2.c,g;o·;f~~fj,f~-~~~~,i-Li€~ ia 'cé1.ll_1a,_aument:ara 

su volumeil: en uíiJ./me'ciio :;:'f.sosinódco, 'i.n~iu~o .:;;~~-¿ 'la eventual 
'·,,\~ r~~~f-, ~.:>· ;J' :.·""'' ,,,. ; '-"'< 

cit;ólisis osm'ótie:'fi. ~,.,, ----------- '.'c.--~~ ii•'lf,•!\'~t~;~:,'i'~;*::~~-~:¿;• .-i; -¿., - - -- - - -- • --·~''' -'~'""-c"·-··:r;, - --- -- , 
sin :~ihha;:<J6-1i-·~~~-; §~~~i~i~ri'.~~-;Iif'i~W6i'~~{~a_i;¡-- :~¡, ~~/l:-i-ci1~Jfa ,-de 

presión osmótic~ ~;,t¡/J-;~i !Ilectfé> I~tª~~~J.&{~r y el ~xtf_a;-;::':ai~Tar, '•es; 

virtualmente inexist~Ú~/ . ~ •. •·· ------·-· 

,~:'> ·\:_::,' 
En la siguiente sección se explica el mecanismo que- se -~c~~ta 

como responsable del mantenimiento del volumen celular. 

2.2.2 Hipót;esis de TOSTESON y HOFFMAN 

Dado que el gradiente electroquímico del Na+ está dirigido al 

interior celular, este catión continuamente se filtra hacia el 

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

completamente, pero que incluyen canales iónicos y sistemas de 

transporte secundario. Estos últimos acoplan el movimiento de 

otros iones o metabolitos, con.la entrada de Na+. Por ejemplo, el 

intercambiador Na+ /Ca2+, el intercambiador los 

10 



~{,~_<2' 

cotranspo]:-taa'~r~~ h'.N-~'+ ~I<+:..é{,§< Y; Ñ~f.1g i~ci~5.;_ ~ .: .:~i'; Fina lménte, • . iá 

actividad eiéCf;•r:t~· c('P6.~enc:+a~e-s- ~J~.r~~~f'ó~y ,.·;d~~:~Í~~-. ''c«úuias 
<~-· _ .. _-., ;.~ ·,;.· -~ ~ ' 

nervios.as,· tambléri _cont~ibuye,_a' l~ 'entrada" d~ Na+ .• •:· ·:El influjo 
!. ··r-- .. ;· ,,-«· - '"·:, ~ ,-¡. .,,,, 

ccmt:i.n~? ;~~ ::~~+;; ~~~i'á;~·~6i l~i';entr~'éia, d.eic1';.'pára mantener la 

eleétr611eilfi:'¡;:iI eY:fI-~~{¡~~;irn :~,i~· e~~if~6/ ~1~ ~k~ · .. i~tr~celular 
~-.~;-,·- .',' ~ -~·>:·::.'" ~-~·-__ : ::_:· ·:,·;·. _--

no ·:~n1fnt~(ih~~i}~~~Wff~ri~~i"c1e fo contrario• traería·· cambios en la 

osmo1.iiid~d 'f!~~f~~~l~~a;;i'•que ; se reflej arian en un aumento del 
-,'",-,; ~\· 

volUmen ceiuiár';l¡i¿ l'?'~'iÚ?}a¿;E!pta que la bomba de Na+ es el mecanismo 
;,'; '• 'J:;,,';y.,;, 

~::s::::¡f~ff~Jff~fffffJifQt~:,:~ª:::t::d:~ N:: yv=:~m::n::1:ª;ª:0 :: 
condicionés· i:i.~r~~ii~t~~~-~C(TdSTESON y HOFFMAN I 19.60) ··~·· 

-~i;;~"}'éf:,; -.'~fr .. , 
: ~;'-, 

La bomba· d.~'• N~:i;'} ~·5 una 
- . " . - . .• - .. _,, -· -· ', ·":"'"~''"'-C";-.:--

la membrana 

plasmá tica Ú--t::;;a~i-i;;~~~éf~ia~;~rli~~i~i:J~' É~~~proteina expulsa 

tres iones Na"' e int~i5~J~~~~;os ;j:'Qfi;~~f~~;; ~~g~ada ciclo, mediante la 

hidrólisis de una mC>iéi::~'1 '~~)(' ;~~d~ su estequiometria, la 

bomba de Na+ consi~~} t~ r~}{~lllsÍón neta de una particula 

osmóticamente acd.v'iíy•jJ'iJJ~\.'S~}g~'positiva por cada ciclo. La 

salida neta de -un iÓri ¡j~'si'i'i~~' .c'oil't:'ribuye al potencial de reposo 

de la célula, haciéndÓio.n;á;:; ~~gi:i'tivo 1 ·de ahi que la bomba de Na+ 

sea electrogénica (T~Ó~s,,¡~'72ai;HOMAS, 1972b; STEIN, 1990). 
-- - - -=- ,.--,-" :-~~~-:--'o:.O.:+~--~-- - . -- - ·-

En la figura 2 se ilustra un modelo esquemático de la 

secuencia de cambios conformacionales de la bomba de Na+, para 

llevar a cabo el transporte activo de Na+ y K+ a través de la 

membrana plasmática. De acuerdo con este modelo, cada ciclo de la 
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-~,._;-'_ 

-::=~·', 

- _, ~ 

bomba -de Na+ se -i~~Íi~ci· 1'de:~i~ ~~i~~l~·~t:~f~~~~~¡;;-,~;~1fi:ififue~ paso, es 

la unión de tr~~'T6ri~~óN~t ~;·r~:c~~'a';ifn12~~-ci~iilfa:f- 'de~la bomba, ésto 

favorece_ la ~nióriT~~<frri~i;;;oJ.~~~1~0~!,fl~;;}(i~ dJ~r a,~su vez da lugar 

a , un cambio ~o'~tJ~~~2'i2~~,~,IWi~~ff{:tt~~f~J;i~ZsJ:y 0~1k~~~ '~ambio / permite 
-;· -., -·,e::·-•. )- ---:S':;.. <-;:;~T h~-Jj·:· ~:.~~~ , ·~ ,:_,_._, :_,, 

~~:~;¡~i!!!!!li?liii;;¡¡¡¡;~~=~;~~:~:~~ 
·;,·,-.'.'-i<\;:'; ,Y' '~~.{~;;, ~./?; •f~·, '.'/.~"" :~'; •5,· ':,::,~- '<·;it¡¡.:;- \{{"~ '-ó'-,'~ ' 

por 

,-. ,- .. ; ~ib·::<~~;:~:-~~::.;::~-~t~ ,__ -,~~~--·~.-c~:o;; ,;)g\~/~~:;t e~.:~~- ~ ~<#~> .... ~~:?-<,:,-~ -
si ~~~~·~~i\ii'.iriRci"i~R ~~- ~a!i:'tic!iilas~;c()sl))ó,t,19afa~nte·activas (Na+>, 

la 1:>6~~~ ·~!::~~+;;/es '~]_ ~ec~nfsltl¿·:q~~ bermite a la célula 
:-~-'~:- _,"', 

mantener 'E!1 ' -~C!g-g~~fió_ -osmótico en c_ondfoiones fisiológicas, 

entonces/ la ';~:z.~.~i'?~i6~ fUndamental de esta hipótesis seria que, la 

inhibición de'. la - bomba de Na+, por disminución de ATP o por 

cualquier ot;Z:.oli;eciio, deberia de provocar un aumento en el volumen 

celular. Esie_, aumento seria proporcional a la entrada de Na+ 

acompañado P,OÍ:. ,una cantidad equivalente de c1- u otro anión y de 

agua (MACKNIGHT y LEAF, 1977). 
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Figura 2. MODELO ESQUEMATICO DEL FUNCIONAMIENTO DE LA BOMBA DE Na+. Se 
ilustra como la bamba de Na+ transporta los iones a través de la membrana 
plasmática. Este mecanismo se realiza como a continuación se describe: (a) La 
uni6n de tres iones Na+ favorece (b) la captura de una molécula de ATP en 1a cara 
intracelular de la bomba y esta última induce (c) un cambio conformacional en la 
proteína, liberando el Na+ en el medio extracelular y (d) exponiendo a su vez el 
sitio de unión para dos iones K+, ésto favorece (e) la hidrólisis del ATP e 
induce (f) el retorno a la conformación original, liberando el K+ al medio 
intracelular (modificado de ALBERTS y cola., 1989). 

13 



<.. ¡,_ {Ú;~i';;- . ' - - -- '.\ 
.2.3 Antecederi_~_es.;~~· '"' ·•·:••;; •'é"; ''~ .. " ;;:,::, y,.::: 

·:.'.~·:-..::·: ,., ~'.~=~.-"· o_-'.2:-~;~,'~~;.=·'( ¡:·,.'.-· ~:~~;:~-' 

En la figura' 3.. ~e /,il~str".l.n':. i~_i }e~~1.:f~~s Cie -~~tud.iOs 
realizados· én neu~ori~~ 'icienti.:f1d~aa.8;C:úi:Ii; "as,PersáFU:tf1izand.o una 

·""·-"· - , ... ,-.-;·-, .::·-:·.~- .;:; .. :;:''":·~:·:· .. ,, .. ,,,·:: ·:'-- -~~.__,_- ·- -:-.. ~-} ----- ---> = 

técnica electroÜsiolÓgicif ;~~~~5'. ~~4~-~f~~r,~:; de'. ntªn.el:"a : continua 

cambios relativos en ei:t~A y én ei ·.~.6.·.~~.n.·.·.·.b0i.'~1'. .. ::t;·'a_·.··.éj~_fan.·'sm.embrana CEmlº "·· ... ,,,, '···· '-:,,-,,,, ' ... - . -

(ALVAREZ-LEEFMANS, GAMI~O\•:Aitis['i ·,' :1992) !,'.,:En{est~s experimentos se 
~;'§! ;';• ""·"- <;~ 

encontró que, contrari~m~~t~;i;.l.j;,}:?~H~&;;·~'~[iii'~ici;· la .-hipótesis de 

TOSTESON y HOFFMAN (19GO); r.;:•,!i¡iJ:ij'.f;i_.{\f:ó~'~~dl'. l~ bomba de Na+ con 
<;:'.<~~-\~'.~?'-• -• t; '.~)~~~':'.·.,'_{.,:o;,•!'. 

:::::::: ~l=~~i::a:d.uj'.~;1~~tt~%j:~f!~l!t~Jt'~f p~~~~s11c:l:la:~ 1
:: 

disminución fue ~i-~%k'á'{~~~i~~.;-~~~;.r~~~~-á~'~~{ii'd~~~~¡rif.6'0fiansi t()rio .•. 

del VCA. Mi'e;r;-f~~iirf3ci~J°'"effi ;¡~?[ir~i~~~~~·);· ,~, ri~;;;~~~ ~~L se regi~t:ró 
. _,.»"' .--:~;-: -°[fe.;"¡'- ~Í; l'.N.~- ::; ', ~ ,:'·~~<!;\~ ·?:;;:-;,:_:; ~~--;'.·;·~ '·, 

cambio alguno'.· ,;·:·_> •'t• .. :'> ;§':· ,,,,., .. ·', ·•:."•· '.:;:•:•.:•e· "' '·'··~· ·· 
·-"---~-,. .. =~~º _;;¡{L ---- :~:z~~;g~!" -,~~:~" ~:~~ú~:~I3l~ 
--- <~= iKJ~:~;1:~~~~~-= º%;:\ ~--_. __ ,::-,_;:~_;_,>,~ ~- ;>·· - -.~----

En bt~b.~:X 'e~i?efim~~§;r~x~~~~á~dos1"iC:cin · microelectrodos 

::'~D~~~~~~~~1f ~!~~t~ .~~~~';;;~:: ~: :~::.:~; ·;:ep:: 
--_ >< -.... , -~~_iJ,:~. ,._-_ ,_,~.;-

º. 42· ±.'Ó.o5 ;Jitl.1/ii1Ti;':fo';.;27i.;'a'p.i:d:1:C:j<iii'.•:'hi1~'c~llcentración inicial de 
:e: =-'-~-~-o'..~./.';:c;:.::;~:¿.t-;"'-- ~- _;:.:_ ._:- :.:.::_. __ ·::..:· 

6. ± ci ~j5_' 'mM ;': •Esto representa iiricc'auménto en la concentración 
,;.'_ - ·, ·::· . ·'.· -,::··. -·.::-·:· 

intrac~lulai:::"de Na+ del 6.8% (ALTAMIRANOy cols., 1992; CRUZBLANCA 

y: cols.; _1992; CRUZBLANCA y cols. , 1993) • 

* Esta técnica consiste en introducir a la célula un marcador del VCA, por 
ejemplo, el ión tetrametilamonio (TMA+). 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 partículas de TMA+ (nn-M.), permanece constante 
a través del tiempo. Con microelectrodos intracelulares selectivos al TMA+, se 
puede registrar la.actividad de este catión (aTMA). El VCA se relaciona con aTMA 
de acuerdo con la siguiente ecuación: VCA ::: nntA/aTMA• Dado que nntA es 
constante, los cambios en el VCA, producen cambios recíprocos en ªrMA• 
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.§ -40 

-so 
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 lF. En cada panel el trazo 
superior es el registro del volumen celular relativo (V,/V0 ) y el trazo inferior 
es el registro simultaneo del potencial de transmembrana (E'").. La barra 
horizontal indica el tiempo de aplicación de la ouabaína (lmM). En A se muestra 
un ejemplo de los cambios que, con mayor frecuencia, se observaron. Nótese que 
V1/V0 disminuyó durante la inhibición de la bomba de Na+. En B la disminución de 
v,/V

0 
fue precedida por un incremento rápido y transitorio del mismo (modificado 

de ALVAREZ-LEEFMANS, GAMIÑO y REUSS, 1992). 

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

aumento en la [Na+]¡, junto con el incremento concomitante en la 

[Cl"]; (u otro. a.nión) ·y la entrada de agua, deberia producir un 

aumerito en eL VCA. 
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Entor:ices, ¿ppr, qué.· i~ ril~yo~Í.~; ~~i! las ,;e~~onas, responde con 
'~'"> '• '<' e'• ' ~-t 

una dis~i~ü~~;~11.;~ri;¡e1( 7vc:A?,;¿C:\iá}es ·~«eic1~l1·s'e~é lofi mecanismos que 

subyace~ e§t6~: élambio~{en\ei\~/,h~~bfi~~~úlÍi~~y cuál ·puede ser la 

señal qu~:~; i'6~; !f\fof!~~?,r}Jf 'i1~Fi~~~~~nt,~~ ~ ~6~úes pueden ser las 

partÍcU.'1'~~ •· ~s'ñióücalrikhte >iicfJ.v;,¡'6 'illvolúcrádas en esta respuesta 
' . ~; .'· .:~.~--... :~.\·; "~\ ;~ . " .... 

celular? - :· 7 • '_<~)~ V :\•;,~~- ~~~2 ·,-,-
:1.:.~ : . : ; 

2.4 Hipótesis de trabajo 

Dado que la respuesta más 'frecuente a• ·la inhibición. de ·1a 

bomba de Na+ en Tas neuronas: dij.'};';~ 'fisfiefS.éf-. c_onsis-t~ de ~una 
disminución del ·.:•.vcA1 ··ésto sugié:i:-E;i~-que ·0~t~J~üri~cJif.§i::ciicia' ri~t~: de 

- ''.:,o.' ;'.;~~ ' 

partículas . os111óticamente activas y a~~a .> ·.;,o;clb ~que;: el' K1° es- el 

catión intracelular más abundante y que'su ~~t~fJ~~~<~~;c~ro~uf.mico 
se dirige hacia el exterior, en ~l pr~sel"l~~;~~a~'ajo se postula que 

este catión, acompañado por c1· o algún 'f:>t;ci:Ca.n'ión y agua, es el -·-,o-;'-

reSpOnSable de dicha respuesta.: '¡)~ _:f>ei;, ,:asi, cambios en la 

::nc"::~:c~: '::::::'::ar,::~1t1t~;¡~~i.~;;:~:.:·•:"::::::~: 
•C :~· .'.?l/f · ·-- ;,:, 

activas. ·\·" _ .. ::· 

En condiciones de fijaC::ión~.ea~~~ff_~ji,"~Lflujo de iones que 
- -- - -,;. ,,·,·. :·;. '-'-,· 

ocurre a través· de la membrana plasmáticadurárit~ la inhibición de 

la bomba de Na+, debería ser registrado 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. 
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3 - METODOS 

3.1 Material biológico. 

Desde 1959, HAGIWARA y SAITO demostraron la utilidad de __ los 

cuerpos de las neuronas de molusco, como modelo experimental para 

la investigación en neurobiologia _utilizando la técnica de fijación 

de voltaje. El éxito de la preparación biológica, se debe a que 

estas neuronas presentan las siguientes caracteristicas: a) son 

unipolares y sus somas se disponen en una capa superficial en cada 

uno de los ganglios que forman el sistema nervioso de estos 

animales; b) el soma es prácticamemt~ ~sf~i:;ico, en promedio el 

diámetro de las células de caracol aqu.i utÜÍ.zadas fue de 160 ± 5¡.¡m 

(n=31), mientras que el diámetro del - _soiná :de .1a:. mayoria de las 

neuronas del cerebro, de la médula espinal-y de- la retina de los 

vertebrados, es menor de 20 µm. Por esta razón, las neuronas de 

molusco son accesibles a la penetración intracelular, con uno o más 

microelectrodos, sin alterar de manera irreversible sus propiedades 

eléctricas y permiten la obtención de registros electrofisiológi:::os 

por varias horas; c) su posición anatómica, tamaño y propiedades 

eléctricas son similares de un animal a otro; d) los sistemas de 

transporte de salutes (canales, bombas y acarreadores) que se 

encuentran en la membrana plasmática 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 la 
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~:. ;- :-:?~:'. .. :(}}:~[ 
3 .1.1 Preparación del. material. biol.óg~C:~.} oL 

<'··: ... ::y':>,_·! 

Los animaies se mantuvieron en cajas J\:ié ;' í?i<lstico. y . fueron 
·~·TJ.; ~ :¡1: · • - ·. · -

alimentados con lechuga una vez por selDaria ;·:' .J>.·. Los ·: ganglios 

periesofágicos se disecaron de acuerdo. con.· 'e:i: siguiente 
'· ·.· ,· ... 

procedimiento: con unas tijeras se quitó:',.1a~cdr'ích'a~ iii· caracol y 

éste se fijó con alfileres a una tabla de ".orcho;. Se. hizo un 

corte a lo largo de la linea sagital dorsal;· poniendo al 

descubierto el esófago y algunos de los ganglios que lo rodean. 

Posteriormente, se cortó el esófago y se identificaron los ganglios 

y los nervios que de ellos emergen. 

18 



A 

B 

Figura 4. GANGLIOS NERVIOSOS DEL CARACOL TERRESTRE Hel.i>c aspersa. . En "A" . se 
observa una fotografía de los ganglios nerviosos D, E, y F vistos con un 
microscopio de contraste de fases. La identificación de los ganglios y las 
neuronas se realizó a partir del esquema inferior ("B") tomado del trabajo de 
KERKUT y cole. 1975. Los experimentos se realizaron en las neuronas lF y 77F. 
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con, ~~l~Y~~-~--~~~PE~z,~s- Yi:tfJE!~sj~~.;:,~~~~if~~!i,ln~~a;,ganglionar 
y se ~G~~~glÓ en i t11,{ ~6iUbiÓ~ ;Riii~~~;:; r{.;~ni~i ~e ·~~ia6~1 (RN) 

}~.,-,: '\ ·J:'>' ,-

ccinterilCi~ en'j\liila ;c;:aojaº·•-w:n~e,~c···-~o§r.~n·~·i~nrgi,.·c·c'º,ºrJp:{º~:_'ºr'af;tfi:tº •. :jn'~,·:_·~_·_·.i_···~E-_~s.;u1:_/ .• _:_dA,el'··,·--.',:;_·u,;_-q.~uLe,f_-._._ •... p~:e1·r·~_-mm.ei··rt·'·e~· 
f.le>!:lb'!~~,·.15;.J'.'9~;a.;~t 

la··· ·¡{:~·~~¡g~_-·Ük •<i'6~ ··,· 11ervi·º-~Lºt~·:1t,;;'~~~~~~[=~:i+~~:t.~~;f~~!~-~-•.• >~c~? 
.· pi~z~~ '.Y tÍj erásde miérodis,¡;:c::ióf '~E!'·¿M~~-~ó'.';;(:1:=1 f~<:l;c~co~":C:ti vo 
que·--~~b~~-••a·-_·1<ls ganglios. . P,~~)~·~.~i:fem~flf~~~~J.i~~i~f ~-~~ i~\~~m<l¿ión 
de i~ c.i~i~1a más delga~a: y finamente•adosada'.a;'•las ,n~U~~n~s, ésta 
se rebi~~deció con prot~a~-~~- ~;t'~;~ ;~jy!~i/!i~3í~~~{~1'f¡;)'. Y~i~~~ -~, E. U. A) 
duran~e 4' ó ·, '. 5 min. Una 0~ errnl~~d:a ~:;ü ?iriA~~.;#isecciéin I ia 

,,, . .-. -··. · '-· -· .... : :~,_ ~:::_· ':·-, <.-·::.:<t~,;"'~~, :-~~~·~;;:·b~;:/,-.. :1;::-¿'.~~-~I/,i~:_:~-iiX~:f~f1~%~:::-,/~c-=-~:-:·:. ·--<}-_::_~- <' ~ :<e> -· ,:: _ : - :_.,_¡: ~, ',~ 
preparación · .. ·fu~ ,t¡ª~~fG~ilié\cJi.;ia-Fª~ªr~ a~:~re-g~s~rº.1:tf~º.e1;1ª~;. 
que . es . una ·caj ~.~~e ¡>~t~l;~~¿it;~~~~1f~~~$~rif~km··~i:Eir~·º ,·¿¡; "~s.yigar4· -·· ·· 

·,·~:- •!';o·-_ ::-,'-;- .:;',~::_;r~t:-';: -~.:.,_,;,¿- '-Cié ~-0-"'·-

Y con dos di.visiones; de' vidrio pará clidcji:r. ~:E f fujb:d~- ia' s,olúCióh 
durante el experimento; (Fi~~;~ ~r. ··''''...-.'-'.~"'-Mi~ .. 

~,_;~~~;:=;~:~~~~~- ;~-'c3-_¡o._~--':. 

Figura s. CAMARA DE REGISTRO 
INTRACELULAR. Consiste en una caja de Petri 
de plástico de un volumen de 0.5 ml. Tiene 
dos divisiones internas de vidrio y piso de 
Sylgard. La preparación biológica se coloca 
en la parte central de la cámara y se fija 
con alfileres entomológicos al piso de la 
misma. Las divisiones internas sirven para 
dirigir el flujo de la solución de perfusión 
y conseguir un recambio uniforme en toda la 
cámara. Las flechas indican la circulación 
de la solución de perfusión dentro de la 
cámara. La tasa de circulación fue de 5 
ml/min. 
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3. 2 Técni~k ~; ~~¡]~~¡i! · J~ ~J1W~j~{ .··;¡:;;." .~)/ :C .t'.: 
por· 61:~¿f~fr~f 1t!~r~~:~~~~·t~~~]~~~f !w~J¡~t~~~~~::;~~:~::~~e::i:~:: 

~ .~:.,,.· .o'.;··· ·1·•-~-c:'-' __ ~-, •1'<.;' ''""">'/,¡_·;·,·.' ·, '•<' 

los ~~yo~i~'L~'~.~~ci'~~S~~.1.¡,~E,es'•:t~tª····~···.ft/eBºcin·.~¡c;~a!;lr.'.; ...• f.~u'.
1

pe~:,K~.~Pd'. .. ie'"ea.~d,aade~ biofisicas de 
ios c~11i:i'i~~(.f6~.i2o~E .. ·.··. . . .... • .·. ·...• originalmente a 

;:: ,e;.·. -- -i_,;'':' ~ ·:; '~ ',''~{:.:·:¿: ~' ;., __ ;.~-:· ~::~ / . ,~, 

1949) y mejorada 

El objetivo 

,membrana, mantener· 

medfr el flujo de 
- - -- ~ - ,_ - ·. -.-·"' -- - -c.: 

::.._:'. 
corriente' ióniciá'.a+través ide 'dicha áréa; 'c;c ~a' corriente ,eléC::,trica 

·'.u ;;~·,;,·:;· :~,.:,:- ·-1:;; :.1~~:3·:',::-!:...~::; "-·;,,:\:·, \''<-'; \"<=;_:,' ,-,:: .. :.: ---- -.. -~ 

registrªªª" 's*:"·~~E{flz'iS 'ií~i:ai' iiJ~~~fi.J:i.c~B.J:.·f io.s· aaiñbios ... en ia. 
conductanci~··dé';_~~··'m~riíbi:-~~~~y1~·; ~~~i (es+Jli'a•iJ'efiÚda ;el~ctrlca de su 

permeabilidaCI a l~s .i6ne'S; '· · ,. 

· ..•..••..•.....•• · .• ·.·,. \ '.</·'./~·; 
En el presente trabajo sé,i'.itiÚzó.l~·técni;;a de.fijación de 

voltaje con dos microelectrcidos~ e()~ e~.ta téénica, el control del 

potencial de transmembrana se consigue con un par de 

microelectrodos intracelulares, uno de ellos conectado a un 

amplificador de alta impeda.TIC::iá. de entrada y d.e ganancia unitaria, 

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

diferencia de potencial eléctrico que existe entre el interior de 

la célula con respecto al potencial exterior registrado por•· un 

electrodo de referencia (puente de agar preparado con KCl · JM) 

colocado en la solución extracelular. En el circuito de fij~ción 
,.,. ··.· 

de voltaje, el Em alimenta la entrada negativa de un amplificador 
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com~él~~~~r "'de :~aita~'.i"ganél~b.~a?•'i-< al ta ·frecuencia 

respuesta. E:1 · po~erl.~iii:l'\ i;i:U.e,[i/se •, ti~~~.~; '~mP.oner a la membrana, 

conocido · como: \J;lÓf~rti·A~'i: ~;; ,Ji;ii.~~~~~iiiff~:~~~ ;f('~Hl o el potencial 
:·:: ·:::·r:.:-·~:-,·;~ ·;:;-:::/··.·e{.;:- 1:~\;;:~_ ·~\:~,;1 :::;- "ii:·;¡~}?,y~0,/-~.~·~, P~~;I ~;::;<:;::,; ~~f /.:: --: :.-·'.:.-,._-_-- .. 

diferencial de 

comando ( E0 ) ;,¡., aJ:imenta (ila/;entrada·~pos i tiya ~.del: .,mismo amplificador. 
· : <: .- :?:;. ~- <)"·· · -~~''.. :::.;:::··~--:~~,F::;.-:;¡~~,~-(.:~.~~1~:~\:'.5Hf:X:-~"'.i~1~~i~ :}'.~~:n~-~·~;:;t<T~~~i:_,~:::_:~~J\::_:;~r:. -_.-/:·: 

Este·. a~pl.ifi~~~f::'~fé\lizé\·;na •. ;~u~talgebi:aicé\ de· ambas señales y si 

e;xist~./i~~~:•.:~Üii~á~c}u;~a'''n·_i ... ~.•.·d,·'.····.e··.º···.·.·.·· .. ·.·.:.'., •. ·.· .. Y, .••• • .. ·.·.·.~m ..•. ·.•·.· .. ·.l:•.·.·.·,·.·.;.•y·~.· .••. ~.·.· .•. ~.· .. ·.ª.•.:.·.·.: .•. ·EJ .. :.:,.:.·He.:· .•. ·.•.'. •.•. l.-.· .•.. ;(·.~;2·~ ... 1.·,·.·o·.····t.·.r .•••. ·.:E:.'l.'·.sdui~ .. f-i'eenrternadeanstrneegsait,iveastya positi\la'i'.C~.~j1d~&f'f10 .. . , , .. :. . 
_dif~;~~~.~.·.·.' .. ª··.';.-.': . . )' ''i.'' '·;,•)' ;,:;'. >;'"; •'-'''i"c "d.'.,',; . . . ll d t t d 
....... '-;e; ... ,~.'.'f;ºsfc'~'; .~(,º1:ft:~'~.:}tDt'0·'~!t{~ºr , es e ec a ª Y 
anípliffcada·\,in,~tafft:aneameirite:'}Y·~iLa ,;señál .'de· .. "error" activa a una 

.·fo~_!1t~:~·~~'~}J~~~cf~~·~bii'.-~e!lt~:'. ,éij1~fil\~J~~~i1 .. ,; través del segundo 

microeiectroélo'~intracelular; E~t<l}ícii:-fi~nte/. es proporcional a la 
' - ---=-· --~-·- - -~~-~:;;--;c·{':!'r-=f-"· ,._, ~- ,-- ----"--~ 

señal de "error" y tiene la magnittid.c :r.y" signo adecuados para 
- • o'~-.' -::~~-·.;~ 

conseguir que E
111 

se mantenga a un: válOr · :igu~i'í a EH (o E0 ). Dado 

que la velocidada de respuesta. del- servosistema electrónico es 

extremadamente rápida, E .. prácticamente nunca se desvia de EH o E
0

, 

siendo el reajuste de la corriente de membrana continuo y 

automático (Figura 6) . 

En condiciones de fijación de voltaje, cualquier estimulo que 

active•o inactive a los sistemas de transporte iónico, modificará 

·e1 ··;f1ü~o':-de·'--iones a· través de la membrana, lo cual tenderia a 

modif·icar al Em. Por lo que, la corriente eléctrica necesaria 

para que Em sea igual a EH o E., es una medida directa de la 

corriente iónica que fluye a través de la membrana (Iml sujeta a 

fijación de voltaje. 
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Figura 6. ESQUEMA SIMPLIFICADO DEL CIRCUITO DE FIJACIÓN DE VOLTAJE CON DOS 
MrCROELECTRODOS. La neurona se penetra con dos microelectrodos, el primero (a), 
se conecta a un amplificador de ganancia unitaria (b) para registrar el potencial 
de transmembrana (Em). La salida de este amplificador alimenta la entrada 
negativa del amplificador de fijación de voltaje ( c). La señal del Em se registra 
en un osciloscopio, un polígrafo, un voltímetro y, mediante un convertidor 
analógico digital, en una computadora (d). En la entrada positiva del 
amplificador de fijación de voltaje (e) se conecta la fuente de potencial, 
mediante el cual se imponen distintos voltajes a la membrana plasmática. Estos 
voltajes son: el voltaje de sostenimiento (E11 ), cuyo valor fue de -so ó -60 mV 
y el voltaje comando (Ec), el cual consistió en una hiperpolarización repecto a 
E11 • cualquier diferencia entre Em y E11 o Ec, 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 Em sea igual a E11 
o E0 • La corriente que fluye a través de toda la superficie de la neurona (Iml 
es colectada por un electrodo extracelular conectado a un amplificador 
convertidor corriente-voltaje. Esta señal a su vez se registra con el 
osciloscopio, el polígrafo y la computadora (g). 

Esta corriente, es de la misma magnitud pero de sentido 

inverso a la generada por el movimiento de los iones· .. ·~ · t~a~és de la 

membrana plasmática (HODGKIN, HUXLEY y KATZ, 1952): r .. se 

registra con un electrodo de referencia extracelular, conectado a 

un conversor corriente voltaje. 

23 



éé• ,;,¡ -- -~~~~ e · - , -~\i ~:~ - - · --
;7//'.'.'?> /·'.~:::<·.-./:~·- ' . '• 

valor c::r;~;~ .. ·.~~~~~;tG~~e~t;~;~0~~1,~tl;~2t~t~- cont~.~1 -~:~~:~:r::-
• ••. ¿ _ ~~i;~Ge'·f~e 

los •• _··~}<i?~~f~~'.a!~~)ii;~~:~;;;f~~'S#~;,r:6::),~6'.~: 1n{j·;i ¡~~i~i~~Fc;~rcan~~:.·.:J..<:E~'en'. 
reposo ~utÜi:z~dks e~- ¡;,~tE! ·firilyecto '.,_!:~·2+± ~-·~~; 

-.t' , < , '',' " ·,,¡_~· - .'"é, . ' 

n .. =34.>. ~\.'; "':'. .o/:... ;t¿~(' •Y' •· - {;-~, t~-~/ -· ~-;;. ; <~~~~;' ~:,1.~~-
\só~;;"~ ~uez:oBj%~f~iZádas' aquel.las · ~é·l~l'él~ que durante la fase 

preli'mi.~'~-dfdéú• expei:-imento presentaron un .valor ~onstante en el 

regiSt'r'd? d~~,-1~~'. ;-.:-,.·O,: 
'::<~.''~/-{ ,.,': .:.:;, 

~· • •e "5j•~> -
•l?oi''.convenciónr las c()rrientes .• de_t;J:"ansinembran:a por arriba de 

lalineacbasal, :fepresentan las,C:orri~l1tes iónicas que salen de la 
' -

célula, por lo que se denominan "corrientes salientes". Estas 

pueden ser debidas al eflujo de.cationes o al influjo de aniones y 

tienden a hiperpolarizar a la membrana plasmática. Las corrientes 

de transmembrana por debajo de la basal, representan las corrientes 

iónicas que entran a la célula y se deben a un influjo de cationes 

o a un eflujo de aniones, y tienden a despolarizar a la membrana 

plasmática (KUFFLER, NICHOLLS y MARTIN, 1984). 

con la finalidad de normalizar los valores de las corrientes 

iónicas registradas en las diferentes células, en el presente 

trabajo, éstas se expresan como densidad de corriente, es decir, 

nanoamperios por unidad de área de membrana (nA/cm2). 

Para integrar las corrientes de transmembrana con respecto al 

tiempo a partir. de los registros de I., (véase adelante) , se utilizó 
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'>' ~ ,;:.:" ;. ·-- ' -, "·. .,;~;.;\.,-- ~ :;:;: .: 

el prog~alll~' "~ig~ai~6~·!: 3~i:i~~,':~~;'~ ita·w~~J_:;sbLrihd'.iI~) E;u.A). 
,~':·.: {'·-..'" .,,,_ • ·,-' ';_i'·;.:.~,,:·_-<; ~· ;~'j{' _·;;,-·~ 

. :.-:--· ~}~l~~ "~' ---., r:_~~j~ :,,_,,./_; ~<-.'1·?~; .. ·- ~>' 
, _:,/:-:T;·:·:o ·;_.;¡ :,:: __ :,:1 -· -~::~;;;:-: t·.; .---~ .-.. -,.---."--~~ ~~- ,. ' -.. - -. -- ,_ -- - ··-·. - .. :_;-, - -•'-.'- ;:~·-:;::_;::.1:·-:::':)': ' 

Ei df~m~A~c1~'{; ~u~r~~ c71ri~r 1 ~~·j~ada}~~>~º~;~' se midió antes 

de c~da; e>C~~~im~~t~; ·C:~n·'.~~F;.~7"~~~~.~l~t~~i~~f~li~t~ eLocular de un 

microséópio óptico i ( '.'º~~il')'~j!',,{~i·k~~'.:;r.i:<i,:?J~:t :j>. partir de éste, 

::.:::::::.::. :z.:H~,1~i~~~~~!~i11i~r;c1¿:::::,.::.~'. 
~} :·;··:~:;":i?- ;::~:{~:.: ,."ffi~;- ~¡ .. -·,, ~:.,.,.:·-.·, :.: 

~({~:Jt·~~~~:{;ji~~~\ 
.·:,,,:.-_, 

Todos los resultados~deispr!"sente}trabajo, se expresan como 

la media ± el err;r e~Ea~'áa.f~~·;i~~ ín1i.c1Íi/i'.' ys~ u~ilizó ·1a prueba. t · 
' - "" •. • ' - - .~ ;: '. _: ,. 'J·.-. • 

de student para dete:rm{n'ar si ici:riºine!'ai~f; obt~fíicía'.s. en·: diferentes 
-,· .. -~-:;-·:_-: >,,_,~ ·-~ :<-

condiciones experimentales diferiari s.ignificat_iva~ent:e (p«l ,.~5) con 

la obtenida en la condición control.(RN +:~u~baina)~· 
·~ ,>:,;___;-,,_-

.. ·. :)'· ;.>i\-_:;·-- -;,:>:':'·\ -:·: ' 

3.3 Dispositivo experimental ; . ~- - . - - ' . 

Los ganglios nerviosos se coloc:l~~()n ··~~. l~ cámara de registro 

intracelular y se iluminaron con. uri;:c6ndensador de campo oscuro 

(Leitz Wetslar, Alemania) y un"a lámpara de luz fria ( 11 MKII Fiber 

optic light", E p.o I., E,U.A). La penetración intracelular se 

real.izó ~,lltilizando dos .J1'~c:romanipuladores hidráulicos ( "WR-88 11
, 

Narishige, Japón) y todos los movimientos se realizaron bajo 

control visual con un microscopio estereoscópico ("SMZ-10 11 , Nikon, 

Japón). El recambio de la solución fisiológica se consiguió 

utilizando un equipo de válvulas electrónicas y una trampa de 

vacio. La velocidad de recambio de ésta fue de 5ml/min. Todo el 

equipo óptico y mecánico se colocó dentro de una campana de Faraday 
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~-·)-~:? ~--_. ~- ~::,:-._·,' -n ::·:.-.__.:::.'::·::- '·.,, :_;::-__ -·--:~ 
con. iit firiaiia'ad. ie ~'~vit~i-~:sefia.i';'s "e1é~1::i';ic~~ espurias. 

La f.~f~~,~~h~~ J~it~jes~r~~li~~ con un5~ircuito 11 DAGAN 8500 11 

(Dagall', :j~; V~A,;f{· / ;or.:medi~ de. u~a ; compUtadora . se programó el 

protoC:o{C>:ci~· pulsos eléctricos, utilizando el programa "Clampex" 
··-··· ·•.;1 ·'·-. 

~~;~).óki~:()~' (~~ón Instruments, E. U.A); que seria ejecutado por el 

Em y Im fueron registrados 

si~~J.~~;{~~~~rit~ en un osciloscopio de dos canales ("Tectronix 

51f3n.; (~~~~'J:'~nix, 'E. u .A.), en un poligrafo de dos canales ( 11 24005 11 , 

. GoÜía!~; ·~~u:~~·¡ , en un voltimetro digital y para su posterior 

· an~.liS,is,;;~ ;~~i:',éín convertidas en · señales numéricas mediante un 

. cónyer'SoKaíiaIÓC)íco. digitaiq "Labmas.ter DMA", scientific solutions, 

E. u.A) y iU.eron (1~~~6E!naCl~~; ie'J~· ~1: ciisco duro de una segunda 
... 

computadora utilizi'l.rido ,e1j0'.prog:['~jj¡~ :,n:Asyst" versión 2. 01 (Asyst 

Sofware Te~hno~ogle~, ~:u.~~¡~f(C h:;~~fr~cüencia ·ae muestreo de las 

señales fue de 10 Hertz /~J.a· ~~~~t~ción de conversión fue de 16 

bits. 

3.4 Soluciones 

En la tabla 1 se muestra la composición quimica de la solución 

Ringer normal (RN). Esta es igual a la utilizada por ALVAREZ-

LEEFMANS y cols. (199Z). En su elaboración se utilizó agua 

tridestilada y· desionizada con una resistividad <18.5 MO•cm, 

obtenida con un sistema de resinas de intercambio iónico "Milli-Q" 

(Water purification system, Millipore, E.U.A). 

26 



La osmolalidad de la solución; d~te~~il1~d~:P?r depresión de la 

presión de vapor en un osmómetro'(nsioc;:v~pC>'r,-pressure osmometer", 

wescor, E.U.A)'· fue aproximadamilfrif~<¿'Óo iriosmolés/kg de agua. 
°":;:,:~< -;~~!)>'~' 

Tabl.a 1. 

Compuesto 

NaCl 

KCl 

CaCl2 

MgC12 

HEPES" 

Glucosa 

~;:.-(,.. ,~:J~T. 

COMPOSICION QUIMf°f:~>bi;i.ités~LUCION RINGER NORMAL (RN). 
-· ~-·.-:,.._,-

Concentración (mM) 

82.5 

4 

7 

5 

5 

5 

Procedencia 

Merck, México 

Merck, México 

J. T. Baker; 1'1~"xico 
, ._-_.~,_-:· :-~T:-::r 

sigma;· E·:)r~Á"~ 
·--

Siginá:; E(Ú;'A; 
~..:::~ ,. . 

·-

0Acido 

" l1F; · '.·>· ; · 
N ...:2 -:-ii:Yd.roxyef~Y í:P :i.pefa'i:i.r1a2r{ . .;2 ...:etal1o~ulf ónice. 

. -,~:-:: '-,:,, ,._ 

;}"~ -:-"~ • • 'r• ~-~:;,;:~~-
>"'.;_~.:_·_: _,-~<~(. ::.'.:,_( 

El pH se ajustó a 1':si;;mn.NaoH 1M. 

Al RN se ie adiCiOnó o-uéÚ'.iaina ("G-strophantin"; Sigma, E. U.A.) 

a una concentración final de 1 mM. Para conseguir la completa 

disolución de la ouabaina, la solución se agitó durante 

aproximadamente 20 min protegida de la luz. 
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Las modificaciones realizadas al RN para los diferentes 

protocolos experimentales, consistieron en el primer caso, en 

substituir equimolarmente parte del NaCl del RN, por cloruro de 

tetraetilamonio (TEACl, 10 mM) y 4 aminopiridina (4-AP, 5 mM) para 

conservar la osmolalidad de la solución. En otros experimentos al 

RN se le agregó directamente CdC12 a una concentración final de 400 

µM. 
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4 RESULTADOS 

4.1 corrientes iónicas resu1tantes de.1a.inbibición de 1a bomba de 

Na+ con ouabaína. 

La figura 7 muestra registros típicos de las corrientes de 

transmembrana (I .. ) resultantes de la inhibición de la bomba de Na+ 

con el glucósido ouabaina (l. mM), en dos tipos distintos de 

neuronas: l.F y 77F. Nótese l;{U:e'; iE?fi .~ef\~uesta a la inhibición 

sostenida de la bomba de Na;" (i5~~~!J(#{~¡: s~ regÍ.stró ui;i pát~¿n 

::::::::.::. ::~:::::.~.:.~j~~~~t~«~f ~I:;f ,~:~~~::· 
70% (7 de 10 células), la relajadió~:tde•cl~fi,;,'l ~rif~a~te fue seguida 

por una In, saliente, esta última se r·e~ajÓ' parcialmente con el 

tiempo sin llegar a la linea basal., incluso varios minutos 

(aproximadamente 20 min) después de eliminar la ouabaina de la 

solución de perfusión. En la mayoría-de.los casos, el desarrollo 

de la r .. entrante, desde su inicio hasta su valor máximo, tuvo un 

curso sigmoidal. La parte inicial de la sigmoide, probablemente, 

refleja el tiempo de recambio del fluido de la cámara de registro, 

que requiere de unos 18 segundos (s) para completarse. Además, 

alrededor de la superficie neuronal, existen barreras difusionales 

(capas no agitadas) que evitan un recambio rápido y efectivo de la 

solución, en la vecindad de la membrana plasmática. 
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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 lF 
y B) neurona 77F. El trazo superior de cada panel es el registro de la corriente 
de transmembrana (Im>· 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 fijación (E11 = -so mV). El tiempo de aplicación de la ouabaína 
(lmM) se representa por la barra. Nótese que el registro de Im consiste en una 

·corriente entrante rápida y transitoria (*)· La corriente entrante se relaja 
retornando a la linea basal (**). Esta última, es seguida de una corriente 
saliente sostenida(***), que persiste aún después de remover la ouabaína de la 
solución de perfusión. 
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-- .,,_~ . .;':::.::.~ 
-<\ 

-,--·- g::-

'·}:e·);: 
En ei cas6 (il;! estas .neuronas dÍ:i::h~s barr~ras difusionales. se 

/~, .. ~·-~~:,··:- .. _·--~-~~ · .. ;~·:_~·:' :-'·· )_: ¡;~-=·-;_:: :.xs)~··;;bt:·:~>:~::\--)}-~.:-t.:~-- :-:-<:- ·~::~:: ~ -·,,_ ~ 
deben probablemente;• a.· la, presenciai;de-,:_celul_as .•. sateli tes adosadas 

; : . :-·- . _:::.·:' ' ;;;~ - ' ' },_,::!-' .. .' ' . . '. ,.'· ' ' ' ' 

a la superf ióhi. de la níemcrana i;íii:l.;;máf:ibif: '(ADAMS; 'sJlii'.THXY ;THOMPSON, 
19so¡. ·'{: ·,- ':¡, , ~ , -. Y1~~· '-:r·· 1:· .-1~'; •· _, <'. : { 

Ignorando J~-,~~i~~ :i~{Jú;~)~~~~c.~oi~n2:·t:~a·~d~o-~s·\,ta-~jp+~a-'.r'.~t~i;~r·~·-:_u.' __ •._.dt,e.~l['.r•'·····el.~:Pn.~;~l.-;:~c;,f¡_si{eo';_~.· .•. ·.-.'td:.<ºe-
los primeros-:2s',2~;±:6.'s•·:s·:'trf,,,,;'foy:;~· , ___ .. _ _-. _ . _ _ 

--~-.:,/ '.:'o;.:;';.:~'.:}·:~-:~::-\ «·::J::•,' .,>~~,i'c:::-'··~« ".,;:::., - .. -_··r:·:c.~:I;>·'· · · 

::::::::~~:~:~~~~~9J~l~1i~l~lrl~l}1iJ~!l~~"~t 
latencia. del ~áxi~cf ~¿;.~-~¿~·~{;~ritr~ri~:-:-c~,.;~~th~~~ e~ ::í;~I1:i~ aiUci~~&-i.; 
fue de 144. 6 · ± ~~·-~';º~!tB-_'r~~,',~~~~~f~~~!~'.~~,t~~Zt~~-i-~~":i~-~·2.c± ~. 3 µA/cm2 

:~-:::::t~~::t~:wllil!i~l~~~~]f f ~l~f Fr:~:~~:~~::n:: 
La Im saH~n~~'.' ~Í.6~*~g{f~JZ1Z.~1~i};'jri~~i;¡;'8':'íj':ti~'± L 5 .'~ih después 

;~' ... ' _.,;,,.4-,: "";;¡:;• ;;/ ):._'_'(~ o·,'.:;_;,,_-__ ';;.:'_ 

del inicio de ié\ I~, ~ri~~'fi'rii~'?:f~t,i~"0~-fr~'g~~,t~~'.{~ :J~:X~;~~ .ééiu1ii:!3 · ..• 1F, _ 

~~:~~~;~~=i~~lltílf J_iJllii~irr:: 
<-i/.{~· · :"-~l~i:d:,"' '-" r .. ·~~;, . 

; ·;,, !<'.;"·~·\:~~· 

El patrón, de I,,;'.;p;~ ~~;Ji-~fa'.'de la inhibición de la bomba de 

Na+, sugiere la participación de más de un tipo de corrientes 

iónicas. La Im entrante inicial, probablemente es una corriente 

de la misma magnitud, pero en sentido inverso a la corriente que en 

condiciones de reposo, genera la bomba de Na+ ("inversa de la 
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probablemente, 

través de la 

En las 

realizados para icie:m:ci1cicaLr 

flujo subyace ª· 

iónicas, cuyo 

aqui descritas. 

4.2 Efecto de bloqueadores de canales-de K+ sobre las corrientes 

iónicas resultantes de la inhibición de la bomba de Na+. 

La relajación de la I., entrante y la I., saliente, pueden 

deberse a un eflujo de K+ o a un influjo de Cl". Sin embargo, dado 

que el potencial electroquimico de este último es de -20 mV, al 

potencial de fijación (-50 ó -60 mV) se favorece su entrada (NANI, 

MARQUEZ-BALTAZARy ALVAREZ-LEEFMANS, observaciones no publicadas). 

con el objeto de probar la validez de la primera hipótesis, se 

estudió el efecto de agentes bloqueadores de canales de K+ sobre 

las corrientes .iónicas inducidas por la ouabaina. 

En el soma de las neuronas de molusco se han descrito, por lo 

menos, cuatro tipos de canales iónicos selectivos para el 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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~,,~.' -~··~'.;~-~:.!.:!~~~Jt ,:-;º: .~,'::~~,·~~:~{:-.~ ~~-~~~'' ~~t~-~iit:'~~ _L·o':--.. ·c'.,, 

··.·: · ·/:<<. r?'-~~ >_::.'":!· \·::-~:~.(.-~.::.~:.:'.: t;:"·~'.~':.· ~-.>::·;:,; ..... ::::< .. _:'. .:,-· 
conocido como ei. "rei;;Ü:Ücador'. ~~rdfo 11 ~ -

~·='••' 

otro · callai' .·a~tiy~a6 ~fi:;?-iS·~~~~i6~ El 

transmembra~a, ·~s ·~-i·;~~J~i·{~~~;kt~I{~~S4~'.~;E~f~ SÍe-·c~i-acterfza por 
-; ~T', ''i·'>} <"~N .- -~ " . -

ser de rápida actiya(;:i.ól'Í-.y·f~~~\d;;,;f~~é:t~vaC:1ól1: '.Además, existen dos 

~~:;: :·::~:;:-,':::i~~:,•l~ii~J!~f ::p:~::t0ca:l~: '::'~: 
~<> ":~" •• ~' i~:; ""··" ' " ' ., . 

pueden bloquearse ; ~:~~~-~ ei; :f¡;;;:~ 1; ''.> ~11 ''·1os experimentos que a 

continuación s~ d~sb;fl~~~7'-~~~';e~'fffd16 ;~i "efecto que tienen 10 mM de 

TEA y 5 mM de 4~AP'.s~~~~~;~a]l~mf~-~;~t~;F~I de la inhibición de la 

bomba de_· Na+. La prep~~~C::ió~~se ~~ii,llndió:C:on esta solución durante 
- . -~ -:;2~·, '.~~:=,;;:~\::;~.~-:-::;.c.-:':7j\- . ;.~-oo;---= ·;-_ 

todo el experimento.y a la inisina'.6e'iie;.adicionó 1 mM de ouabaína. 

En la figu;r~ 8 se · m~~~-~f~;;' ~i:¡;i~1'ia;~111~1fa'c"~del efecto de estos 
";~"7~ ·~7~~-~:f~:- ;o/;->·-:,. " 

bloqueadores de" é:élni:lies ';d:~ <i(:¡. :;~~l:J~'e :I.;,":,~;; ~~;;;En "s •··.experimentos se 
,,;:; ' ,, -: 

abolió la Im saÚe~'f;,¡: r;a am~Útüd riJá~lm~'iak. la Im entrante fue 

de -3. 1 ± "é o: 4 ~ _. fi./cm2 ~(n_o hubo ;;~ii~~;~Q~ia. estadísticamente 

No se afectó la 

parte lineal de la. I.n entrante; ~2'.]'. i~~~:;;i}~/Óm2 •s y finalmente, 

tampoco se afectó la relajación de ia: I:}~~!fª~~~~; r=l53 ± 32 s. 
-, , ~-;s~. ~,·::: ·1 

;,_·:, 

Estos resultados sugieren- quera-'· I,;;" ~a.'íiente, representa un 

eflujo de K+ via canales selectivos a este catión. Por otro lado, 

la persistencia de la relajación de la Im entrante, sugiere que no 

está relacionada con la activación de canales de K+ (véase 

adelante), sino que representa un flujo iónico a través de otro 

sistema de transporte, por ejemplo: el intercambiador Na+ /cal+ 

(véase adelante) . 
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OUABAINA 

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 lF. B) Neurona 77F. La nomenclatura es similar a la de la 
figura anterior. La solución con TEA (10 mM) y 4-AP (5 mM) perfundió la 
preparación durante todo el experimento. Obsérvese que la corriente saliente fue 
abolida por los bloqueadores de los canales de K+ durante la exposición a la 
ouabaína. La presencia del TEA y 4-AP provocaron oscilaciones irregulares en la 
Im que probablemente son debidas a corrientes sinápticas. 
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:,',<: .. - ·::::~.: ,., 

4.3 Efecto del cadmio sobre las corrierites. i~~i.d~fi\: resultantes de 

la inhibición de la bomba de Na+. 
- --·:.;_;:,·.-·<':'.~'.: 

Los siguientes experimentos se reaÚz~~b~i dil:f'a'l'á~~cis~éci~ cuál 
';,.' ·~ . ! 

es el tipo de canal de K+ implicado .. en,· '..5 f~·: 'á.·~·~.:.''.•.'1·s;•a1iént;,; .<y el.· 
. - , . ~·· . ;:·:;:¿· .,,,. i'•'.··-·. 

mecanismo que determina su activa.;ig~; '' · :'f'·' di~ .. ;·~"(;'Jfi ;·::,::y 
·;;.;:·· >,,~--:: ... ~;~~}, :;_·:~\~ >":~!{~-¡ . . .. 

··--'é-'' .~:.~!,'._.~.·.~ ·~~- .. ·,-
7
_..,, •• !rr,,~:::: ¡ .. If~JF::~~If>:: .: 

__ , .. " _ ::.t.:}.~Ii\:\1~; 1;~0'::•' :·.!-...• ''.'.·;;· " . ;,.; ._¿' ' •. , ' ~_.-- :,) •. . ~ .-. _,, 

se sabe que el "rectifi~a~bf·'.t~:~;~:>:i::·~~~I~~;:~· ~oten~iales 
de transmembrana de .,.30, a';t~.º [mv'.zfi~.~~~~~;o:'L.~u~;;i~s~6é1u1as se 

mantuvieron a -5o Ó/-'150~'.m,'v,~~;é's~~ 6'<lriaLd,~bió 1j;i~i·ni'~l1ecer "cerrado". 

Por ,otro .laclo,,~·ei:±'~~hi~~·~d~~;i~~.~~p~~t·~f;,~:~~:.~~t'.{~~ ~ potenciales 

:::::::"::: ~r"t?f J.~~!~~~~iii'~&~~t~.:º~:. ::::::. :: 
potenciál ~de· reposo• ct.tJ~;):~'~s~~r~~;:~·!~ki ;~~t'.f8-&tío ·rango dinámico de 

,,)'",-~; ~·, . . . - . 

voltaje en que operan lo;;¡ . '~a~al~;;¡ #i;~· A, sugiere que, en 

condiciones de fijación de v()l~aje (~ :..:.5c)- Ó :..:_GO mV) 1 no contribuyen 

a la generación de la Im saliente. 

Por lo tanto, los canales de K+ que, probablemente, 

contribuyen en mayor proporción a la Im saliente, son los que se 

activan por el ca2+ intracelular. Si esta hipótesis es correcta, el 

bloqueo de la entrada de ca2+ debe eliminar la Imsaliente. El cd2+ 

es un agente bloqueante de la entrada de ca2+ al interior celular, 

tanto a través de canales de ca2+ activados por el voltaje de 

transmembrana, como a través del intercambiador Na+;ca2+ (TROSPER 

y PHILIPSON, 1983.). Además el Cd2+ es 100 veces menos efectivo 

que el ca2+ para activar a los canales de K+ (LATORRE y cols., 

1989). Para evaluar la participación de la entrada de ca2+ 
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Estos .. resultados 

presencia de Ca2+ se abolió la Im 

Dado que en 

para la 

activación de ésta, se requiere la entrada previa de ca2+. Por lo 

tanto, esta Im saliente representa un eflujo de K+ activado por el 

ca2+ intracelular. 
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OUABAINA 

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 µM) estuvo presente durante todo el experimento. A) célula 
lF. B) Célula 77F. El Cd2+ tuvo varios efectos sobre las corrientes de 
transmembrana (véase el texto), sin embargo lo más sobresaliente es que la 
corriente saliente se abolió durante toda la exposición a la ouabaína. 

37 



4. 4 Estimación de la tasa inicial de aumento en la [Na+] 1 y del 

flujo neto de Na+ a partir de las corrientes iónicas 

resultantes de la inhibición de la bomba de Na+. 

En condiciones de reposo, el influjo pasivo de Na+ es 

equivalente a su eflujo activo. Es decir, el flujo neto de Na+ a 

través de la membrana plasmática es cero. Por lo tanto, cuando se 

inhibe la bomba de Na+, se espera un aumento en la [Na+];• Para 

evaluar si el aumento transitorio en el VCA, que algunas veces se 

presenta cuando se inhibe la bomba de Na+, puede atribuirse al 
- - ----·-

aumento de la [Na+];, se estim_ó la tasa inicial de aumento de la 

concentración intracelular ele ~él~; (~[1'1éJ.+J;/dt; en mM/min) a partir 

de los registros de la I,;,- entfante, en tres condiciones 

experimentales + ouabaina: a) RN,- ~)Z"itiJ ~+_4Q~ 1-lri (i~ _c_ér y 
c) RN + 10 mM de TEA+ 5 mM de 4~AP.- - > ,;·---1_-,_ -- ., - - --'_, i1:: _ · 

Para estimar d[Na+);/dt, primero se .. i_llteg~ó-~i~~:L~~n~~~llte_ ~on 
·.: ... \. ,,.:· .... ··.·::·, . ·~,,-/;~ . \,·--·, .;' ''··' ' ' '· _, -' 

respecto al tiempo durante el primer mill\l't~ 'd4~; ~~hi~'iciiói1·' d~ la 

bomba, para asi obtener la transferencia de·~~~-~-~- ;eléctrica neta a 

través de la membrana plasmática. 

En la figura 10 se ilustra el procedimiento de integración de 

Im, que consistió en calcular _el área- por--arriba de la curva 

circunscrita por el trazo de Im_ con respecto al tiempo, como se 

muestra a continuación: 

q¡,, (t) í'• Im • dt Jr, 
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- ~ .. :. :'~. ::.,-; 
'--:;:'"'/ ,-(-. 

' ~o~~e:«~dct:i~is' la carga e~éC:t~~éa con fesieC::tb· a1>.tiempo .. · (t) ' 

t 0 indiC::á<~{ t:i.e~~o de inicio d~ la>r;,. ;~tr:·~t~1;'Y~.\;.~i 's~~;:¡rii:i'o 60 

cie . di~J~·t::~·:~Ie~t:. 

~1 
t t, 

- S lm d t = q m ( t) 

to 

t 

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 inhibición de la bomba de Na+. Para estimar q,,,(t), la cantidad de 
carga eléctrica que entra a la célula en función del tiempo, se integró la 
corriente entrante de transmembrana (Im) con repecto al tiempo, tomando como 
límites de integración t 0 y t 1 , donde t 0 indica el tiempo al cual Im empezó a 
cambiar y t 1 el segundo 60 posterior al inicio de dicho cambio. 

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

la Im registrada en las condiciones mencionadas. 
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Tabl.a 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. 

Condición 
experimental 

+ ouabaí.na 

q.,(t) (C/cm') 

RN 3.36x10·8 ± 6.66x10-9 

TEA+ 4-AP 5.43Xl0º8 ± l.15x10º8 

cd2+ 1. 84Xl0º8 ± 2. 6Sx10-9 

n Rango 

:1. 09x10·8 a 7. 77xl0-8 

i.01x10·1 

3. ssx10·8 

los valores representan la media ±' el.-.er,ror·estandar de la media 

La qm(t) se utilizó para estimar d[Na+]¡/dt, como a 

continuación se· describe. De acuerdo con 1.a estequiometria de 1.a 

bomba de Na+, qm(t) corresponde a 1/3 de 1.a cantidad total. de Na+ 

que entra a 1.a cél.ul.a. Por lo tanto, para estimar d[Na+]¡/dt, se 

utilizó la siguiente expresión: 

. .· ~~.:::.. ;~ >~·~/ .. ; -:~'.-.(~<:_: ~:::: 

Donde v es el volu~en•c~Iu:~r to~;alen'1i~ros (t) y F ya se 

definió. 
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en tres condiciones diferentes~ 

Tabl.a 3. VALORES DE d[Na+ ]1/dt ESTIMADOS A PARTIR DE LA I,. 

ENTRANTE RESULTANTE DE LA INHIBICION DE LA BOMBA DE Na+ EN TRES 

CONDICIONES EXPERIMENTALES. 

Condición 
experimental 

+ ouabaína 

RN 

TEA + 4-AP 

d[Na+]¡/dt (mM/min) 

-

o .48º ± 0;05-

o. 71 ± 0.17 

0.27 ± 0.04 

n Rango 

0.24 a 0.85 

7 0.12 a 1.30 

12 0.15 a 0.61 

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

Para esta estimación se consideró que el Na+ que entra al 

citosol se diluye en el volumen total de la célula. Sin embargo, se 

sabe que de éste, sólo una fracción es osmóticamente activa. Por 

esta razón, el valor de d(Na+];/dt asi obtenido es una 

subestimación. Seria más adecuado considerar la dilución del Na+ 

ganado por la célula, únicamente en la fracción del volumen acuoso 

osmóticamente activo. Para el soma neuronal no existen medidas de 

esta fracción, 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 lo anterior1 en la·• tabla· 4 ·se muestran los valores 

estimados para d[Na+);/dt en las tres condiciones ya mencionadas. 

Tabl.a 4. VALORES ESTIMADOS PARA d[Na+ ] 1/dt, CONSIDERANDO UNA 

FRACCION DEL VOLUMEN ACUOSO OSMOTICAMENTE ACTIVO DE 0.7. 

condición 
experimental 
+ ouabaína 

RN 

TEA + 4-AP 

Cdl+ 

d[Na+]¡/dt (mM/min) 

0.69 ± o.os 

~. -~ 

o.3s ± o:o.6·º* 
t,~{:~~:-.::·;: 

n 

10. 

7 

12···.·· 

- no hay diferenc.Í.~ e;·5t;~'dii1:icamentei 

* si hay diferenc~~ ~f~~f~it~fá~~~h~e 
>,(: ·~):;:·~<}J:.·:·:~' 

Rango 

0.34 a 1.22 

1. 84 a 7 .14 

0.21 a 0.87 

significativa con RN 

significativa con RN 

Dado que durante el prim~r~'~i\;Üt~ •.íieTntiibición de la bol)lba no 

hay cambios significativosd~ vol~~~~· (ALVAREZ-LEEFMANS, GAMIÑO y .. 
REUSS, 1992), se utilizó el área· calculada a partir del diámetro 

celular, para estimar el flujo neto de Na+ (~N•+i pmoles/cm2 •s), es 

decir la cantidad de iones Na+ que se mueven por unidad de área de 

membrana plasmática, por unidad de tiempo. 
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Para 

(12) 

Donde (cm); 

En la tabla valores estimados para ~N•+ en las 

tres condiciones experimentales. 

Tab.Za S. VALORES PARA EL ~Na+ ESTIMADOS A PARTIR DE LA I,. 

ENTRANTE QUE RESULTA DE LA INHIBICION DE LA BOMBA DE Na+ EN TRES 

CONDICIONES EXPERIMENTALES. 

condición 4'N1+ (pmoles/cm'-s) n Rango 
experimental 

+ ouabaína 

RN 30.0 ± 1. 7 10 15.0 a 48.5 

TEA + 4-AP 44.4 ± 10.l - 7 9.9 a 84.7 

Cd2+ 16.0 ± 2.0 12 9.2 a 26.4 

- los valores representan 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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s 

que o'currerí a' través de la membrana a la 

inhibición de la bomba de Na+ en neuronas de H" aspersa. Del 

análisis de las corrientes iónicas, se estimaron los flujos de Na+ 

i K+ con el objeto de conocer el balance osmótico de la célula, 

para correlacionarlos con las alteraciones en el volumen celular 

acuoso, previamente observadas (ALVAREZ-LEEFMANS, GAMIÑO y REUSS, 

1992). 

s.1 corriente entrante 

Dada la estequiometria de la b'?!l'ba de __ Na_+ 
·.<.''.:_ · •. ·:_:.'' 

expulsa una carga positiva neta por é'ada ciclo. En condiciones 

normales genera una corriente.saliente continua. Cuando la bomba 

de Na+ se inhibe, se suspende dicha corriente saliente. En 

ausencia de otras corrientes de transmembrana, la supresión de la 

corriente saliente, se manifiesta como una corriente entrante de la 

misma 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 que cuando el Na+ se 

sustituye totalmente por TEA+ y se bloquea la bomba de Na+, la Im 

entrante se abole (CRUZBLANCA y cols., 1993). 
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:·.«-- ,.) •. '_., ->l.-t?~t~·)z~:~:-~:: :;;:~: .. · __ '.; :~;, .:~ .. ::_.:.:· :·_---_: 
· - , ~,~:~::-~,·T~:;F~:-~:,'::r:-.·~ -.:~~- · 

Las vias que . subyacen a •• 1a' '•permeabÍ.Údad ?<i~'{)N~{; dé._ la 
e .' . -· -. _: . ' -,;:.; .:'{~:.; _.::.~~~_;:~~~-.,.,~,,· ;,_. ;;~·~ü~ :~j~fl.~ .. <~:'.~~· --"_~~'..'.~·~: ;x;;. ·;. ¡, ~-:-- ·--i "o_,.-: • 

membrana plasmática· en réposoi• no;:sec:•';conocen.,_;completamente, •• siri 

~:::::::::::::=::·:::r~;~t1¡tiiíttil1~1~~~2~~~r · 
~~:~~~::::~;~:·;~tWf illlilt~~~~~~:::::~~:~~~~ 
los "canales umcral" c;ci~s'E:fit"6~Y:~~g;:-·:-~ii.i;y y ARMSTRONG (1984) en 

neuronas de calamar. •_·r,~·'p"~T~~~~ p.;sibilidad se descarta dado que 

los experimentos se r~~~¡~~r~n-:a·- '.'.'so· y -60 mV, potenciales a los 

cuales no se activan -lo~ ·.;¡·;,~ie~ -de ca2+ que se encuentran en estas 
' ' ' . . 

neuronas. Estos se activan a potenciales que van de -10 a +lo mV 

(CARBONE Y LUX, 1987). Por otro lado, de acuerdo con el modelo 

teórico de ALVAREZ-LEEFMANS - y col.s. i ( 1993) , el potencial de 

equilibrio del foterciunbiador N¡;;_+Jca:Z+, en las neuronas de 

H. as persa 1 es de -54 . mV; En -las condiciones iniciales de los 

experimentos aqui descritos, dicho intercambiador, si acaso 

generaria una corriente saliente de Na+. Si esto es correcto, el 

bloqueo del intercambiador Na+¡ca2+ con Cd2+, se manifestaria como 

una Im entrante, lo cual no fue el caso. 

También se descarta a los canales CAN, ya que cuando se 

sustituye al Na+ por TEA+, la Im entrante se abole por completo 

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

de estos canales (MÜLLER, SWANDULLA y LUX, 1989). 
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'_-:."""'~ .: .. 5, ',c".;.-.c:_:, ; 

_ --,~~ '~·.:,;~·:: ~"10r 
Finalmente, dado que, J.ci~\: b~ri~:i~~' dé" Na+,; cónocidC>s como 

"canales umbral", pueden - ~g~~~~~ ~l¿{j_J~~f : a'i' ~'oten~ial de 

transmembrana de repos;,}(i;.Í~t :;~jfiJ'.i~~~8N~i,:;f;~'~'~:JONES,. 19B7} y 

dado que estos canales ~~,~i~~iieie~f~'i;~"(~~;f ~-dON~~/1987; RAVINDRAN, 

SCHILD y MOCZYDLOWKI, i.~-?1{fo'~~· j,J"iibÍ~ (;¡{íE:,' ia fracción de la Im 

entrante, sensible .al ~Cd2,°!:})!t'epre.Sente ef; influjo de Na+ a través 
·;•: ;_,; 

de este tipo de caríÜe"~: ;¡y,E~~();ex~Íid~ria 'porqué la d[Na+)¡/dt, el 
~--=-",-

~N•+ y el máximo'At;!)ji 'l:;;i_ Jntiant'e, disminuyen en presencia de cd2+. 

sin embargo,. -'se ;:dekC::o~oc.e si este tipo de canales de Na+, está 
,':' .. ___ .... _: _: _·-' ,, ; -:·' . . -~ 

presente en las' neur'onas de H. as persa. 

s.2 Relajación de la corriente entrante 

Después de que la I"' entrante alcanzó su valor má_ximo, se 

relajó retornando a la linea basal y fue seguida de una I~ saliente 

(Figura 7) . Estos componentes tardios de la_ Im, no constituyen la 

respuesta esperada para la inhibicion de la bomba de Na+ 

eléctrogénica, suponiendo que las corrientes de transmembrana 

fuesen llevadas exclusivamente por N'a+. Es posible que los 

componentes tardios representen un ' efecto secundario de la 

inhibición de la bomba de Na+~sobre_~_otros sistemas de transporte. 

Dado que la relajación de la Im entrante y la Im saliente, se 

acompañan de un aumento en la conductancia de la membrana, éstas no 

pueden deberse a la inhibición de una Im entrante (ALVAREZ-

LEEFMANS, MEREDIZ y FERNANDEZ, 1993). Tampoco puede deberse a una 

corriente saliente de c1· ya que el potencial de equilibrio de este 
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j~-:"'·'; :-y:\Y·_~ ~ "" 
--.--~'+~~ --~-"--"- -::- ·,·,-·."'-:'~~~-·-_-: ~-L,~;º :·:: __ ._, 

anión, .. >c~i6~i~d~' a >.l'ª·r~lr. de. ·-x~istros realizados con 
,{ _.,'.·'. _0; - ,_::;o '.f.:.':"/'.'.~:·: -: ··, .: . "' 

microeie6tr;)dos sé1eC::tivos ~i-.c1-· én.~estasneuronas, es de alrededor 

de -2~ m~·cJA?.:c,. MARQUEZ~B~lTAZAiy ALVAREZ_;LEEFMANS, observaciones 

no p~~1ica~~~r; 
? >' ....•. · .. · .... ¿> ·. ·.. < .• t \ 
sé ~~~carta >la .poslbill~ad de que la. relajación de la Im 

entr.;.nt~)s~ d;,;i:;á a· tiha;;.·~orfi~rite 'cie K+, por 16 menos en la etapas 
~ '.; '. , • ;· - _._.: • .;'. ;;: .:_:.·~-, .·" \ ~' ;_; ·;..;- ,:":, '.:'.-:. o • -;,;:: - --- ·=-=. " ,_. ~ -:.-· ' ---. ' '---,:,· :·: o. - ; _: : .- .• "-o • •• - ·:: 

iniCiales, d,e j la relajación,'; dado que ila T .. no se af ectÓ con el. TEA+ 

y l_atf~~Á~lt~~~·~~~i{;J·~~füri'~'J~cít¡·~ 0~~;·~-~n·'T¿ol1lpoil~nte rem~nenté .• de lá 
.,, " --·. ····-' ·---·i·' --:·~-.-·~, · '""·:.!,.«; .......... ~.,,,.~e· 1<~3.0 ,.,-._.-.,;.·;~..:.·· -~-'+-~-:~.;:;_:~;~·· .:>o .. ~:.> 

· coi-i-r~iit:~';'._d~~~d~¿¿;t;i~qG~~d6: ~~~~;~E~t~:Yf i~]~'4'.-::.~1l~~f.iJ1:rci:"iJ?~1;1~1údad e e -

::.:J~J~~t~~?1t~~1f ~t~~~l~f~~~l~~~~~~1i~i~l~!~~:: 
como ·se disciute' '~t;;cólif.iiiV~ci:i6H: ·~·;· 0· . . . _ :'.{~''. <' t; .}' :;e· i:~, • : ,<-" >3. ·~: d·-''. ";,>·: ,w~- :\.:C._-,>~:~~}'.:· 

','/ -~-·· _;• '«:~(;;, -~~;~;- '.;:~·, J~i~~;,~; •e'• 

El intercambiadÓr,. N~i/c¡2~' er~· -i;J~·~r~t~t~:~~ ~~:C:i~'\ ;tfansporte 
,~_¿:-~·-':'.·e-"- -~;'. ~ ··;~· ~ 

secundario que regula la [ ca.~+Jí~r.Y.~~s ... iciC:all.za:' en . la membrana 

plasmática. Para su energía del 

potencial de 

intercambiador Na+ /ca2+, expulsa ca2+ acoplado con la entrada de 

Na+, con una estequiometria de 3Na+:ca2+ (BERS, 1991). sin 

embargo, como todo sistema de transporte por medio de acarreadores, 

el sentido en que mueve ambas especies iónicas es reversible, y 

depende de la magnitud y sentido del gradiente de las especies 

transportadas. En este caso del Na+ y del ca2+. Además por ser 

electrogénico, también depende del Em (MULLINS, 1979). 
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.,,- .!.; :;c~L ';;~. , .. · 
, ... • ' <~~ i;~-~--~~~~/ - ,. ·,--' e--~·:,';»:·- ---~ ,·_-=-='=---' ·\ "l' ~<:;;· '".' ,,._. " _.,, 

suffo::::~ ;~~::~~~€i~Éf [.~~i~:~l ·::::::.::.~:r ~:::~:,. ~s 
Por - • esfa~·-~~~:ce,r{;i ,;EX\;~'~u~~rifb: •'eri ~'1él -(Na+ J; a consecuencia de la 

inhlbj_cJ{~~:; ,-~~,'~'f~~'•'~b~~bél: >d~·-• Na+ en neuronas de H. as persa, es 

súficfanJ~.'J~~~~t'in~~rfi~io (ALVAREZ~LEEFMANS, MEREDIZ y FERNANDEZ, 

199~) ;•"_;}j}:];1~~['.",~~~iÍ·~f; i:~~~d{~iones el intercambiador funcionaria 

:i.ntfodu':::i~ricii;'. q-~:N?:Y'. i~xpülSando Na+. El resultado seria, la 
-

(de Na+) por cada ciclo. 

aumento en la 

Dado que la 

~,_y,,:,.· .. 
ai_~~tó con Cd2+, es probable 

qúe;se ;d~~~:;·~K ia' 

6atic5ri:-~:o,:E~té's~- ~~;,a~k~.i¿.í.a ':como;~-~~~; ' J:n;: saliente, que 
~·_-/·. ·:_·:-<>- ~_<'·(_ :?>··-· :-:>_:_· :'· "' ::;·:---\.,:,~_-:,'.;,_>_-~·.;?,: .'' ·_~: 

sumada 

algebráicamente a la· corriente de la-,;bo.mba;; resultaría 

relélj~c:ió~ de lél Im entrante. 

en la 

• ·· ... :' ;.:·~~r \~,;i~::<C~ ~:~~-:~:: 

5;2.1 Posibles consecuencias de l~ iÁ.Je?fi16i{'áÍ3i intercambiador 

Na+ /ca2+· 

La teoría predice que la inversión cii1 int'ercambiador Na+ /ca2 + 

ocasionar fa un aumento en la [Caú]¡, alcanzando valores 

micromolares (ALVAREZ-LEEFMANS y cols., 1993). En neuronas de 

H. aspersa inyectadas con el indicador fluorescente de ca2+, Fura-2, 

se encontró que la (Ca2+)¡, efectivamente aumenta al inhibir la 

bomba de Na+. Este aumento se suprime cuando se elimina el ca2+ 

externo, sugiriendo que dicho catión proviene del medio 

extracelular (GAMIÑO y cols., 1993). Aumentos en la ( ca2+] ¡ a 
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:-,-,->~ :<.:;-~~: ·.·-·: 
X··-,,:-:_'· \,:__.-.~,.,_ __ L ··_:::~_,;"'-· _:e--·-~ 

\~:-~·-::, ,-,'::_:.;·:':~.) .. >/ ·,·:·.;':~,: :-~,:-~S/,:-i-\·?> <;:·;:.~._: ·:: ~·-_.: · 

consecuencia de la fnhibié::iók' déf¡:; i:iolUb~. de Na+. también se .. ha.n . 

:::::~d:.:;
1

~;ii~lf l1i1;~1~im~~11i!r{'~~i~~~ 
f J.) acion · .• de.vo;i.t:aJe 1 rie· ~t~t~I·ºI1··~-~11.::;.~~Be;c,e,~t:¡odos ; se1e~~ct vos ª 

ca
2
+ que tienen! i};w:·.~ ... '. .•. 1 ... ' .. ' ... t~~i;·i;~~~~~e~:~n~·¡~}b~~.;;~-~.'c.· ... ~+······.·.J: ~}y ····.'.·····.··;·····.·.·.•. 

~-~;'.,:_, '~·~:Qb - ~ , , .. ~,., ,. >"U'·~;,;;~.;:~ - :i'·' 
-,·¡,:. -- • -~ '7'-- ·,~;:::·:_~~'·:·~ ~:r ';>t0· ··-··;··::··1/·/, '-~·y,:,,. ./::· .. -

-;~::''.'': ~~J:: ,.-~:ux;;~~~!.-:~. ~:f': >:; -.·;f)r 

Fin·a1n1~~.t.e·, :iia~:~;~·c;¡ü~ M• :ri~~~;~!~~01~~~·-i~~;· ,,., .se 

realÍ~~r~n 'o'~,~~;~~~n~t,~t~~·J;:;~~-~Ué,~l; y, y!;,.; ~.';:;)~~<l,,~'.31'.",i;. c;¡ue. ,. la 

::1~11~~~2Z~::~r;·.~~r~1~tt:~~~-··· 4ei'·· ;-·in·t~fªf ~~~~~~~t~~~~~f~+.~e;:: 
embargo~ p~rª obtener una :z¡~~~~yª ~:·:1::~~~ rn:~J~~ ~~in~ruebe la 

participáción d~1 ·intercambiac16r Na~/~.;_;~:;~;:) ~J: ~;~~e~~6 ~e la [Ca2~]; 
'';--:·--·--· ·-:··_- - . 

y en la relajación de la I .. entrante, serÚt· conveniente evaluar el 

efecto que tiene el Benzamil y la amilorida, los cuales son 

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

corrientes iónicas inducidas por la.· ouabaína. 

5.3 corriente saliente 

A la relajación de la I .. entrante, siguió una prominente y 

sostenida I .. saliente. Esta I .. saliente se bloqueó con TEA+ y 

4-AP, sugiriendo que se debe a un eflujo de K+ a través de canales 

iónicos selectivos a este catión. Dado que el Cd2 + también suprime 

esta corriente, se sugiere que para la activación de estos canales, 

se requiere del aumento previo de la [Ca2+];· 
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-~·j ~';'.:._ 

En las neuronas de H. ~sp13r~k hay: por 16;.ri:~!ló.~ <ios'. tipos de 
,. 

canales de K+ activados por ;el. c'a2 +.; i:el~dé'. baj a/bondubtancia:.;. ( SK) 
·.·--- ·.-~~·:.~ :,~:.:·:·,·-.·'~ · ... ,.-~.;,}~;~~~~: ::.:~;t;_. _.'' ~''. .. 

y el de alta conductancia (BK)} , ., E~~°;.~}~,~'.~~tfo.§:nci~é~'. entre si, 

además por su farmacologia y•déj;)éíí<l¡;tj'éüa'J.t'lei'•.J~it~E!,:i) :·E:1 SK Üti~e 

una conductancia ::;so ps, miént;'~5'2~u:~~;ia\i:l~t'al<i :'Js de 'J.:~o a 3.oo ps 
;~•'·e J:;·;¡~~ O:.-:,·,- ~'.;.-'r; :,·-¡:¡~ .. ; . "~ ~--=-

( LATQRRE y cols., 1989); SE:J.Wf:i'ii:ri~i'.:8:K1:~·~1 Í:fg~;~ª·~ri'te dependiente 

del voltaje, mientras q~~· ¡j;;.dt~~fi~'l~~~; '/~;··A,5~b. ~;~ se bloquean con 
':;'">"' ;·,;;¡~:"- ~.>.·~ 

(CASTLE, caribdotoxina, pero -~~.~~· .• ~~~:.~~~'.Ji~e~~~i§.~~~~<son · apamin 

HAYLETT y JENKINSON, \?8,~J:· e•; E,l ~·H~f si{,'.<es más sensible al ca2+ 

y se activa a •cond~n:f'i'~;;'j_b~~:~. a~ ~ioica"":1ó'l),,ríM (RUDY, 1988; LATORRE 
•. ,,,., ..• ,.,,,.,.,... • .. ;J::: .. ::-:_'¿>;;'-> '·-'. 

y cols., 19.89 > ,~riii~~t.~I~~~~i~#g*é:~~;~~·1::iva''a· coridehtrácfoiíes-Ciei 10 • 

a 100 µM (RUDY,,~i~~s{;¡~'.."j~~~:;~-~~~~~.a~Í·<i~.;Ai~.iX.sp, se-.f;ugier,~ •• que 

los canales' de :i:k-i;~:. :•s,,~115·~~1~.~;;;:¿c•aii• t~~2~.; •• ese . ' a~t.i.vanf ·a~13dei •.· 

concentracfones···s\lifm."_.-J.;:.· .•• c.·_;"'.·.·.·.r.·_.·.· .•. · ... º.·.·.··.·:·" ... 'm.· .• · .. · .• ~.-•.• ·_ .. º.· •. :.·.··.-••. _1._· •. ~,· •• ·.··ª.·.·.· ... ·._ .• ~.~.·,·.,·.·.~;_·.·.:.:.::cf..Ci.\t'.'~.:;>~.~9 'µ='ú'i""'.··,···;f"~c:~~~~éi::.~~74· 
.•. . . :•:/c''."o.'n;tc·e .. n''tr·a· c· ·i· o···n· e•sY:_,: .. e•·:·ni)t''r;e/.,·.· .. ;5:~\o;•-.· , '•"· , 

LATORRE y co1s.,,19a9)'i~.:nasta:: -~éJ:~~;iiM: 
CREST,· ],g9j·¡·'~~.t.F.'"· .. ·.•.~.:?:y:~itti' .-.-~.-·.:: ~'•,:>.J":\;';¡:'.:0:·:°"'h'~.:~ :~t•f?.{:.; ,{'"i,;•:t'. '". •¡z,( .· 

(GOLA y . , . ,. .... .c.:,,, .~ ..... .-,,., . , ••: "'·" ,:;;\~::i:'.;:c; •. .,y.:,. "'-"· . .... . .. . . . . 

El aumento ·~n-fr~i'lt~~~¡l'~\. i?q±~):aú~'ri~~~~ióri':: ci'~1 '1~t1;~6~~bi~dor· 
Na+ /Ca2+, seria s~i·~'a~,~~~~':r~~:f~:~·~~gfj_~~~~-·~lllbo~: f~iJs'.'ae ~~~~le;; de 

K+ en las neuronas de 'H. ~~iip~rs'á ~ ... 
Finalmente, dado que. la I01 ~..:".~l~~~n~~~E!l:Jl_oqueél con.10 nM de 

apamin (CRUZBLANCA. y cols., 1993), se puede afirmar que la Im 

saliente se debe a la activación de canales del tipo SK. 
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s. 4 Correl.~~i6~;c~ri~~e"~;]'i~~~~f~rifos'' i6nicos y. cambios de volumen 

cel~~~~ ~i:~l;~?~~~~;~~~~~~:f~·~-d~; la.inhibición de la bomba de 
-<:·~~;··-~,~~!i~~-.'.;·:.;,··-~~;··~:~:~:t:X: '. _. "·~/(:'.;-: )~~-',~.~~~;~- -'· 

Na+~ ,,. ''"'c-."'c"''·:~--5" ·''2 ·' "' " 

Dado. q~~''.;1~~i1ifj6~,i~f~; :~-;~g~~~s:?~ y HOFFMAN (1960) I predice 

que el bl,~i-~-~~-•f~.-7,~'~i~m~at~~>;fª~>-·resulta en un aumento en el 

volumen c~1J~-~;~;',p)%b~~~ib~~.Í.;{~)(~~pehto intracelular de cationes, 

aniones;,. y,, -~~th}~¡i·~~¿ i~eíf'{¡;¡~Q6íl(lr'{15';,;'-6allil:>ios en la osmolalidad 

intra'celul~i: '~f~~~tf~ ::¿~-·t~;[-i'{;:i'j8~'i~~;Ñ~:;-Y K+, para determinar si 
. . - '' . ·;_'\~', 

hay• i:li~tr{~§' f'(;;iiít'.:ión con los .cambios en el volumen descritos 
' .. ,.·-,:>: .--i-•~:,:.,,: __ ~,,-':i.··;-.:·_:~~~/ "~·''•, ,,,r,-, ,,-'-Cór',-. 

_ ¡:ireviam~nt~ (figura 3 ¡ (ALVAREZ.;,LEEFMANS y cols., 1992). 

5.4.1 ¿Puede explicarse el incremento transitorio de volumen 

con base en la hipótesis de TOSTESON y HOFFMAN?. 

ALVAREZ-LEEFMANS y cols. (1992), encontraron que en el 35% de 

las neuronas estudiadas, la inhibición de la bomba de Na+ produjo 

un incremento transitorio y rápido del volumen celular acuoso con 

una tasa inicial aproximadamente del 20%/min. La tasa máxima de 

aumento del Na+ intracelular estimada a partir de la Im entrante 

fue mayor a la obtenida previamente con microlectrodos selectivos 

al Na+ (CRUZBLANCA y cols., 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+ acompañada por una 

cantidad equivalente de c1- (u otro anión), explicaria una tasa de 

aumento en la· osmolali9ad aproximadamente de 2 mosmol/kg de 

agua•min. Si la célula se comportase como un osmómetro, 
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-·.'';,,•·-.:.o:~-:.-
.-,•-.·--,~~ -,_-'.> .. ->-.'J.:: . - , -oo'.,;;.ó~_>..,-;; }-~:._.2 

~ ·-"-'.'.f' " .. ,·e·- ~· ~~:-:, ~-:o;;';'- ·),•, . "''•' . .- \' 

produciria•\iri i~bi~¡e'.~~º ~ri~~~·.V6ii~~i--~:.~:~ ~J~d~B~¡ ~/~~n;. Este 

valor ; está' '?in'u~r.;6r ··~~~~~;~.; ,:~~{i {,m~·~·c:i~n~~~; l:~i·~¡;{ó;j" 'dé :•_:vo!Umen 
':' !,·. ,,_;i; ,;- ' ;-_::i; - =\;~.;{. :i~~}t'· - -,~~i-"' ~:<;· 

observ'ado' exp~rimeritallnentei'if :!'.~~ ·,·:~.:: :~,,,;;;,: :t•. ' .. , ,c;ih .';,:;,.. ./-· 

· ·I.6 ~iii~;.:i~i ~~~i~~J,.'.~~~; :~E?1'1~~~~ri~a· ~ri : ia •: u~~Jr:. kt=z: ;se, no 

···~·u~~~:~u.~::t~~i~~~itJ¡~in;~d~!uci·t~ofri.; .•. :.r_:.v;e{n~if~~;;:~~:::: 
lllvoil.lcrariarai'' di2f' ~sti'm~~() · .,.,,.:<~~·~Ai'c '' l~_. r~rmación o 

llb~r~éló~(f'i'.~ff~g~i;Kiar .. ' {i)á,r!-iJ~fi¡~,~~·~·n;·~t~~ª~~~~~.: ~ci~i0~s·;··· por 
. _.-_-,_ . : -.:---." ,_-,;~ ;,~, . ';..-.• , '-¿·e ,-" , .. ~- -'·'' 

:~~:!~~~ ~i~t~~~tc~~:;:~"f ª~:~:~:~:.:,".ªªclonara a un 
~ .. ~"'::[_::~~-. -~ - }~~rt~---:?1~~;:~:~-''- _:~~--º~-~.:~,,,-- -~·--

-::z-~~~. ~~,.~~~~·-~~~:.(~.~: l;(;·_.· -: 
·· .. · ·' ~Esfi;rificient:e el. efl.ujo · de xt:, acompañado por un anión 

-.•r, .-;:'\,')•·'-' 

y agua; 

cel.ul.ar? 

para expl.icar ···la disminución en el. vol.umen 

Los resultados aquí presentados sugieren que el eflujo de K+, 

a través de canales de K+ activados por caz+, acompañado por una 

cantidad equivalente de un anión y agua, podría contribuir a la 

disminución del volumen en las neuronas durante la inhibición de la 

bomba de Na+. En conjunto, su salida debería sobrepasar a la 

entrada inicial de Na+ ,.e c1· y .. agua al citosol.-

Para probar esta hipótesis, se siguió una metodologia similar 

a la usada para el caso del Na+. Se estimó la tasa de disminución 

del K+ intracelular durante el máximo de la Im saliente. Esta fue 

2.7 ± 0.3 rnM/min. La tasa de cambio en la osmolalidad producida por 

un eflujo de K+ y un anión acompañante, seria entonces 

aproximadamente de 5.4 mosmol/kg de agua•min. 
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':_e' 
,,~ :d_; '.:.:,.,.':._ __ ,,_ -~--::., - ,., 

Pará cibt~né't-~~· -~~~~~nce;' ri~t6-,f~d: parttculas. osmóticamente 

activas cu~l1aó·~~'.iai:i~'el1/i6\S '6~n:d~~if:;d~ k+·,:~;~· sustrae la···tasa· de· 

cambio en ia 6smola~:~ad \~p'f#,~:~¡1df¡r: ¿~ti~a~~ a partÍ.r tie' la. 

entrada de Na+ y ci: q\i¡;~~'.ii~f6~'ilii'~dg~;arite 2 ltlosinol/kg d~ agua·mÚL 
·\i; ,o:::;..,,~·' ,:._;-:. -: . . -... 

::::::~:::.::~,::::~~~!~!f&\~iI~l!~:I;:!~c:~::.::~~:j~i~1~: 
observada del 2; 7 ± {~~~~;~~•cl!¿~~~.iz~;$~~F~~)·.~:-~~~f~;ij~~~~~~!:~·. ~'" .. • 

Finalmente,.el anion·';acompananter del•:K .. ; ,:no,;puede;:ser-· el .• c1·, 
•.. -.... ·:r: ~7· · .. ::~·:t -3'.. ·r'.~:.f_, ~;;:~·;:~~:·-~. ~;;,~~:~.::.,;·::~ú\.· ... :'.:-~~;~: .. -:c;;(::;; ):._:.~-'.: ,::.>-<: · ;~f~~.:~:: .:;:.:A"·,_·,_~,./i:~--~,'.·c~_:.".~. ~~:-.-' ·- - ' 

ya que resultadós:'PX:~.li~:ipá.r~sr·~,~~.(r~.!llq:te~t!;•·s~i,~];'\n~ .. ~:ani~ia~-
sensiblemente d~r~¡ir!~;c:l~;·: i~hlbilió~~;~~-~;l:~:"~~J~b~~;~~#:~~;;-(NANI / 

5.4~3 

-- - -··- <1_ '~- ~..;" 

'º Posi.bl.e re:J.ación de l.os resultados; experiment:al.es, con 

l.os fenómenos pat:ól.ogicos que_ ocúr.r'en durant:e l.a anoxia 

en el. tejido nervioso. 

Durante la isquemia, es decir, cui3:ndo·ha:y suspensión parcial 

o total de la irrigación sanguínea : en - algÜri órgano, se produce 

hipoxia y aún anoxia por suspensión del ~porte.de 0 2 a las células 

(ROWLAND, FINK y RUBIN, 1991). La anoxia provoca disminución de 

-ATP, - io que trae como consecuencia ·que todas las funciones 

celulares dependientes de éste compuesto de -alta energía, se 

inhiban, entre ellas la actividad de la bomba de Na+. Se acepta 

que la anoxia en el cerebro; culmina con el edema celular 

citotóxico, es decir, el.aumento en el volumen de las neuronas y 

células gliales. 
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"·,:·-- ~_,;;:.:_,~: -~"; :; ... '/~~< : ::·<}· _._C~,--·, ,-
. :~·~:_;~·, - ;_..;~2 ·,·:::~_:·:- - :~-~~"--;~f.~~-~~-,-~_·.~ 

- -· ~~>-· -~e:·- ,>--.r. 

oé ~cí.l~fd6!;~6~ :1a2'}lipót:,~sis deTOSTESONY/HOfFMAN ( 1960), este 

últimoXs.3~i~}cJri.Seicli~ri~i~'~·J{~~~~~YJ;n'1~'Ji¡'.;fiibT~:'i6~' de la bomba de 

:::::;~¡G~~~::~7ffic~~1~t~~~l1~~i~~~[n::::r:r::·:::::• .:: 
.-,;~ .·; O:::re-'. -~·.\~ ·' :;;{º': ~.:;.· 

pueden •tener los cahalesde'I<+'e~,!~;ilJa1~~C:Ei osmótico de la célula. 

En condiciones pél.tC>ióg{C::éls !él ~§i{~a~'.~~'R::<it~ través de este tipo de 

canales, probabie~eihte{atirrierita;;:.i:~';~i~1'Eiiiuj6. neto de sal y agua de 
>7,\.;;::,- \-\:·.·_í·. 

la célula,. previnien<i~,'¡,~:f;·yed~~,i§y~Íél.;, 'üsis celular osmótica. 

De esta manera¡ eL dáfto'icei~i~i·· Eiií>el tejido anóxico estaría 

más re!aciól1ac1o'.í::oil íf'~~J¡f~f'~~~~~~i~~lc·c~~+ en el citosol y la 

subsecuente·· aetiiaCió¡i¡J~~;t~~[~~~i~'}f b~m~~ ;~~teasas y 1 ipasas que 

afectarían al ci toes~uelei,i'b íQ" a.·~~¡;_~'h11;a~i,f.~ria '.pÚtsmática, , iniciando 

un proceso degrada ti vo' qu~7~i::~!ri;~·;;~{f~~~hii~Í~ necrosis de· la célula 

(ROSENBERG, 1990; CHOI, 199o';"ziyi~'.JY." •. cJ.iC:,Y,i991). 

sin embargo, esto requiere maY~i-E?'s:.~tI~emcias·experimenta1es, 
:,..¡/·· > 

ya que de acuerdo con exper.Í.m'ent()";; ;~~~i:1-~~ci6s con fura-2, las 

neuronas de H. aspersa son. capa~~~<~'e'·~~~~ü-~uar el aumento de la 

cols., 1993). 
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primer 

corno lo 

células 

solución con 

diferencias 

4. - La relajación de la corriente entrante y la corriente si:\liente 

al parecer se deben a dos mecanismos diferentes, como lo 

sugiere el hecho de que la primera fue abolida por el Cd2+ 

pero no por el TEA y 4-AP, mientras que la corriente saliente 

si fue eliminada en ambas condiciones. 
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6.-

7.-

,.,,,..:o 
~¡~~ .:"'.i~' .. :.:··:~-

Dado. que 'la corriente saliente d~pende~ de la entrada previa de 

ca2+ y qÚe fue abolida po~: lC>s h,loqueadores de los canales de 

K+, se sugiere que repres~nta'ü_na coriductancia al K+ activada 
. -

por un aumento del ca2+ intr~célular, mientras que posiblemente 

la relajación de la ~or.f.i.eríte entrante, representa la 

actividad electrogénica dE!l Ínteorcambiador Na+ /ca2+ trabajando 

de modo inverso, es decir'::;expulsando Na+ e introduciendo ca2+ 
; - , .. ·~. ': ~.:·,:;: '. '. . : . . -- .· . . . 

a la célula. _, ... ~::j·{: ·-~·::! 
~~~' - ,,.".,_ 

:·.·,:: -·:,;:~;;~-

La -tasa estiína¿ia de_:aüfu~h~~de Na·+ -itjt~.iic~~iíi~i-·¡~.;~~-é~'ior a la· 

i_nhiB!~~óiijJe;'~1~iB~~ga-~:d'e~~~~t:~~--i~~~-~~g1~:X~~~;~;~e>ipflcár -
la --fase.'de·'~ü~~nfo ae·v~~~Jrién c:~thl.k~ ·f~a~~i1~~lo ~re\Tiamente 

-· -,, ---· •• r .. - --.,. :_·.~+,,,.·:• ,-~}¡j,'.\".,"o':. ,- ···.:·~.''· 'O 

desc~_f~cfT ~·¡ ,f ,¿-~. "'' '~'" c_c·_-• 

-~--.-o:,-~~'.:::'.' . - . ' -- -~-,-,""' 
: ¡ >' }:(;:·-, -~.<.::.--};_~-(--:· 

La ~i~~in~~¡ón ,, en< el- voÚ1men celular secundario a la 

in'hil:JiciÓn' de·· ia -bom~él de N~ + ~'.'p~ob<i'bié~ente -es resultado -del 

efiuj() d~K1'., uri a~ión y· ag~~ ~u~ ~upera l~ entrada inicial de 

-Na+, Cl" y agua a la célula;• 
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