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RESUMEN.,.

E1l potencial de receptor (PR) de las células retinulares del
acocil consiste de una despolarizacién rapida o fase transitorie
seguida de una despolarizacién sostenida o fase estable que
antecede a Jla repolarizacién. Las caracteristicas del PR se
modifican por la cantidad de luz que reciben las células
retinulares, por los cambios en el medio idénico extracelular vy
por 1leos niveles intracelulares de Ca%+, Este trabajo tuve por
objeto analizar el papel del Ca2?+ y de 1la adaptacion a la
oscuridad y a la luz sobre las caracteristicas del PR. Para ello
se utilizaron tallos oculares seccionados de acocil de los que se
registraba el PR en tres condiciones de iluminacién, distintas
solucicnes salinas y en soluciones a las que se habia agregado
DNP con €l objeto de incrementar el Ca®+ intracelular. Los
resultadeos muestran que: a) en los tallos oculares colocados en
solucidén de Van Harreveld y gque reciben cierto reégimen de
estimulacidn, las caracteristicas del PR se mantienen estables;
b) en condiclones estables, los niveles de Ca?*+ eXtracelular
determinan las caracteristicas del PR; ¢) en 1la oscuridad la
amplitud del PR aumenta f{(adaptacién a la oscuridad) y durante la
iluminacién, disminuye (adaptacion a la luz); d) la falta de Ca2+
mimetiza la adaptacién a la oscuridad y su exceso, la adaptacion
a la luz; €) la accién del DNP mimetiza el estade de adaptacién a
la luz. Estos resultados sugieren que: a) el movimiento de CaZ*+
a través de 1la membrana ese un evento indispensable en 1la
generacién del PR, b} durante la oscuridad se reducen los niveles
de Ca®+ intracelular, c} gque los niveles intracelulares de Ca?3+
durante la iluminacioén dependen tanto de su difusién a travées de
la membrana como de su liberacién desde los depbésitos
intracelulares, d) que los niveles intracelulares de Ca2+
determinan, al menos, la amplitud del PR.



SUMMARY .
The receptor potential (PR) of the retinular cells of the
crayfish presents a rapid depolarizaticen or transltory phase
followed by a sustained depolarization or stable phase, which
precedes repolarization. The PR characteristics are modified by
the amount of 1light received by the retinular cells, by the

changes in the extracellular ienic @ medium, and by the

intracellular levels of Ca2+. Thie work analized the role of
Ca2+ and of light and dark adaptation in the characteristics of
the PR. Isclated eyestalks were used, in which the PR was

recorded wunder three light conditions, with different saline
solutions and with solutions to which DNP had been added to
increase the intracellular Ca2+. The results show: a) that the
PR cha;acteristics remain stable in the eyvestalks placed in Van
Harreveld solution and submitted to a given light regimen; b)
under stable cconditions, the extracellular levels of Caz+
determine the PR characteristics; ¢} in darkness, the PR
amplitude increases {darkness adaptation), and under
illumination, it decreases (light adaptation); d) lack of Ca2+
mimics adaptation to darkness and ite excess, adaptation to
light; e} DNP acts mimicking the light adapted state. These
results suggest: a) Ca2+ movements through the membrane are
indispensable for FR generation; b) the levels of intracellular

Ca2+ diminish during darkness; ¢) during illumination., the

intracellular 1level of Ca2+

depend both on its difusion through
the membrane and on its release from the intracellular deposits,
d) the intracellular levels of Ca2+ determine, at least, the

amplitude of the PR.
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ANTECEDENTES.

a. Receptores a la luz,

Células sensoriales especializadas en la fotorrecepcitn se
encuentran distribuidas en distintas regiones del cuerpe de
animales relativamente simples como la anémona de mar, la lombriz
de tierra, la almeia ¥ muchos otros. En el otro extremo de 1la
complejidad estan los odos de los grupos animales mas
evolucionados. Los ojos pueden ser simples o compuestos, En
ellos se localizan los fotorreceptores visuales los cuales son de
dos tipos basicos, ciliares y rabdoméricos; unos u otros ee
encuentran indistintamente en los ojos simples o© en los
cempuestos lo gue sugiere que las lineas ciliar y rabdomérica
surgieron en forma independiente habiendo alcanzade un grade de
desarrollo equivalente. E) fotorreceptor de tipo ciliar recibe
este nombre debido a que contiene un aparato ¢iliar modificado.
Dentro de este tipo se incluyen. como ejemplo caracteristico, los
bastones ¥y los c¢conos de la retina del vertebrado los cuales
muestran un gfan desarrollo de leos pliegues de la membrazna que
contienen al pigrmentc fotorreceptor. Se acepta, actualmente, que
en la membrana e lleva a cabo €l proceso de la transduccion de
los fotones absorbidos (desde un quantum de luz en adelante) la
que culmina con la generacién de un fenémeno eléctrico altamente
amplificado, el cual ee propaga hasta el extremo distal de 1la

célula donde controla el fendmeno de la trensmisién sindptica



subsecuente. El fotorreceptor de tipo rabdomérico posee
microvellosidades, prolongaciones de la membrana celular econ la
forma de vellos o dedos de tamafio ultramicrescopico las cuales
contienen el pigmento fotosensible; tales vellosidades se
encuentran densamente arregladas y poseen una orientacién muy
regular dentro de la célula formando la estructura gue se conoce
con el nombre de rabdomo. Es en el rabdomo donde ge lleva a cabo
el proceso de la transduccion. Las células rabdoméricas alcanzan
suU mayor desarrolle en ojos =simples o compuestos de moluscos y de

artroépodos.
b. Organizacién del ojo compuesto del acocil.

La organizacién del ojo compuesto del acocil es comparable,
en sus aspectos basicos, con la que se encuentra en cualquier
crustaceo decipodo (Prosser y Brown, 1961; Waterman, 1961, 1979,
Horridge y Bullock, 1965; Wald, 1968). La primera descripcién de
esta organizacié4n fue realizada por Parker desde finales del
siglo pasado (Parker, 1891). Existen trabajos mas recientes en
los que se estudia el desarrollo del ojo compuesto en.embriones A
formas juveniles de acocil con nicroscopia tanto de luz como
electrénica (Hafner y cols., 1982). Esto ha permitido tener una
descripcién mas detallada acerca de la estructura fine de este
Organo.

La unidad funcional del ojo compuestoc es la omatidia.
Todos los ojos compuestos de los invertebrados estan constituidos
por un cierteo numero de omatidias que depende de la especie que

se considere. Los tres siguientes partes se. consideran



componentes esenciales de una omatidia {Parker, 1891; Waterman,
1961, 1979; Eguchil, 1965): a}) un sistema conductor de 1la 1luz
formado por la lente cornesl y €l cono cristalino; b) un sistema
transductor de la sefial luminosa en eléctrica formado por 1las
microvellosidades rabdoméricas de las células retinulares 1las
cuales, en conjunto, forman el rabdomo; c) un sistema regulader
de la intensidad de 1la luz formado por las células de los
pigmentes distal, proximal y reflector.

Los registros eléctricos intracelulares que se llevaron a
cabo durante el desarrollo experimental de esta tesis se
obtuvieron de las células retinulares del acocil, por 1leo tanto
consideroc necesario discutir c¢on mas detalle 1la compleja
organizacién estructural de estas células. El rabdomo, o porcién
transductora de la omatidia, esta cohnstituido por la agrupaciédn
de los rabdé¢meros (fig. 1 ) las cuales so0on prolongaciones de cada
una de lae siete células retinulares que se encuentran en la
porcion distal de la omatidia.

Las siete células retinulares estan distribuidaes en forma
coneéntrica; 1los rabdémeros (microvellosidades) se extienden
hacia el centro de la omatidia formando capas alternas
entrelazadas. Asi, en una capa las celulas 1, 4 ¥ 5 contribuyen
a formar el rabdomo; mientras que en la siguiente son las ceélulas
2, 3, 6y 7 las que 1lo hacen,

No todas las células retinulares tienen el mismo tamafio o

forma. Notese que en la figura 1 la c¢élula numero uno es mMAas
grande que las otras (Muller, 1973). En el acocil Procambarus

glarkl (Girard) 1las c¢eélulas retinulares presentan 100 u  de



longitud y 15 un de diametro (Eguchi, 1965). Cada capa de
rabdémeros tiene aproximadamente 5 p y hay alrededor de 30 capas
en cada rabdomo.

Se ha postulado una coctava célula retinular mas pequefia
(Cummins vy Goldsmith, 1981), cuya estructura aun no ha estado
bien caracterizada, lo que no ha sido obstacule para adscribirle
un papel importante en la deteccidn de la luz polarizada (Muller,
1973).

Las respuestas de las distintas células de la omatidia

podrian no ser iguales desde el puntoc de vista eléctriceo

{Waterman Yy Fernéndez, 1970; Eguchi y cols., 1973; Jarvilehto,
1979) . Esto noe lleva a preguntarnos acerca de la comunicacién
entre las ceélulas retinulares, En ciertas preparaciones

histolégicas no se enconté fusidén de membranas o uniones
especiales entre ellas (Eguchi, 1965; Eakin, 1971; Fernéndez ¥
Nickel, 1976); no obstante, algunos autores (Muller, 1973} basan
la explicacién de los regultados obtenidos al aplicar 1luz
polarizada, en la interrelacidédn estructural que habria entre 1las

dietintas células retinulares gque conforman la omatidia.
¢. Registros intracelulares en 0JOE cOmMpUESTOSs.

La introduccién de 1la micropipeta hizo factible el registro
primero extracelular (Hartline, 1928; Hartline y Graham, 1932) e
intracelular pesteriormente, a finales de la década de los
cuarenta vy principio de los cincuenta, como lo refiere Ferris
{1974). Una vez perforada la cérnea del ojo lateral del Limulus

({Hartline v cols., 1952), se introdujo, por primera ocasién en

=)



las células retinulares de los crustaceos, una micropipeta cuye
punta tenia una micra de diametro, y que permitia obtener
registros de la actividad eléctrica de las células
fotorreceptoras.

L.a respuesta que presentan logs receptores retinianos ante
un estimule luminoso es un cambic de voltaje lenteo, Esta
respuesta eléctrica €5 una degpolarizacibn de la membrana que se
cbserva en las c¢élulas receptoras de diferentes especies ¥y gque
corresponde al llamado potencial generador o poetencial de
receptor (PR) (Davis, 1961). El término de potencial generador
quedd, en nuestros dias, reservado a los potenciales graduados
que generan espigas, mientras que el de PR se usa si la respuesta
es provocada por estimulos sensoriales (Jdrvilehto, 1979}, por lo
due, €n lo sucesivo, emplearemos este término.

El empleo de un micromanipuladeor permite introducir un
microelectrodo hasta ciertas profundidades del ojo compuesto del
acocil vy, de esta manera, relacionar el tipo de registro que se
obtiene con la zZona de la que se recoge la respuesta. Con esta
té&cnica, Naka y Kuwabara (1959) lograron disociar el origen de
las diferentes ondas Que componen la reespuesta eléctrica a la luz
de los fotorreceptores visguales del acocil.

Si se desciende el microelectrodo en un ojo aislado del
acocil, se alcanza un punto en el que se observa una caida brusca
de potencial del orden de los -40 mV, tal situacidédn es atribuida
al paso del electrode a través de la membrana celular. La
aplicacién de un destello en estas condiciones provoca una

respuesta eléctrica denominada FR.



Aunque no se haya demostrado aun desde un punto de vista
histolégico que la punta de la micropipeta que actua como
electrodo de registro se encuentre dentro de la célula, existen
varios argumentos para suponer gue se trata de una respuesta
transmembranal. For ejemplo, los cambios de voltaje obtenidos en
el registro intracelular (10 a 12 mV) son mayores a los que se
cbtienen por registro extracelular (1 a 2 mV). El registro de
estos Ultimos se denomina electrorretinograma. La caida brusca
de potencial, antes mencionada, se repite al realizar tanto una
penetracisén  longitudinal como una transversal, lo cual descarta
la posibilidad de atribuirla a la penetracién de la membrana
basal. Esta se encuentra como sostén de la parte proximal de las
células retinulares. El descartar esta posibilidad sugiere que
la caida brusca de potencial) se debe a que se atravesd 1la
membrana plasmatica.

Ademas, durante la aplicaciéon de luz con diferente angulo
de polarizacidén (Muller, 1973) ese contrapone la ausencia de
cambios en la amplitud de la respuesta eléctrica en registros
supuestamente extracelulares con respecto a cambios manifiestos
cuando se considera intracelular al registro. Lo equivalente
sucede con diferentes luces monocromaticas gque no provoecan
cambios a no Eer que haya 1la posibilidad de registrar 1la
actividad de una sola celula.

También, con técnicas de fijacidn de voltale a diferentes
valores en células {foterreceptoras se ha medido cuédndo la
corriente pasa a ser de entrante a saliente (Cummins ¥y Goldsmith,
1986). La realizacién de tal procedimiento s6lo es posible si el

tipoc de registro es intracelular o transmembranal, porque la

10



respuesta se lleva a cabo solamente por la existencia primero de
una fuerza electromotriz dada por el potencial de eguilibrio del

ion que la genera ¥, segundo, por la resistencia de la membrana.

d. Fotorrespuesta eléctrica en el ojo del acocil.

En las células fotorreceptoras del acocil, al i1gual que en
las de muchas otras especies, existe un pigmento, la rodopsina,
cuyo croméforo, €l retinal, al ser 1luminado, cambia su
estructura cuaternaria de 1la forma 11-cis & la forma trans
(Wald, 1967 ; Waterman y cols., 1969; Cronin y Goldsmith, 1984).
Este camblo origina, posteriormente, modificaciones en el flujo
de iones a través de la membrana celular. Desde el punto de
vista eléctrico, el resultado es un potencial graduado, el PR, el
cual consta de dos partes (Naka y Kuwabara, 1959}); unha
despolarizacién rapida o fase transitoria, cuya magnitud parece
depender de la intensidad del estimulo, seguida por una
despolarizacioén sostenida, llamada también fase lenta o estable,
la cual se asocia con la duracién del estimulo luminoso (Naka ¥y
Eguchi, 1962; Baumann, 1968; Jdrvilehto, 1979; Hernandez-Falcédn y
Fuentes-Pardo, 1988).

La repolarizacién completa sobreviene después de que se
termina la i1luminacion. S5i el estimulo 1luminoso es muy
prolongado, entonces la repolarizacién sigue aparentemente una
funcién expenencial decreciente con respecto al estado de
despolarizacién (Eguchi, 1965). Se ha propuesto que el Na+ juega

un papel fundamental en la despolarizacién rapida (Fulpius vy
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Baumanhn, 1969; Lisman y Brown, 1972:. Muiljser, 1979; Stieve vy
Classen-Linke, 1980).

El aumento de la concentracién interna de Ca®*+ ya sea por
entrada o por liberacion interna ha sido relacionadeo con el
proceso de excitabilidad, con el estado de adaptacién a la luz ¥
con la duraclédn total de la respuesta (Brown vy Blinks, 1974;
Brown y Lisman, 1975; Lisman, 1976; Bolsover y Brown, 1985; Levy
y Fein, 1985; Payne, Corson y Fein, 1986). No obstante, &se ha
descartade la hipétesis del Caz2+ como transductor o mensajero
inicial (Geold, 1986).

La repolarizacién, por su parte, es el proceso nenos
discutido hasta ahora, aun cuando parece estar relacionado con el
K+, a traves de conductancia sensible al voltaje (Pepose vy
Lisman, 1978), sensible a la concentracioén inteqna de Ca?+
{Cummins y Goldsmith, 1986; Fayne, Corson y Fein, 1986) o canales

de K+ de diferente tipo (Edgington y Stuart, 1981).
e, Adaptacién a la luz y a la oscuridad.

1) Cambios en los fotorreceptores.

Se ha dicho ya que un estimulc luminoso intenso y breve
genera unha respuesta eléctrica, pero si el estimulo luminoso es
débil vy proleongado entonces una de las priﬁeras mnanifestaciones
de 1la accién de esas condiciones particulares de luz sobre los
receptores visuales de vertebrados e invertebrados es la de
inducir una reduccién de la amplitud del PR come consecuenclia de
la degradacién del pigmento fotosensible; en estas condiciones,

se dice el fotorreceptor estéd "adaptado a la luz'". Otra accién
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que también estd bien establecida es la disminucidn de la
resistencia eléctrica de la membrana, consecutiva al periodo
largo de 1lumin&acidn de baja intensidad (Glantz, 1968; Mack Brown
¥ cols., 1969; Hanani y Hillman, 15%76}.

La aplicacién de 1luz a los fotorreceptores de los
invertebrados se ascciada con un incremento en la concentracidn
intraceliular de Ca?®+ {(Lisman vy Brown, 1972, 1975; Brown ¥ Blinks,
1872, 1974; Fein vy Lisman, 1975; Bader vy cols., 1976}. En
contraposicién, la reduceidn experimehtal de la conhcentracién
extracelular de Ca?+ incrementa la fotorrespuesta, lo cual
gquivale a reducir los efectos de la adaptacidn a la luz. En
los ojos de los artrépodes, la luz provoca un rapido ¥ marcado
incremento en la velocidad de recambio de 1las membranas
fotorreceptoras (Eguchi v Waterman, 1967, 1976; White v Lord,
1975) . Este hecho contrasta con 1o que sucede en los
vertebrados, en los que se propone que la iluminacién tiene sélo
un efecto pequefio, auhque sighificativo, sobre la velocidad de
regeneracisdn de los discos del segmento externo de leos bastones
{Tsutsumi y cols., 1981}.

Se descubrié que en las células secretoras v fagociticas,
células donde la exoccitosis y la endocitosis son esenciales para
sus funclones caracteristicas, se lleva a cabo un ciclo que
comprende el intercambio (pérdida Yy regeneraciodtn} entre 1la
membrana plasnmatica y la membrana de los organelos
intracelulares. En relacién con el rabdomo, el reciclaje de
membranas plasmaticas con las membranas de los organelos

intracelulares parece ser una respuesta al exceso de luz
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(Horridge ¥ Bernard, 1965; Eguchi y Waterman, 1967, 1976; Meyer-
Rochow ¥y Eguchi, 1984; Mangini y cols., 1986). Tal recambio
membranal constituye una modificacién estructural fina, la cual
es dependiente de la luz. También por accidén de ésta se encontré
la pérdida de un cilerto orden inicial dentro de cada
microvellosidad, la cual muestra vesiculaciones e incluseo
penetracion de citoplasma en el rabdomo (Tsusumi y cols., 1981).
BPurante el periocdo de oscuridad el fotorreceptor mnuestra
cambios estructurales y funcionales radicalmente opuestos a los
que se llevan a cabo durante la iluminacién. El mas evidente de
estos cambios es el incremento del PR que 5s5e obtiene como
resultado de un estimulo luminoso el cual refleja la acumulacién
de pigmento fotosensible gque se lleva a cabo en la ausencia de
luz. Tambien Ee sabe que en la oscuridad se lleva a cabo un
proceso continuo de restauraciédn estructural aunque algunos
rabdomos retrasan el inicio de la recuperacidédn de su forma. Como
resultado de ello, en el transcurso de un proceso de adaptacidn a
la oscuridad, e pueden observar dos clases de formas: las
microvellosidades <que ya recuperaron su apariencia en forma -de
bandas nitidas, y las qQue atn presentan vesiculaciones y granulos
de pigmento adherides a sus superficies, En geheral, estas
Ultimas microvellosidades tienen un alto contenido de
metarrodopsina, mientras que las primeras, es decir las que vya
recuperaron su forma (no vesiculada ni pigmentada), contienen
mayor proporcién de rodopsina. Basados en esta informacién,
Cronin ¥y Goldsmith (1984) postularon la hipédétesis de que el
mecanismo de la recuperacién de la rodopsina implica una nueva

eintesls quimica de la membrana rabdomérica.
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Por otra parte, aparentemnente sin relacién con este
reciclaje membranal, se han descrito otros cambios estructurales
del rabdémero durante la adaptacién a la oscuridad. Entre ellos,
estad la aparicién de grandes cisternas, las cuales pueden ser
slitios para el almacenamiento de Ca%+ dentro del fotorreceptor

{Tsusumi y cols., 1981}.

2) Cambios en los pigmentos accesorios,

Desde fines del siglo pasade se descubrié que los pigmentos
que regulan la entrada de luz hasta los fotorreceptores estan
fuertemente influidos por los estados de adaptacién a la luz ¥y a
la oscuridad.

En presencia de luz, los pigmentos accesorios migran, por
mecanismos que no se han aclarado del todo, desde la posicién
polar que mantienen en la oscuridad hasta el centro de la
omatidia. Este movimiento parece depender de influencias
basicamente neuroendocrinas v asegura que las células
fotorreceptoras reciban sé6lo la luz que proviene del eje mayor de
la omatidia. Esto se manifiesta por una disminucién de 1la
pseudopupila (Hernandez-Falc6tn Yy c¢ols., 1987), Durante la
adaptacidén a la oscuridad sucede exactamente lo contrario.

Parte de la 1luz que llega es reflejada debido a 1la
presencia del pigmento reflector; esta reflexién se manifiesta
por medio de un &area clara, la pseudopupila, la cual puede
notarse a simple vista en la superficie de la cérnea. El1 tamafio
de la pseudopupila es, por lo tanto, una medida indirecta, pero

efectiva, de 1la posicién que guardan los pigmentos retinianos
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accesorios, en particular el pigmento contenide en las celulas
distales.

En lo relativo al pigmento accescorio proximal, este se
encuentra en las cé¢lulas retinulares mismas y sus movimientos
hacia la posicién de adaptacidédn a la luz o a la oscuridad,
parecen depender, en esencia, de los cambios del potencial de
membrana de los fotorreceptores. Reclentemente se estudid con
mayor detalle la dinamica de este pigmento, de tal modo que es
posible afirmar gue su migracién durante la adaptacildén a la 1luz
se debe no a un movimiento independiente de <¢ada una de las
particulas o granuleos pigmentarios sinoe a un desplazamiento
integral de la matriz citoplasmica, la cual sirve de estructura
de sostén a estos mismes granulos pigmentarios. Al desplazarse
ila matriz, arrastra consligo & 1los pigmentos. Evidencias
recientes sugieren que el sistema de microtibulos constituye una
estructura con la cual muchos granulos de pigmento establecen
una unién temporal relacionada con los ciclos de adaptacian a 1la
luz y a la oscuridad {Frixione y Ruiz, 1988).

También las mitocondrias de la célula fotorreceptora son
desplazadas durante la adaptacicén a la oscuridad, por lo que
durante el movimiento de los pigmentos accescorios tiene lugar una
transferencia masiva de componentes citopliasnmicos. Sin embarge,
de un desplazamiento longltudinal tan voluminoso es de esperar un
cambio en la forma de la célula, lo cual ocurre en células
retinulares de algunos anfipodos: no obstante, en las ceélulas
retinulares del acocil aun no se describen modificaciones en el
perfil o en el volumen comc consecuencia de las variaciones en la

distribucién de los pigmentos accesorios (Frixione vy Porter,
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1986).

f. Papel del cCa2*+ en la actividad de 1la ceélula

fotorreceptora.

La respuesta eléctrica del fotorreceptor visual del acocil
Be inicta con 1la accidn de 1la luz sobre una molécula
fotosensible, la cual desencadena una serie de cambios que
inducen una cierta distribucion de iones a través de la membrana
celular en concordancia con la permeabilidad especifica de ésta
para cada uno de elles. Son muchas y muy variadas las etapas de
la respuesta fotorreceptpra en las que el Ca?+ desempefia un papel
importante, de ahi que presentemos, en Beguida, un breve resumen
sobre este punto en el que hacemnos é&nfasis en los estudios hechos
en invertebrados.

Aparentemente el Ca?+ relaciona la isomerizacién de 1la
rodopsina por la luz con el cambio en la permeabilidad de 1la
membrana al Na+ (Millecchia y Maure, 1969; Brown y Mote, 1974},
pero la rodopsina constituye un sensor remecto ¥y no un  canal
directamente responsable de la fotocorriente no obstante gque en
membranas artificiales la rodopsina activada por la luz funciocna
como un canal de Ca2+, de Na+ o de protones (Hille, 1984; Miller
¥ Korenbrot, 1987).

También se ha planteade la peosibilidad de que la
isomerizacién de la rodopsina inicie el aumento intracelular de
Ca?+ esin que sea ella misma la que 1le¢ transporte desde el

exterior o desde los almacenes intracelulares.
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Los iones de calcio contribuyen a la generacién del PR
(Brown y Blinks, 1974; Brown, Coles y Pinto, 1977; Brown, Brown ¥
Pinte, 1977) ¥y parecen desempefiar un importante papel en los
procesos de inicio ¥ duracién de la respuesta. De hecho se
sugiere que este ion induce cambios en la sengibilidad de 1la
célula fotorreceptora (Lisman ¥y Brown, 1975; Brown, (oles vy
Pinto, 1977; Stieve y Classen-Linke, 1980) ya que de los niveles
intracelulares disponibles del mismo dependen la amplitud y 1la
duracién de la respuesta ante un determinado estimulo luminoso,

La participacién del Ca®+ en la generacién de las distintas
etapas del PR de los fotorreceptores se ha estudiado con nmuy
distintas técnicas y en diversas especies; estoe ha llevado a 1la
obtencion de datos que, en algunos c¢ases, pueden parecer
contradictorios, pero que analizados con detenimiento ponen de
manifiesto la ubicuidad del Ca?+ en el proceso de la
fototransduccion. Asi, se ha propuesto que el Ca?+ que se libera
al citosol como resultado de la estimulacién luminosa regula 1la
conductancia al Na+ durante la primera parte del PR; esto es,
durante la fase de despolarizacidn rapida, de tal manera gque el
ingreso de Na+ al fotorreceptor se llevard a cabo todo el tiempo
que tarde en alcanzarse un determinado nivel en el Caz+
intracelular (Bader ¥y cols., 1976). S5in embargo, para oOtros
autores como Gold (1986}, la presencia del CaZ?+ intracelular no
se relaciona con’ la entrada de Na+ durante la fotorrespuesta.

Para otros autores, al CaZ?+ habria que asociarle con 1la
amplitud de la fase de despolarizacion rapida en la medida que es
un acarreador de corriente de tal manera que compartiria con el

Na+ 1loe canales gue se abren como resultado del proceso de 1la
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isomerizacidédn de 1la rodopsina por la luz (Fulpius y Baumann,
1969). Hay que aclarar que ésta es una interpretacidén actual de
los datos de los autores guienes en esa época no poedian hablar de
"canales" dadas las técnicas que wutilizaron. Sin embargo,
tampoco hay un acuerdo sobre este punto de todos los estudiosos
del tema. Por ejemplo, Payne y cols. (1986) subrayan que hasta
el presente no existe evidencia experimental directa que suéiera
que la liberacién de Ca2+ por la luz sea suficiente para mediar
el proceso de la despolarizacién. ¥Ya Lisman y Brown (1975)
hicieron notar gque el cambio en la concentracién interna de
calcio libre no es indispensable para vincular a la absorcién del
fotéHn con el cambio inducido por la luz en la conductancia de 1la
membrana, Ya que las células en las que el incremento en la
concentracién intracelular 'de Ca?+ inducido por la luz se habia
reducido en forma importante con la aplicacién de EGTA, fueron
capaces de mantener su respuesta a la luz.

La presencia del Ca?®*+ en el citoscl también se ha asociado
con otras etapas del PR del fotorreceptor. La amplitud y 1la
duracién de la fase estable, por ejemplo, parecen depender del
nivel intracelular de calcio libre de tal manera que cuando 1la
concentracion de éste alcanza un cierto wvalor se inicia 1la
repeolarizacién (Brown y Blinks, 1974; Muijser, 1979).

Los niveles de Ca®+ en €l citoscol se han relacionado
también con los estados de adaptacion a la luz y a la oscuridad.
A medida que aumenta la concentracién del Ca®+ intracelular, el
PR disminuye, lo que coincide c¢con un disminucién en la

fotocorriente producida por cada fotén absorbido (Lisman y Brown,
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19735). Este tltime efecto se ha comprobado en el acocll, en el
cual el descenso de la concentracién extracelular de Ca®+
utilizande EDTA produce un aumento en la duracion del PR (Sfieve
y Classen-Linke, 1980), l¢ que sugiere un comportamiento de los
fotorreceptores visuales en esta especle, similar 2l que se ha
descrito con mucho mayor detalle en los fotorreceptores de otros
invertebrados como Limulus. S5in embargo., si se comparan los
efectos de incrementar los niveles de Ca?+ extracelular con los
de la estimulacidén luminosa en forma sostenida, se comprueba que
la luz produce una reduccién del PR mucho mas evidente que la
producida por el aumentc de la concentracidén de Caz+
intracelular, consecutivo al incremento de <Ca?+ extracelular.
Por otra parte, la oscuridad vy la disminucién del Ca?+
extracelular incrementan la amplitud y la duracién del PR.

Un procedimiento que se utiliza para incrementar 1 nivel
de CaZ®+ intracelular en logs fotorreceptores, es el uso del 2,4-
dinitrofencl (DNP), cuya accldén mas evidente es el
desacoplamiento de la cadena oxidativa (Lehninger, 1970; Wong ¥
cols,, 197%; Lo y cols,., 1980), lo que da como resultado gue se
suspanda la posibilidad de que las mnitocondrias recapturen
activamente el <Ca®*+, Algo similar sucede en otras pembranas
celulares en las que la disminucidén de grupos ATP consecutiva a
la alteracidn de la cadena oxidative produciria una disminueién
del transperte active de Ca?s+ hacia cualquier otro receptaculo
intracelular. Un posible mecanismo de la accidn del DNP dentro
de la célula es que tenga un efecto directe sobre la
permeabilidad al Ca*+ de la membrana plasmatica (Barker vy

Levitan, 1975]. Sea o0 no valido este argumentoe, es un heche que
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el DNP produce un incremento en el CaZ+ libre intracelular. La
veracidad de esta hipotesis se ha demostrado con arsenazo- III,
que es un colorante indicador de caZ?+ (Lo y cols., 1980). La
elevacién del Ca®+ intracelular puede afectar a su vez, en
Eeneral, la permeabilidad de la membrana plasmatica (Brown ¥
Meech, 1976).

El aumento en la ¢oncentracién intracelular de Ca?+ por la
aplicacién del DNP puede revertirse al aplicarse EGTA, que es un
quelante de Ca®+ (Wong y cols., 1979), Esta manicbra
experimental permite restablecer la amplitud de la fotorrespuesta
eléctrica, al menos temporalmente. Esto es un argumento a favor
de gque no obstante el bloqueo de la formacidn de ATF por el DNF,
se puede recuperar la fotorrespuesta eléctrica siempre y cuando
se recuperen los niveles bajos de Ca?2+. Hasta cierto punto,
quizas dependiendo de las reservas, las alteraciocnes en los
niveles del Na+ intracelular por el bloquec de la bomba de Na+/K+
no tendrian peso, ni las alteraciones en la concentracidn de
iones de hidrégene, a menos que fuese excesivo el tiempo de
exposicién.

Adémas de los cambios metabélicos sefialados, la aplicacién
de DNP produce una disminuciéon del pH intracelular de
alrededor de 0.5 unidad logaritmica en aproximadamente 30
minutos, medido con rojo de fenol (Lo ¥y cols., 1980). La
disminucién del pH es, a su vez, causa de cambios en el nivel
intracelular de Ca®*+ y tiene también efectos bien establecidos
sobre las uniones comunicantes, mediante las cuales una célula

esta o© no acoplads eléctricamente con las células que la rodean
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(Spray y cols., 1988},

De los datos anteriores se desprende que si bien es cierto
la accién del DNP es compleja, tamSién lo es que su liegada a la
célula produce, inevitablemente, un incremento en la
concentracién intracelular del Ca*+ con todas las acciones gue se

derivan de ello.
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OBJETIVOS .

1. Caracterizar el PR de las células retinulares de tallos
oculares seccionados de acocil sumergidos en solucidn salina de
Van Harreveld.

2, Estudiar el papel que desempefia el Ca?+ extracelular en
la generacién del PR de las ceélulas retinulares del acocil.

3. Caracterizar el PR durante los estados de adaptacidén a
la luz ¥ a la oscuridad.

4. Estudiar el papel del Ca?+ extracelular durante la
adaptacion a2 la luz ¥ a la oscuridad.

5. Demostrar que el exceso de Ca?*+ exXtracelular mimetiza el
estado de adaptacidén a la lu=z.

6. Demostrar que el aumento en el Ca?®+ intracelular
inducido por su liberacion desde los depésitos intracelulares,

mimetiza el estado de adaptacién a la lu=.

Para cumplir con estos objetives se realizaron los
siguientes experimentos.

1. Se mantuvo el tallo ocular en solucién salina de Van
Harreveld, durante el tiempo necesario para que la amplitud ¥ 1la
duracién del PR se mantuvieran estables.

2. En condiciones estables se midid el PR de tallos
oculares inmersos en soluciones con distintas concentraciones de

Ca?+ extracelular.
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3. Se midi¢é la amplitud del PR de tallos oculares colocados
en solucidén salina de Van Harreveld al término de la exposicidn a
la oscuridad y durante la estimulacién luminosa iterativa.

4., Las maniobras que se indican el el inciso anterior se
realizéron en soluclones salinas con diferentes concentraciones
de Ca?+,

5. En las condiciones sefialadas en los incisos 1, 2 y 3, se
obtuvo el PR de talles oculares colocados en soluciones salinas a

las qQue se afadié, ademas, 2, 4-dinitrofenocl (DNP).
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MATERTIAL Y METODOS .

a. Preparacidén biolédgica.

La preparacién biolégica utilizada en estos experimentds
fue el tallo ocular seccionade de acociles de la especie
Procambarus digueti provenientes de Zamora, Michcacan. Una vez
en el laboratorio, los animales fueron colocados en piletas en
las que se hacia el recambio de agua cada tres o cuatro dias.

Mediante bombas de aire para acuario se mantenia una
aereacién constante. La alimentacidn de los acociles se realizéd
a base del vegetal Anacharis (antes llamado Elodea), =zanahoria
cocida, papa cocida y pequefias porciones de higado de pollo. La
1luminacién ¥y la temperatura fuercn las del medio ambiente,

La seccién del tallo ocular se realizaba en condiciones de
iluminacion muy tenue, ¥ consistia en la insercién de una tijera
de punta fina sobre el tejido blando, por detras del tallo ocular
en la base del ojo, sitio en el gue se efectuaba el corte,. Una
vez seccionado el talleo, con una navaja fina se hacia un corte
transversal en la parte superior de la cérnea, preocurando que la
seccién no fuese mayor al 507 de la esfera corneal.

Hecho esto, el talle ocular se colocaba en posicién
perpendicular a la base de un recipiente comercial transparente
{marca Falcon), el cual contenia aproximadamente 8 ml de solucidn

salina normal (Van Harreveld, 1936) o modificada.
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b. Sistema de registro y estimulacién,

La c¢aljJa de Falcon que contenia al tallo ocular inmerso en
la solucién salina correspondiente, se colocaba dentro de una
Jaula de Faraday en cuyo interior se encontraba el vastago de un
portamicroelectrodos que se manejaba desde afuera por medio de un
micromanipulador (Prior). Al portamic¢roelectrodos se le colocaba
una micropipeta de vidrie cuya punta tenia un diametro de
aproximadamente 0.2 upm llena de una solucidén salina de cloruro de
potasio 2,7 M. Se media la resistencia ohmica de las
micropipetas dentro de la scolucién salina correspondiente vy sélo
se utilizaban aguellas que tenian resistencias de 20 a 50 MS.
Dentro de }a caja de Falcoh se colocaba un electrodo de plata
previamente impregnadoe de cloruro por electrélisis que servia
para cerrar el circuito.

Con la avuda de un microscopio estereoscopico (Zeiss) y
tratande de gque el tallo ocular recibiera la menor cantidad
posible. de 1luz, se colocaba la punta de la micropipeta justo
encima del tallo, sobre el centro del corte hecho en 1la
superficie de Jla c¢oérnea; esto aseguraba un descenso del
microelectrode paralelo al eje longltudinal del tallo ocular, el
cual faveorecia la penetraciédn de la célula fotorreceptora.

La micropipeta estaba conectada a un preamplificador de
alta impedancia (WPI, modelo M707) vy éste a un osciloscopio de
rayos catéddicos (Hewlett Packard, modelo 1201B}. En forma
paralela se enviaba la sefial del preamplificador de alta

impedancia hacia un amplificador de pC (Grass, modelo 7D) de un
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poligrafo lo gque permitia el registro grafico de 1la respuesta
eléctrica.

Les estimulos luminosos procedian de un fotoestimulador
{Grass, modelo P3522), se hizo usoe de la intensidad maxima
(1,800 1lx) con una duracion cercana a 14 microsegundos.

En 1la figura numeroc 2 se presentan los diagramas del

dispositivo de registro utilizado.

c. Disefic experimental.

Una vez dentro de la jaula de Faraday, el tallo ocular se
mantenia en oscuridad. Mediante el micromanipulader se descendia
el microelectrodo hasta que se observaba en el osciloscopioc una
caida brusca de potencial del orden de -40 mV, la que corresponde
al potencial de membrana de la ceélula retinular en reposo. La
aplicacién de un destello luminoso en estas condiciones genera
una respuesta eléctrica, €l PR.

La preparacién bioldgica fue mantenida durante 10 minutos
en oscuridad, s¢lo interrumpida por los destellos de prueba
aplicadeos cada 2 minutos. Después, se mantenia la oscuridad
constante durante 20 minutes, al termine de los cuales se
aplicd una rafaga de destellos luminosos a una frecuencia de 0.5
Hz durante medio minuto.

Con el protoceclo anterjior es posible analizar la respuesta
eléctrica fotorreceptora durante tres momentos diferentes., Al
término de los primeros diez minutos se tiene una fotorrespuesta
precedida por dos minutos de oscuridad, la cual puede llamarse

estacionaria,. En seguida, al término de los 20 minutos de
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oscuridad, otra, considerada como en un estado de adaptacién a la
oscuridad. FPor Gltimo, al registrarse las respuestas durante 1la
estimulacién luminosa iterativa cada dos segundos, es posible
poner de manifiesto tanto la capacidad de recuperacion (o de
adaptacioén) del sistema a la luz come su grado de susceptibilidad
a la misnma, &a que un destello precedido por un estado de
adaptacién a la oscuridad genera una situacidén que va a
repercutir en las sigulentes respuestas.

En resumen, se trata de tres tipos de fotorrespuestas
eléctricas: precedidas por 20 minuteos de oscuridad, por 2 minutos

de oscuridad ¥y por 2 segundos de oscuridad.
d. Soluciones salinas de prueba.

El manejo de los periodos de 1luz ¥y oscuridad permite
modificar 1la ©sensibilidad de la célula fotorreceptora bajo
estudio. En estas condiciones es posible estudiar el papel que
desempena el Ca2+ extracelular en los procesos de adaptacién & la
luz ¥ a la oscuridad. Se eligieron las siguientes modificaciones
en las soluciones salinas de prﬁeba que se utilizaron, teniendo
como referencia la solucién de Van Harreveld (1936).

{A) Sustitucion de Ca2?+ por Co?+,

(B) Reduccién de la concentracién de Ca?+ afiadiendo EDTA.

{C) Concentracién normal de CaZ+, ¥y

{D) Aumento en la concentraciéon de Ca®+.

Para obtener una solucién salina baja en Ca®+ por uha parte

no Be agregd Ca3+ y por otra se afiadié EDTA a una concentracion
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de 3 mM/1.

Ademas de estas modificaciones, en otra serie experimental
se afladié DNP a cada solucién de prueba, a una concentracidédn de
0.1 mM/1.

En todos los casos el pH del bafic externo se mantuve entre
7.4y 7.6 (pH Meter Corning, mod. 5). Para ajustarlo se utilizo
HCl o NaOH.

En el cuadro I se presenta la composicién molar de cada una

de las soluciones salinas utilizadas.
e, Mediciones.

pel potencial de receptor registrado al +término de los
primeros diez minutos de oscuridad, se hicieron las siguientes
determinaciones: la amplitud maxima, o sea el cambio de potencial
desde la basal hasta 1la altura maéxima. La amplitud al término de
la mitad de la duracién de la respuesta ( t 0.5 ). La duracién,
que es el tiempo transcurrido desde el momento en que se alcanza
la mitad de la amplitud mé&xima en su fase de despolarizaciédn
hasta el punto en que vuelve a presentar ese mismo voltaje medio
en £5Bu fase de repolarizacién. La figura numero 3 ilustra 1la
forma de llevar a cabo las tres mediciones.

En los experimentos de adaptacién a la oscuridad y con
estimulacién repetitiva, se mnidi¢ la amplitud maxima de las
primeras 16 respuestas de cada experimento.

FPara graficar se calcularon los promedios con sus
respectivos errores estaAndar. Par; el an&lisis estadistico se

eligié un nivel de P menor que 0.05. A todos los grupos de
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datos se les aplicod la prueba de Bartlett (prueba F) 1la que
permitié el trabajo con muestras de warianzas homeogéneas.
Posteriormente se utilizé un analisis de varianza para un modelo
con dos criterios de clasificacién y con interacciones, con el
cual se estudiaron 1las diferencias entre: a) los efectos
producidos por las distintas concentraciones de calcio, v b)
los efectos producidos por el DNP.

Con este analisis se pone de manifiesto la existencia de
diferencias en el conjunte pero no establece qué elementos de ese
conjunto son los que difieren. Por lo tanto es necesario aplicar
otras deos pruebas, para encontrar los Brupes gue provocan tal
diferencia. La prueba de Dunnett permitid comparar una respuesta,
la testigo (bafio externo con solucién sal;na de Van Harreveld),
con cada una de las demas respuestas,. Por tltimo, para comparar
todos los grupos de respuestas entre si, se utilizéd la prueba de

comparaciones multiples y contrastes de Scheffe.
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RESULTADOS.

a. E1 PR en el estado estacionario.

La figura 4 muestra la amplitud méxima (en mV) del PR
registrade de tallos oculares, sumergidos en las distintas
soluciones galinas empleadas, al término de su permanecia en la
oscuridad durante diez minutos. La oscuridad fue interrumpida
cada dos minutos por un destello de prueba. La barra horizontal
que 5e muestra en la parte superior de la figura representa el
error estandar de la media para los valores obtenidos cuando 1la
Preparacién se encontrabe en la solucién salina de Van Harreveld
que cor;ESponde también al de la tercera barra clara de derecha a
izquierda (fig. 4 C).

La comparaciéon entre las distintas soluciones sin DNP, puso
de manifiesto que s6lo en la solucidén en la que el Ca®?*+ {fue
sustituido por Co2+, se produjo una disminucion significativa,
desde el punto de vista estadistico, de la amplitud del FR. La
sustitucidén de Ca?+ por Co2+ en el bafio externo hizo que 1la
amplitud mAxima del PR en estas circunstancias sélo alcanzara &1
70 7 con respecto a las respuestas obtenidas en solucién salina
control de Van Harreveld.

La comparacién entre las respuestas obtenidas en las
distintas soluciones a las que se les agregd DNP, mostrédé que no

existen diferencias significativas entre ellas mismas, ni entre
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la de cobalto y la de cobalto con DNP, pero si con respecto a la
respuesta en soluclidn control. La presencia de DNP o Co2+
provoctd una disminucién de la amplitud, la cual sélo alcanzd en
promedioc el 60 % con respecto al control, no importande 1la
concentracién de Ca2+ en el bafio externo.

La figura 5 muestra los valores (en mV) que alcanza 1la
amplitud al términe de la mitad de la duracién, empleada come una
aproximacion al voltaje del PR durante su fase lenta. La Dbarra
horizontal que se nmuestra en la regién superior de la figura,
corresponde al error estandar gque se obtuvo de las medicicnes del
PR en solucién salina de Van Harreveld vy que coincide con 1l=a
barra clara cuyva letra de identificacién es la C.

Al comparar los vo}tajes medidos a la mitad de la duracidn,
obtenidos de los registros realizados en las diferentes
scoluciones salinas empleadas, se encontré que sélo cuando el Co2+
sustituye al Ca?®+, se produce una disminucién esignificativa, Al
igual que la amplitud maxima, la amplitud al t (0.5) de 1la
respuesta obtenida cuande en el bafie externe hay Co2+, sélo
alcanza el 70 % de la que deberia alcanzar si no lo hubiera.

Al afiadir DNP a las soluclones, la amplitud al +t(0.5) se
redujo en forma significativa en todos los casos, entre los
cuales -desaparecieron las diferencias mostradas antes, La
amplitud al - t (0.5) alcanzada en presencia de DNFP, fue en
promedio dél 70 % con respecto a la que hubiera alcanzado si no
estuviera presente el DNP en la soluciébn que bafia a la
preparacion. En la solucidén con Co?+, que ya se encontraba

disminuida con respecto del contrel, se mantuvo 1la misma
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disminucién.

La figura 6 muestra los resultados de comparar los efectos
de las distintas soluciones salinas scobre la duracion de la
respuesta. La disminucién de 1la disponibilidad de Ca?+
extracelular sea por la accidn del Co?+ o por la del EDTA,
provoecd un notable incremento en la duracién de la respuesta, la
cual 1llegd incluso a duplicarse (figura 6, barras claras A y B).
A su vez, el incrementec en la concentracién de Caz+ de la
solucién produjo una reducciédn en la duracién de la respuesta
(figura 6D). Hay que hacger notar, sin embarge., que el grado de
dispersién de los valores obtenidoe en log registros con bajo
Ca?+, tanto con Co®+ como con EDTA (barras 6 A y 6 B), muy
grande, y muy peguefio en las soluciones testigo v de alto Ca?2+
(barras '6 C y 6 D). La desigualdad de varianzas implicita en
estas diferencias, impide establecer una comparacién valida,
desde el punto de vista estadistico, entre los dos conjuntos; aun
cuando la relacidén inversa entre el nivel de Ca?+ extracelular vy
la duracién del PR es evidente.

La adicion de DNP a las distintas soluciones
experimentales, pusc de manifiesto la misma relacién entre el
nivel extracelular de Ca?+ y la duracién de la respuesta, aungue
como se puede ver de la grafica (barras sombreadas de la fig. 6),
el DNP produjo una reduccién significativa de 1la duracién en

todos los grupos, ¥y en particular, en los de bajo Ca2+.,

b. E1 PR en adaptaciédn a la oscuridad.

La figura 7 muestra los valores del voltaje de la amplitud

33



maxima del PR registrado de tallos oculares aislados, sumergidos
en las distintas soluciones salinas empleadas, al inicio de 1los
20 minutos de oscuridad (barrsa de la izquierda) ¥y al término de
los mismos (barra de la derecha). La barra horizontal que se
muestra en la parte superior de la figura representa el error
estandar de la media para los valores obtenidos cuando la
preparacion se encontraba en la sclucién salina de Van Harreveld,
y corresponde con el error estandar conjunto del par de barras
que se identifica con la letra C,

Después del periodo de oscuridad, el voltaje generado en
la solucién salina testigo mostréd una tendencia del a crecer
{3 %4), la que, evidentemente, no fue significativa (figura 7C).
La sustitucion de Ca?+ por Co?*+ produjo una reduccion del 30 % en
la amplitud de la respuesta con respecte a la respuesta control v
después de los 20 minutos de oscuridad disminuyéd 8 % mas (figura
ZA) . La falta de Ca?+ en la soluciédn salina extracelular, y su
fijacién por el EDTA, produjeron respuestas 6 % mas grandes gue
las obtenidarg en la solucidén testigo las cualese crecieron 12 %
mas, después del periocdo de oscuridad {figura 7B). Los efectos
del exceso de Ca®+ fueron opuestos a los de la solucion anterior,
ya gque el periodo de oscuridad produjo una caida del 10 % en el
voltaje generado por el destello después de los 20 minutos de
oscuridad c¢on respecto a la amplitud de la respuesta testigo
registrada al inicio del perlodo de oscuridad {(figura 7D}.

En la misma figura 7 las barras sombreadas representan los
resultados obtenidos cuando los experimentos se hicieron en el

mismoe tipo de soluciones salinas, a las que ademas se les agregd
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DNP. La presencia del inhibidor metabdlico provocd una
reduccién en promedioc del 40 % de la amplitud de las respuestas
con respecto a la respuesta en la solucidn testigo. En ninguan
casc hube diferencias significativas antee y después del periodo
de oscuridad. Sé6élo se cobserva que hay un efecto simétrico entre
la accion del DNP en la solucion de van Harreveld donde se
produce un aumente de la respuesta de un 3 %, después de 1la
oscuridad y la accion del DNP en la solucién con Co?*+ donde se
observa una reduccién de la respuesta también del 3 %, ante la
misma sutuacién de oscuridad {comparar las barras sombreadas 7 A
¥y 7 C). La scolucidén de bajo Ca®*+ y con EDTA; indujo, ademas de
la reduccion de amplitud, wuna ligera inversiébn del efecto
asociado con la adaptaclén a la oscuridad (figura 7B). Es decir,
la reduccidn del Ca?+ externo incrementa la respuesta después de
.1la oscuridad siempre que no haya DNP ya que cuandc este se afiade,
la respuesta disminuye después de los 20 minutos de eoscuridad
(barra 7 B). La inversién contraria se puede apreciar en el par
de barras identificadas con la letra D de la misma figura 7.
Esto es, oscuridad y eXxceso de Ca?+ extracelular provocan
disminucién de 1la amplitud de la respuesta (10 %2); en cambio,
oscuridad, Ca?+ y DNP inducen un leve aumento (2.5 %) de la
misma.

La figura 8 muestra también los valores de la amplitud del
PR después de que los fotorreceptores permaneciercen en la
oscuridad durante 20 minutos. Los valores estan porcentualizados
y el 100% se muestra como una linea que corresponde al valor del
PR registrado antes de la oscuridad en preparaciones colocadas en

la soclucién saliha de Van Harreveld.
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Las barras claras muestran el valor porcentual de 1la
respuesta que se obtuvo al término del periocdo de oscuridad. Las
barras sombreadas representan los experimentos hechos con
soluciones salinas a las que se les agregd DNP.

Al quitar el cCa®*+ y afadir EDTA a la solucidédn salina
extracelular, la amplitud aumenté un 12 7 después del periodo de
oecuridad de 20 minutos; s5i se sustituye el Ca®+ por el Co?+,
entonces hay una reduccién del 10 7% despues de los 20 minutos de
oscuridad (fig. 8 A v B). Con DNP la tendencia es a disminuir va
eea con o s5in Co2+. En la solucidén con exceso de Ca2+ 1la
amplitud de 1la respuesta disminuyé un 20 % después de gue 1la
preparacion se mantuvo 20 minutos en la oscuridad (Fig. 8 D).

Al agregar DNP, Se presenta una tendencia del 10 % a
aumentar, la qQue aunque c¢on un error estandar contrasta
grandemente con la reduccién que se muestra en la solucién sin

DNP (Fig. 8 D).

c. El1 PR durante la estimulacién luminosa iterativa.

La figura 9 muestra los valores de la amplitud del PR ante
estimulos luminoscs aplicades cada 2 segundes durante 30
sepundos. El 1007 corresponde a la amplitud del PR registrado en
la solucién salina control de Van Harreveld, al inicio de esta
etapa experimental, por esta razén las respuestas injiciales son
distintas en cada solucién. Cada curva corresponde a una de las
soluciones empleadas,

Es evidente que como resultado del destelle aplicado, 1la
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segunda respuesta cae y llega en algunos casos a desaparecer.
Las mayores caidas se presentan con las soluciones testigo y 23
Ca?+, mientras que en las soluciones con Co*+ sustituvende al
CaZ+ y Bin Ca?*+ (EDTA) se observa una caida s6lo del 50 %.

A partir de la tercera respuesta se observa una tendencia
del PR a recuperar su amplitud inicial. Sin embargo, el grado de
recuperacioén en el transcursce del tiempo depende de la soluciédn
salina empleada en el bafio, de tal manera gue alcanzan el maximo
(Fig. 7 C) en la solucidn testigo (ligeramente mayor al 100 %) vy
el minimo (Fig. 7 D) en la solucién rica en Ca®+ (75 2. En la
solucién con Co®+ vy en la solucidn sin Ca?+ mas EDTA, los
regimenes de recuperacidén tuvieron valores semejantes entre si e
intermedios con respecto a las otras dos secluciones (Fig. 7A vy
B).

En registros semejantes a los descritos en el parrafo
anterior, pero realizados en solucicones salinas a las gue se les
afladié DNP se obtuvieron los siguientes efectos: al comparar 1la
respuesta inicial en cada solucidn con respectco a la gue se
observa en la solucidn testigo (100 %) se observa la existencia,
en todos los casos, de una respuesta inicial relativamente balja
(entre el 75 y €l 50 %) seguida de una reduccisén que llegd al 25
% o 35 7% segun la solucion.

Las sipuientes respuestas mostraron muy poca recuperacion,
siendo la maAxima la de la solucién control, la cual alcanzd sélo
el 50 %. En la solucién rica en Ca?*+ y en la selucion sin Ca?+
mAs EDTA 1la recuperacién fue del 40 %, mientras que en 1la
solucidén con Co2+ se observé una tendencia a la disminucidn, 1lo

que significd una respuesta estable en el 30 % de la amplitud con
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respecto a la de la solucién testigo. Los tiempos de
recuperacién para alcanzar una amplitud estable no mostraron
diferencias significativas entre las cuatro soluciones.

Las figuras de la 11 a la 14 muestran los efectos de la
estimulacién iterativa en tallos sumergidos en una determinada
solucién sin v con DNP. En cada caso el 100 %2 de 1la respuesta
correspondid¢ a la respuesta inicial con respecto a la rafaga de
destelles, la cual se obtenia después de que el tallo ocular
estuvo colocado previamente eh la oscuridad durante 20 minutos.
Los destellos luminosos de prueba se aplicaban cada dos segundos
durante 30 segundos Yy llevaron a construir las curvas
correspondientes de respuestas a la rafaga de estinulos
luminosos.

La curva de la figura 11 muestra, con simbolos claroes., el
efecto del Co2?+ sobre el PR registrade en 1las condiciones
descritas. Se puede ver que la caida inicial de la amplitud de
la segunda respuesta fue de solo 20 % v que la recuperacién fue
tal que, para la tercera respuesta el PR habia alcanzado ya el
valor inicial. La adicién de DNP & la solucidn no mostréd efecto
alguno sobre la caida; no asi sobre la recuperacién, ya gue segun
se muestra con simbolos oscuros en la figura 11, hubo un ligero
ascenso en la segunda y tercera respuestas ¥ una c¢lara tendencia
a la disminuciébn a partir de esta ultima.

La figura 12 muestra que tanto en la sclucidédn baja en Ca3+
con EDTA (simboles claros) como en la solucién también baja en
Ca?+ con EDTA pero ademads con DNP (simbolos oscuros), el PR se

redujo como consecuencia del primer destello hasta alcanzar el S50
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% del valor original. La recuperacién sdlo alcanzd el 75 % del
valor inicial.

La figura 13 muestra, con simbolos claros, las amplitudes
de las respuestas de 1los fotorreceptores visuales a la
estimulacién luminosa iterativa, registradas de tallos oculares
sumergidos en sclucioéon testigo de van Harreveld; con simbolos
oscuros esta la respuesta que se obtuvo cuando se afiadié DNP. En
la solucitn testigo, la caida fue del 85 % y del 70 % en la
solucién con DNP. La magnitud de la recuperacién fue también
mayor en la solucién control, donde a los 20 segundos se alcanzo
el 100 %, de la respuesta, que en la solucion con DNP donde
después de los 30 segundos £se detectd una recuperacidn
estacionaria de s6lo el 70 %.

En :‘la figura 14, e muestran los efectos provocados por
afiadir el triple de Ca2+ (40.5 mM) a 1a solucién salina sin  DNP
(simbolos c¢laros) y con el inhibidor metabdlico (simbolos
OSCUros). Es notable la reduccidn hasta cere de 1la segunda
respuesta en la solucidn sin DNP asi como la relativa lentitud
con la que se lleva a cabe la recuperaciédn, la cual llega al 80
%, del valeor inicial. El1 DNP produjo efectos muy distintos vya
gue la caida sélo llegd al 50 % ¥ la recuperacién no rebasd el 65
% del valor inicial aunque se alcanzé en un tiempo relativamente

corto (menos de 10 segundos).
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DI SCUSIORN

2. Registro intracelular.

El primer registro intracelular de la actividad eléctrica
de fotorreceptores visuales fue obtenido por Hartline y sus
colaboradores en 1952, en las células del ojo lateral del
Limulus. Posteriormente, mediante microelectrodos, Naka Y
Kuuwabara (1959) estudiaron el origen de las componentesg del
electrorretinograma del ojo de acocil Procambarus clarkdi,
y encontraren dque esta respuesta se origina en las células
retinulares. Desde entonces se diferenciaron las respuestas
eléctricas registradas seglin la regién en la que se colocaba 1la
punta del electrodo, desde la cérnea hasta la membrana basal.

Las caracteristicas, las dependencias iénicas Y el
comportamiento de las respuestas obtenidas en retinulas de
acociles, muestran patrones comparables con los observados en las
respuestas obtenidas por registro intracelular en retinulas de
otres invertebrados; aungue también presentan algunas
diferencias, entre las que destaca la ausencia de la espiga que
acompafia al PR de la célula excéntrica de Limulus o de 1los
fotorreceptores de Apis mellifers (Naka y Eguchi, 1962; Bauman,
1968; Bader y cols., 1976).

El origen intracelular de la respuesta eléctrica de la

retinula del acocil registrada con microelectrodos no ha sido
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demostrado de manera irrefutable, pues no se tiene la evidencia
directa que relacione la ubicacién del microelectrode con las
caracteristicas de 1la respuesta; s6lo se cuenta con evidencia
indirecta que 1incluye la constancia en el wvalor y en 1la
estabilidad del potencial de membrana en reposo (Eguchi, 1965;
Glantz, 1968, 1971; gGoldsmith, 1978; Fuentes-Parde y cels.,
1984) ; los cambios de resistencia correspondientes a las
propledades electricas pasivas que se registran de preparaciones
de 1las que se ha obtenido un PR (Goldsmith, 1975; Cummins y
Goldsmith, 1986); 1los cambios de amplitud de 1la respuesta
inducidos por cambios en el angulo de polarizacién de la luz, gque
no se presentan cuando el registro es extracelular {(Muller,
1973); ¥y. por Ultimo, la amplitud de la respuesta registrada (de
10 a 15 mV) que no corresponde a Jla de los registros
extracelulares (de 1 a 2 mV).

Las respuestas analizadas en este trabajo fueron del mismeo
tipo que las obtenidas por otros autores en preparaciones
biolégicas eimilares de diversos invertebrados (Naka y Kuwabara,
1959; Eguchi, 1965; Baumann, 1968; Millecchia y Maure, 1969,
Brown ¥y Blinks, 1974; Goldsmith, 1975; Hanani y Hillman, 1976);
ademAs, e trabajdé s6élo con preparaciocnes cuyo potencial de
menbrana en reposo tuviera un valor minimo de - 30 mV y se
mantuviera con una variacién no mayor a 5 mV durante el
transcursoe del experimento. Debido a ello, los cambios
observados en las caracteristicas de las respuestas se pueden
atribuir fundamentalmente a las modificaciones del estado
funcional de cada célula registrada y, en una perspectiva mas

amplia, a las interacciones qQue puedan existir entre las células
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de una misma omatidia.

Nuestros registros muestran que la respuesta eléctrica a la
luz de los receptores visuales del acocll es un potencial que
consiste de una despeclarizacién relativamente réapida llamada fase
tansiteria, seguida de una despolarizaclén sostenida o fase
estable, que antecede a la repolarizacidn.

L.a fase transitoria se asocia con el inicic y la intensidad
del estimulo, mientras que la fase estable parece estar mas
relacionada con la duracién del mismo {Naka y HKuwabara, 1959;
Eguchi, 1965; Glantz, 1968; Fuentes-Pardo ¥ cols., 1984; Cummins
y Goldsmith, 1986; Hernandez Falcoén ¥y Fuentes Pardo, 1988). Poco
se sabe de los mecanismos que llevan & la repolarizacién. Solo
podemos afirmar que al término de la fase estab}e la célula se
repolariza en forma esponténea; sin embargo, ante estimulos
sostenidos por periodos muy prolongados la amplitud de 1la
respuesta declina en forma continua.

Dado que la duracion del estimulo luminoso que utilizamos
fue del orden de los 14 us, se puede plantear Qque el PR se
origina por mecanismos cuya activacién ocurre en un tiempo de
cuando mas ese valor, pero cuyas consecuencias persisten durante
tiempos mas de 10,000 veces mayores, va qgue en condiciones
testigo la respuesta tuvo una duracidn de més de 200 ms.

Una de las dificultades a las gue hubeo que enfrentarse fue
la mediciédn de los componentes del PR (figura 2), pues en los
estudios realizados por diferentes autores no se plantea un
criterio de medicién que permita comparar les resultados en forma

equivalente. Por otra parte, no siempre resulta simple
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distinguir entre las fases transitoria y estable, ya que con
frecuencia ésta cambia a expensas de aquélla lo que en ocasiones
las hace indistinguibles. Por ello se decidié tomar la amplitud
maxima de la respuesta como una medida aproximada de la fase
transitoria, ¥y la amplitud al t (0.5) como un indice relacionado
con la amplitud de la fase egtable. Nuestra medida de la
duracién de la respuesta corresponde fundamentalmente a la de 1la
fase estable y toma poco en cuenta 1la duracién de la
repolarizacien.

Debido a que los experimentos se realizaron en células
diferentes en cada ocasién, la variacién individual dio origen a
una gran variabilidad en los resultados de las mediciones, Por
ello, fue necesario vallidar los resultados por medioc de pruebas
estadisticas, prefiriendo por su confiabilidad, las’ ' de tipo
parametrico. El primer criterio gue se utilizé en el analisis,
fue el de la homogeneidad de varianzas. Su aplicacién a las
respuestas unicas al término de los primeros diez minutos de
oscuridad permitid¢ comparar las diferencias entre los grupos a
los que se les modifiecé una variable (la concentracién de Ca?+ en
la solucidn salina de prueba) y al mismo tiempo 1la comparacion
entre gstos Erupos y aquéllos en los gque ademas se agregd DNP.
Fese a lo riguroso del analisis estadistico, es evidente que 1los
resultados son s6lo aproximaciones wvalidas bajo nuestras
cendiciones experimentales qQque no permiten proponer una

generalizacién para otras situaciones,
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br. Papel del Ca2+ en la respuesta fotorreceptora.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo experimental
de este trabajo mostraron el importante papel que desempefia el
Ca?+ en la respuesta a la luz de los fotorreceptores visuales del
acocil. En efecto, en cada una de Jlas tres situaciones
experimentales en las que se analizdé la respuesta eléctrica del
fotorreceptor, es decir, en un estado estacicnario, en adaptacién
a la oscuridad ¥y con estimulacidén iterativa, encontramos que las
caracteristicas de la respuesta eléctrica dependieron de la
concentracién de Ca®+ en el medio externo.

Las 4 soluciones salinas que empleamos aseguraron distintos
niveles de CaZ®*+ extracelular. De.més & menos fueron: un
incremento de tres veces (40.5 mM/1 de Ca?+), la condicién
testigo con solucidn salina de Van Harreveld (12.5 mM/1l de Ca?®+),
una solucidn salina a la que no se le agregd Ca?+ ¥y a la gque se
le afiadié un quelante del mismo como es el EDTA (lo que sélo
agegura una reduccién marcada perc no una eliminacidén completa
del Ca?+ que llega a la célula); ¥y una solucion salina en la que
el Ca?+ fue sustituido por 13.5 nmM/l de Co?+, con el objeto de
bloquear los canales de CaZ%*+ de la membrana celular (Kohlhardt vy
cols., i973).

La estimulacién luminosa de los fotorreceptores induce 1la
isomerizacién de la rodeopsina que contienen. Este cambio en 1la
estructura cuaternaria del fotopigmento parece ser el responsable
del 1inicio de la cadena de eventos cuya manifestacién eleéctrica

mas importante es el PR. Se han postulado diversos modelos que
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tratan de explicar el encadenamiento entre el fenomeno
fotoguimico vy los cambios en la conductancia de la membrana de
las ceélulas receptoras (Smith ¥y cols., 1968; Brown y Lisman,
1972;:; Goldsmith, 1972; Jidrvilehto, 1679; Payne ¥y Howard, 1981;
Berridge e Irvine, 1984).

El cambice en la estructura cuaternaria del foteopigmento
parece desencadenar los cambios en la permeabilidad de la
membrana que permiten la generacién de por lo mencs la fase
transitoria del PR. En el fotorreceptor ventral del Limulus ¥y en
el de Balanus, se demostré una corriente entrante inducida por 1la
luz que muestra una dependencia notable de la disponibilidad de
Na+ extracelular (Millecchia ¥y Mauro, 1969; Mack Browun y cols.,
1869, 1970; Brown y Mote, 1974; Bacigalupo ¥y cols., 1986}.

En el mismo tipo de preparaciocnes se encontraron ceorrientes
entrantes y salientes que pueden ser medificadas por los niveles
de Ca?+ extracelular; sin embargo, no se ha demostradeo que el
Ca?+ sea un acarreador de corriente (Millecchia y Mauro, 1969;
tMack Brown ¥y ceols., 1970; Brown y Mote, 1974; Hanani y Shaw,
1977; Pepose y Lisman, 1978; Edgington y Stuart, 1981; Bacigalupo
y cols,, 1986).

Por otra parte, en dichos fotorreceptores se ha encontrado
‘una relacién proporcional entre el nivel extracelular de Ca?+ vy
el grado de adaptacién a la luz del fotorreceptor (Eguchi, 1965;
Fulpius y Baumann, 1969; Lisman y Brown, 1972; Brown y Blinks,
1972, 1974; Brown y Lisman, 1975; Lisman y Brown, 1975; Bader vy
cols., 1976; EBrown, Brown ¥y Pinto, 1977; Brown, Coles y Pinto,
1977; Jirvilehto, 1979; Stieve y Classen-Linke, 1980; Stieve vy

Bruns, 1983; Hochstrate y Hamdorf, 1985). En el caso del
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fotorreceptor visual del acocil se cuenta con poca informacién
sobre la participacién del Ca?+ en el proceso fotorreceptor. Se
ha propuesto que existe una relacién inversa entre la amplitud vy
la duracién de la fase estable del PR vy la concentracién de Ca®s+
extracelular, asi como una disminucién de la fase transitoria
cuando se reduce el Ca?+ en el medio extracelular (Fuentes-Pardo
¥y cols., 1984). Aunque en el acocil no se ha demostrado que el
Ca?+ participe en la generacion del PR, hay datos que sugieren
que e5 el ion mas importante en los procesos de adaptacidtn a 1la
luz ¥ & la oscuridad (Eguchi, 1965; Fuentes-Pardo y cols., 1984).

La participacién del Ca?+ en la generacién del PR de 1los
fotorreceptores del invertebrado ha sido estudiada bajo diversas
condiciones experimentales. Los resultados de estos estudios
dieron origen a las dos hipétesis maés aceptadas sobre el papel
del CaZ2?+ en el proceso fotorreceptor: se ha.considerado al CaZz+
£6lo como mediador de la adaptacién a la luz (Lisman vy Brown,
1978) ¥ comoe acarreador de corriente (Bader y cols., 1976;
Bolsover y Brown, 1985). A partir de los primeros estudicos donde
sea encontréd QqQue las modificaciones en €l nivel de Ca3+
extracelular inducian cambios conspicuos en las caracteristicas
del PR {Eguchi, 1965; Fulpius y Bauman, 1969; Millecchia vy
Mauro, 1969) aparecidé una serie de trabajos que se basaron en la
hipdétesis de Lisman {(Lisman ¥ Brown, 1972) de que el Ca®*+ es un
mensajero intracelular gque media la adaptacién a 1la luz del
fotorreceptor (Brown y Blinks, 1972, 1974; Brown y Lisman, 1975;
Lisman y Brown, 1975; Bader ¥ cols., 1976; Lisman, 1976; Broun,

Brown ¥ Pinto, 1977; Brown, Coles y Pinte, 1977; Muijser, 1979),.

46



En estos trabajos se hizo énfasis en la participacién del Caz+
fundamentalmente en el proceso de adaptacién a la luz y sBe le
postuld como el responsable de la disminucién de la sensibilidad
a la luz de 1los fotorreceptores estudiados. Bajo esta

perspectiva se postuld gque como resultado de la isomerizaciédn de

la rodopsina, la corriente entrante inducida por la luz
despolariza al fotorreceptor: un ineremento del Ca=+
intracelular {proveniente del exterior, de depésitos

intracelulares o de ambos sitios) reduce 1la eensibilidad del
receptor ¥ lo adapta a la iluminacién. Cuanto més dure el
estimule lumineso mavor seréa el nivel de la concentracién
intracelular de <Ca%*+ y menor 1la sensibilidad celular. 5in
embargo no ha habido trabajos que en forma directa exploren 1la
posibilidad de que el Ca®+ participe como acarreador de corriente
durante el PR. Recientemente han aparecido datos sobre la accioén
sinergista del Ca®+ en la excitacion del fotorreceptor del ojo
lateral de Limulus (Bolsover vy Brown, 1985; Bacigalupo ¥ cols.,
1986; Payne y cols,, 1986; Payne y Fein, 1988).

Aungque en el PR de todos los fotorreceptores de
invertebrado estudiados, siempre se han descrito por lo mencs una
fase +transitoria y una estable, la mayor parte de loes trabaics

hace poco énfasis en las caracteristicas de aguélla mientras que

‘abundan en detallar la participacién del Ca?*+ en el proceso de

adaptacién a 1l1la luz y en la duracién de la fase estable. Por
esta razén el modelo propuestc por Millecchia y Mauro (1969) para
exXplicar la participacion del Ra+, del Ca?+ y del K+ en la fase
transitoria, en la fase estable y en la repelarizacién de una

respuesta unica del fotorreceptor ventral del Limulus, no habia
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sido modificado de manera importante hasta muy recientemente
gracias a ia acumulacién de detos sobre la participacion del Cas®+
en otras etapas del PR (Broun ¥ cols., 1984; Bolsover y Brown,
1985; Levy Yy Fein, 1985; Payne v Feln, 1986; Payne, Corson ¥
Fein, 1986; Payne vy cols.,1986; Corson ¥y Fein, 1987).

El modelo de Millecchia vy Mauro {1969} , parece
complementarse en forma razonable con el propuesto por Lisman Vv
Broun en 1972 para explicar la adaptacién a2 la luz del receﬁtor.
Sin embargo, el papel del Ca?+ en la generacion del PR como
acarreador de corriente no es contemplado por ninguno de los dos
modelos.

Para aclarar si el Ca?+ participa en 1los cambios de
sensibilidad del fotorreceptor inducidos por la iluminacidbn asi
cono en la generacion del PR, se realizaron los experimentos que
constituyen esta tesis y cuyos resultades permitieron elaborar un
modelo donde el movimiento de Ca?*+ v Bu concentracion juegan un
papel importante.

En el modelo se parte de la isomerizacién de la rodopsina
inducida por 1la 1luz, la cual generaria un incremento en la
conductancia de la membrana del fotorreceptor que favoreceria el
movimiento de lones a través de la menbrana, generanose asi la
corriente entrante que induce la despolarizacién.

Esta corriente estaria acarreada tanto por iones de sodio
como de calcio, va Bea 2 través de un mismo canal mixto (no
selectivo} o de canales selectivos para cada uno de estos iones
(Bacigalupo vy cole., 1986)., El ingreso de CaZ+ ademids de que
contribuiria a la despolarizacién de la célula fotorreceptora

durante la fase transitoria del PR incrementaria la concentracion
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de Ca?+ intracelular. La amplitud del PR estaria determinada
principalmente por la magnitud del desplazamiento de los iones de
sodio aunque también contribuirian les de calecioc; la terminacién
del PR (repolarizacioén) dependeria del nivel intracelular de
CaZ+, de tal modo que una vez que éste alcanzara cierto valor
{"umbral”) se interrumpiria la despolarizacién y se iniciaria 1la
repolarizacién, Por ejemplo, por un sistema de canales de K+
dependientes de la concentracion del Ca?+ intracelular (Fulpius v
Bowman, 1969; Edgington y Stuart, 1981; Payne, Corsen Yy Fein,
1986). En la figura & puede verse &l incremento notable de la
duracién del PR en la solucién salina con baja concentracidédn de
Ca2+ y la brevedad de la duraciédn del PR en la soluciédn con alta
concentracién de Ca?+ extracelular.

Con este modelo comd punto de partida, se discutiran las
tres condiciones de estimulacidn que se trabajaron: la de estado
estacionario, la de adaptacién 2 la escurildad vy la de
estimulacion iterativa.

En el primer caso se obtienen respuestas cuya amplitud vy
duracién sBe mantienen constantes a lo largo del tiempo. Es
decir, la frecuencia de estimulaciédn utilizada es tal que permite
un equilibrio dinAmico entre los procescos asociades con 1la
generacidn de la fotorrespuesta de tal manera que las
caracteristicas de e¢sta son siempre las mismas. En esta
condicién tendriamos, segin el modelo, la siguiente secuencia de
eventos: a) activacién de la reodopsina por la luz; b) aumento de
la conductancia de la membrana; c) flujeo de Na+ y de Ca?+ que

causaria la despolarizacién de la célula retinular; d) aunmento
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del nivel de Ca?®+ libre intracelular debido al ingrese del dion
desde el medico externo y a su liberacion de los depésites
intracelulares, e) al alcanzarse una concentracién ™umbral®” de
Ca?*+ intracelular se suspende la despolarizacién y se inicia la

repolarizacion.

De acuerdo con el modeloe, al mantener a los fotorreceptores
en solucién salina con un incremento de tres veces el Ca?2+
testigo cabria esperar que la amplitud ¥ la duracién de 1las
respuestas fueran menores gque en la solucién testigo, de la misma
manera gue se ha observado en preparaciones similares (Fulpius ¥
Bauman, 1969; Lisman y Brown, 1972; Bader y cols., 1976;
Goldsmith, 1978; Muijser, 1979; Fuentes-Pardo y cols., 1984); el
aumento resultante en el nivel de Ca2+ intracelular por 1la
entrada de Ca?+ extracelular se complementaria con la 1liberacién
de Ca?+ desde loe depositos idintracelulares. Este rapido
incremento en la concentracién intracelular de cCa?+ seria el
responsable de la rapida suspensidon en el ingreeo de Na+ con la
consiguiente reduccién en la duracion del PR (Brown y Blinks,
1974; Brown, Brown y Pinto, 1977; Brown y cols., 1984; Bolsover y
Brown, 1985; Levy vy Fein, 1985; Payne y Fein, 1i986; Corson y
Fein, 1887) (Figuras 4, 5, 6C yv 6Db). La situaciétn opuesta se
deberia encontrar en la solucion salina deficliente on Ta?+ ¥y con
EDTA, en donde la reduccidn notable del Ca*+ debido a su
secuestro por el quelante, permitiria que el ingreso de Na+ al
interior celular se mantuviera durante mas tiempo, 1lo que se
traduciria en respuestas de mayor amplitud que en la solucién
salina testigo ¥y, fundamentalmente, de gran duracién ya que 1la

disminucién en la entrada de Ca2+ a traveés de la membrana celular
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retardaria el momento en que se alcanzara la concentracion
"umbral' de Ca%+ intracelular que haria posible la terminacion de
la respuesta. Nuestros resultados (Figures 4, 5 y ©6B) estan
acordes con las predicciones del modelo y con aquellos reportados
ror otros autores.

Un aspecto gue puede resultar controversial se refiere a
las posibles acciones que tiene el EDTA sobre la permeabilidad de
1la membrana de 1las células (Tritthart vy cols., 1973);
experimentos realizados en nuestro laboratorio mostraron que 1los
efectos del EDTA a2 las concentraciones utllizadas en este trabaljo
son totalmente reversibles (Hernandez Falctn, Hernandez Lopez y
Fuentes Pardo, 1987).

Dade que el Co?+ es uno de los bloqueadores mas especificos
de los canales de Ca®+ (Kohlhardt ¥ ceols., 1973), su presencia en
el exterior de la membrana de la ceélula retinular se traduce en
la imposibilidad del Ca®+ extracelular para ingresar a la célula,
como consecuencia de la estimulacién luminosa. E1 resultade de
esta accién traeria como consecuencia gque la luz produjera
respuestas pequefias pero de duracidtn muy grande puesto gue
también faltaria 1la contribucidn del ingreso de Ca?+ para
alcanzar el nivel de Ca2?+ intracelular necesario para la
terminacidn de 1la respuesta (Figuras 4A y ©6A). En las
condiciones experimentales que denominamos de estado
estracionario, el modelo de participacién del Ca2+ en el FR
permite explicar de manera satisfactoria los resultados
experimentales.

En la oscuridad, 1los niveles intracelulares de Ca®+
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disminuven (Brown y Blinks, 1972, 1974; Brown ¥ Lisman, 1975%;

Lisman y Brown. 1975; Bader vy cols.,, 1976; Brown, Broun v Pint-,
147%; brown v cols., 1984; Holsover v HBrown, 19BL: Levy v Fel:,
igBL; Payne v Fein, 1986; Favne v cole., 1985; Pavyne, Corson

Fein, 1986; Corson vy Fe;n. 1987} . Los mecanismos que participan

en esta disminucion parecen depender de ls captura del Ca-:

intracelular probablemente por sistemas ge transporte a nive]

mitocondrial (Lo v cols., 1980 ;.
Despues de que los fotorreceptores hah permpangcieron an
solucién salina testigo v en la oscuridad durante 20 minutos, la

respuesta a la luz es un pPOoco mayor qﬁe la que se registra antes
del periodo de oscuridad. De acuerdo con el modelo propuesto,
la diferencia se explica porque durante le adaptacion & 1=
oscuridad la captura constante de Cas+ desde =l citosul
incrementaria la diferencia de los niveles de Ca‘+ en el extericor
con respecto al interior de la célula retinulaf. de manera que el
ingre;o de Na+ y de Ca?+ asociado con la estimulacion luminosa se
llevaria a cabo en forma mas rapida y proporcionalmente mayor, lo
que produciria respuestas de gran amplitud.

En la solucién salina con una concentracion de CaZ2+ del
triple con respecto a2 la solucién salina testigo, el exceso del
jon determinaria inicialmente la existencia de un mavor gradiente
entre el 'éxterior y el interior de la célule retinular. En
realidad se estaria ante una situacién en la gue el nivel del
Cads+ intracelular dependeria de dos procesos antagénicos: el
ingreso de Ca®+ extracelular hacia el citosol y la captura de
Ca?+ desde el citosol hasta los sitiecs de almacenamiento

intracelular asociado con la oscuridad en la que se mantiene la

52



preparacién, ya que el destello de prueba desencadenaria tanto la
entrada de Ca®+ como su liberacién.

La activacién de la rodopsina por la luz ocasionaria un
ingreso de Ca?+ relativamente reducido el que junte con el Ca?+
liberado desde los depésitos intracelulares por la accion de la
luz aseguraria que se alcanzara el nivel umbral de Ca2+
intracelular en un tiempo mas breve. Esto daria como resultado
la reduccién de la sensibilidad de la célula fotorreceptora que
se traduciria en una despolarizaclén de menor amplitud y de menor
duracidn. De hecho, la respuesta gue e obtiene despueés de 20
minutos de oscuridad es mas pequefia que la que se obtiene en 1la
golucidén salina testigo en las mismas condiciones, por lo que se
puede decir que la sensibilidad de la célula decrecis, efecto
atribuible al exceso de Ca=+ extracelular, pese a haber mantenido
la preparacién en oscuridad (Figurae 7 y B8D) (Brown y Lisman,
1675; Lisman y Brown, 1975; Lisman, 1976;: Brown y cols., 1984 ;
Levy ¥ Fein, 1985; Bolsover y Brown, 1985; Payne ¥y Fein, 1986
Payne, Corson ¥y Fein, 1986; Payne y cols., 1986}).

La falta de Ca?+ en la solucién de prueba mas su secuestro
con el EDTA implican una reduccidén importante del Ca32+
extracelular aunque no su ausencia ni la dimposibilidad de su
ingreso a través de la membrana de 1la ceélula retinular; el
eradiente generado en la oscuridad persiste aungue se encuentra
disminuide con respecto al que se establece en la solucién salina
testigo. Segun el modelo, el ingreso de Ca®+ que resultara de
la activacién de la rodopsina por la luz seria pequefio, lo que

aseguraria un mayor ingrese de Na+ ¥ durante mayor tiempo. La
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seneibilidad de la cé&lula, medida en funcion de la amplitud de la
respuesta eléctrica, seria mayor (Brown ¥y Lisman, 1975; Lisman v
Brown, 1975: Wong y cols., 1979; Levy y Fein, 1985; Bolsover y
Browun, 1985; Payne, Corson y Fein, 1986; Payne ¥y cols., 188e¢).
Las respuestas obtenidas en nuestros eXperimentos mostraron un
incremento significativo en la oscuridad que pone de manifiesto
la validez del modelo empleado (Figuras 7 ¥y BB).

La presencia de Co?+ en el medio extracelular bloguea 1la
entrada de Na+ y de Ca?+ a <través de 1la membrana celular
(Kohlhardt, 1973). Durante la adaptacién a la oscuridad cabria
esperar que aunque el nivel de Ca2?+ intracelular disminuiria
debido a la captura, su ingreso desde el exterior se reduciria
como consecuencia del bloqueo de los canales iénicos. Asi, 1la
sensibilidad a 1la luz de la célula retinular sumergida en una
soluciédn salina en la que el Co?+ sustituye al Ca2+ EBe veria
disminuida, pese a la adaptaciétn a la oscuridad, y la respuesta
que Be obtuviera despues de 20 minutoe de permanecer en ella
fuera auin menor gque la obtenida antes de ese periodo,
probablemente como consecuencia de un mayvor nimero de sities
bloqueados por el Co2+ en el transcurse del tiempo.

De acuerdo con el modelo, durante la estimulacién iterativa
en la solucién salina de Van Harreveld se llevarja a cabo 1la
siguiente secuencia de fendémenos. La primera respuesta seria
siempre mayor que las subsecuentes ya que el siguiente estimulo
se aplicaria después de un intervalo que resultaria insuficiente
para que se restituyeran los niveles iniciales de fotoplgmento,
de Ca2®*+ 1intracelular, etc. Después del primer estimulo la

amplitud de la respuesta disminuiria como resultado del ingreso
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brusco de Ca®+ a la célula, su liberacién desde los depoOsitos
intracelulares vy la reducciédn consecutiva de la sensibilidad de
la ceélula retinular. Aungque durante el intervalo de oscuridad
entre cada estimulo haya recaptura del Ca2?+ intracelular, durante
los primeros segundos ésta seria insuficiente para compensar el
incremento producide por la entrada procedente del exterior mas
la liberacion de los depésitos intracelulares cada vez que se
aplicara un destello. Asi, el gradiente de Ca?+ entre el
exterior vy el interior de la c¢élula seria pequeho, la
sensibilidad estaria disminuida y las respuestas serian de baja
amplitud. Al transcurrir el tiempo, se estableceria un balance
entre el ingreso ¥y la recaptura de Ca®+, por lo gue se lilegaria a
un  nuevo equilibrio. En las condiciones de estimulacion
utilizadas 1la amplitud de la respuesta se recupera al cien por
ciento a los 25 sepundos de iniciada la estimulacion (figes. ¢ ¥
13, romboe clarcs), por lo que se puede suponer gue €l nivel de
CaZ®+ intracelular se reduce durante los dos cegundos que dura el
periode de oscuridad entre unc ¥ otro estimulo ya que la
saenesibilidad del fotorreceptor Be recupera (Levy v Fein, 1985;
Bolsover y Brown, 1985; Payne, Corson y Fein, 1986).

Cuanto mas Ca®*+ intracelular existe, menor es la
sensibilidad del receptor y menor su capacidad de respuesta
(Brown Yy Blinks, 1972, 1974; Lisman y Brown, 1975; Bader ¥
cols,, 1976; Lisman, 1976; Stieve y Classen-Linke, 1980; Stieve y
Bruns, 1983; Levy ¥ Fein, 1985). En la solucién salina con
triple Ca%+, cabria esperar una reduccién notable de la

sensibllidad a la 1luz cuando 1los fotorreceptores' reciben

55



destellos cada dos segundos. De ahi que la respuesta al segundo
destello =se esperaria fuera muy pequefia dadb que no existe el
tiempo suficlente para que se capture, durante el breve periodo
de oscuridad que precedidé al segundo destello, tedo el Ca®*+ que
difunde al citosol. &1 el sistema de captura de Ca®+ se hubiera
saturado como consecuencia de la gran cantidad de ca2*+ que
ingreséd, durante el periocdo de oscuridad que precedidé a 1la
estimulacién iterativa o simplemente debido a cada destello de
prueba, entonces cabria esperar que la sensibilidad de la ceélula
no se hublese recuperado durante la estimulacién iterativa; pues
entraria el Ca®+ desde el exterior, se liberaria desde 1los
depéeites intracelulares y el sistema de captura (ya saturado)
seria incapaz de reducir €l Ca?+ intracelular.

éi por el contrario, el sistema de recdptura fuera capaz de
manejar la alteracidn en el Ca®+ libre intracelular ocasionado
por el exceso de Ca?+ externo, entonces se rTestableceria el
equilibrio de manera que la respuesta se recuperaria en la medida
y el <tiempo que determinara la capacidad de 1la célula para
restaurar los niveles bajos de Ca?+ intracelular,. Se puede
observar (figs. 9 y 14, cuadros claros) que la amplitud de 1la
respuesta tiende a recuperarse después dgl segundo destello, 1lo
que de acuerdo al modelo indica que el sistema de captura de Ca3+
es capaz de restaurar los niveles bajos de Ca®+ necesarios para
restablecer la sensibilidad del receptor a pesar del exceso de
Cads extracelﬁlar ¥ llegar a un 80 % de la amplitud inicial ail
final de la estimulacién iterativa.

Cuande los niveles de Ca®+ intracelular disminuven durante

la adaptacién a la oscuridad o por aplicacién intracelular de
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agentes quelantes, la duracién y la amplitud del PR son mayores
que cuando se incrementa la concentraclén de Ca?+ intracelular

(Lisman y Brown, 1972, 1975; Brown ¥y Lisman, 1975; Bader y cols.,

1976; Wong v ¢ols., 1979; Lo ¥ cols., 1980; Levy y Feln, 1885;

Payne, Corson ¥ Feln, 1986; Corson ¥ Feln, 1987).

Segun nuestro modelo, cabria esperar que durante la

estimulacién iterativa, en la solucién salina sin ¢ca?+ y con

EDTA, la calda en la amplitud de la segunda respuesta fuera menor
que en la solucibn testigoe, va que baljo ésta cbndicién
disminuiria la entrada vy la liberacion del Ca?z+, por lo que
implicaria mas tiempce el lograr un incremento intacelular de
Ca2+, lo cual le permnitiria un mayor y mas prolongado ingreso de
Na+. En las figuras 9 y 12 (triangulos clarocs) se encuentran los
resultados de 1la estimulacién iterativa a fotorreceptores
inmersos en una seclucién salina =in Ca?+ y con EDTA. De acuerdo
con lo propuesto por el modele, la caida es pequefia y 1la
recuperacién rapida aunque a un nivel menor que el de la solucidédn
salina testigo, lo gue puede asocilarse con la necesidad de que
haya también una cierta concentracion de Ca?+ extracelular para
mantener la esgtabilidad de la respuesta.

El bloquec en el ingreso del Ca%®*+ y del Na+ ejercido por el

Co2+ mantendria reducido el movimiento de estos iones durante la

estimulacién iterativa; por lo que la caida como corisecuencia ' de

la 1luminacion deberia ser pequefia y la fecuperagi@n..tambiéh;

pequefia y tendiente a disminuir como congsecuencia del aumento del
CaZ+ de los depédsitos Iintracelulares resultante de la

estimulacién luminosa. En Jlas figuras 9 ¥ 11 (con circulos
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claros) se muestran los resultades predichos por el modelo cuando
los fotorreceptores, bafiados por una solucién salina en la que el
Co?+ sustituye al Ca?®+, han sido sometidos a destellos aplicados
cada dos segundos. También puede observarse wuna tendencia
decreciente en la amplitud de las respuestas en la solucién

salina con Co?+ hacia el final del periodo de estimulacieén.

¢. Acciones del DNP,

Los mecanismos que subyacen a los inerementos en el nivel
de Ca?+ intracelular han sido abordados por diferentes métodos
experimentales; entre ellos cabe destacar los que han relacionado
los niveles de Ca2+ intracelular con el bloqueo de la actividad
metabdlica por diversos mecanismos, como la anoxia, el biéxido de
carbono, el cianuro y el 2,4-dinitrofenol (DNFP) (Lantz y Mauro,
1978; Wong ¥y cols,, 1979; Lo y cols., 1980). Desde este punto de
vista, el uso del DNP llevaria & aumentar los niveles de Ca?+
intracelular debido a que el blequeo de la sintesis de ATP harial
que se suspendieran los mecanismos de transporte activo y por 1lo
tanto la captura de Ca®+ desde el citoseol hasta los receptaculos
intracelulares. Wong ¥ colaboradores (1979) quitaron el CaZ®+
extracelular y afiadieron DNP, la fotorrespuesta fue disminuyendo
gradualmente vy después de 30 minutos habia desaparecido, sin
embargo la aplicacién intracelular de EGTA hizo que la
fotorrespuesta eléctrica reapareciese. En la misma preparacion,
el fotorreceptor ventral del Limulus, Lo y colaboradores {1980)
midieron con arsenaze II1I el aumento de 1la concentracion

intracelular de Ca2+ al aplicar DNP en el bafio, ¥ con rojo de
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fenol el pH intracelular. Estos dos experimentes proporcioconan
evidencia directa de un aumento intracelular de Ca?*+ a eXpensas
de mecanismos intracelulares al aplicar DNP, y un incrementoe en
la sensibilidad al disminuir el Ca®*+ intracelular con EGTA no
ocbgtante el estado de acldez o de posible aumento en ls
concentracién del Na+ intracelular al verse afectada también la
bomba de Na+/K+,

Con base en estos antecedentes, se llevaron a cabo
experimentos en soluciones salinas en las que ademas del cambio
i4nico, analizado en los capitulos anteriores, se afiadid DNP. De
acuerdo con el modelo de participacién del Ca?+ en la generacidn
del PR que hemos propuesto, ese puedan hacer predicciones
cualitativas sobre lo gue cabhria esperar si la accién principal
del DNP es, en efecte, la elevacién de los niveles de Ca®+
intracelular en cada una de las condiciones experimentales que se
han estado estudiando.

En estas predicciones habria que considerar qtue las
caracteristicas de la fotorrespuesta eléctrica deben reflejar la
suma algebraica de los efectos de la solucidn salina considerada
mads los producidos por el DNP. En el estado estacionario, las
respuestas obtenidas en solucidn salina testigo a la que ademas
se agregd DNPF mostraron una reduccién en la amplitud maxima, en
la amplitud al t {0.5) ¥ en la duracioén, de acuerde con 1lo
esperado de un aumento en el nivel de Ca2+ intracelular (Figuras
4C, SC y 6C).

El efecto del excesc de Ca?+ externo de la solucién salina

con una concentracion de Ca?+ tres veces mayor que la testigo
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{reduccién de la amplitud y duraciédn debidas & la difusién del
ion) mé&s el efecto del DNP deberia significar una reduccion
mayor. que fue del orden del €66 % en la amplitud de la respuesta
en la sclucién salina de 3Ca mas DNP; la comparacion de las
barras sombreadas D y C de la figura 4 pone de manifiesto que 1la
reduccién en la amplitud del PR fue menor a la esperada.

Cuando el mismo tipo de comparacidén se hace entre las
soluciones restantes, se encuentra que el efecto depresor del PR
prevalece en la solucién salina sin Ce?+ ¥y con EDTA, v también en
la solucién salina con Co?+ sustituyendo al Cad+, de manera que
es dificil asociar el efecto del inhibidor metabdlicc s6lo con
las modificaciones que pueda ocasionar en los niveles de Ca?+
intracelular.

En las demis condiciones experimentales se observa que en
todos los caso0s prevalece la depresién del PR debida al DNP
(Figuras 7, 8 ¥ 10). En la figura 10 es donde el efecto del DNP
es mas marcadoc. Todas las respuestas fueron reducidas casi hasta
la misma magnitud por el inhibidor metabélico sin que sea posible
establecer una diferencia entre una solucién salina testigo o
cualquiera de las modificadas; es decir, parece confirmarse que
las acciones del DNP no son de caracter especifico.

En este sentido cabe mencionar que no existe acuerdo en
cuanto al efecto especifico del DNP scobre el metabolismo celular.
El DNP forma parte de un grupo ¢de agentes quimicos que son
capaces de influir sobre la fosforilacion oxidativa conocidos
como desacoplantes de la misma v entre 1los que ademas se
encuentran el dicumarol, las fenilhidrazonhas del cianurc de

carbonilo, las Ealicilanilidas y el arseniate (Lehninger, 1980}.
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En general, estos agentes desacoplan las reacciones que producen
energia de 1las que la conservan, de manera que estimulan 1la
velocidad de consumo de oxigeno de las mitocondrias, aumentan la
actividad hidrelitica del ATP en las mismas (la cual en
condiciones normales es minima).

El DNP fue el primer agente descoplante que se describid en
1948 por Loomis y Lipman. El1 DNP afecta las cuatro reacciones
parciales de la fosforilacién oxidativa: incrementa la actividad
ATP-4sica de lag mitocondrias e inhibe el intercambic ATP-
Fosfato, el intercamblo fosfato-agua y la reaccidn de intercambio
ATP-ADP. Ademas, el DNP permite que 1la membrana de la
mitocondria sea permeable a los iones de hidroéogeno, con lo que se
reducen el gradiente de hidrogeniones a través de 1la membrana
mitocondrial vy 1la produccion de ATP (Mac Brown y Meech, 1976;
Lehninger, 1980).

Por su caracter desacoplador de la respiracion celular, el
DNP s5e utiliza para inhibir la divisién celular (Giese, 1979),
para inhibir el cotransporte de Elucosa y Na+ en
microvellosidades intestinales (Hall vy Baker, 1977) vy ©para

eliminar el transporte de Na+ a traves de la membrana celular

{Hodgkin y Keynes, 1955). bebido a que el transporte activo de
Ca?+ es un proceso dependiente de la respiracién en las
mitocondrias, su almacenamiento también es afectado como

consecuencia del envenenamiento celular por DNP, de manera que el
Ca?+ intracelular se incrementa. El DNP también reduce 1la
excitabilidad celular (Godfraind y cols., 1971; McLaughlin, 1972;

McDonald y MacLeod, 1972; Barker y Levitan, 1975).
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En resumen, por la diversidad de acciones que el DNP parece
tener a nivel celular, que involucran el desacoplamiento de la
respiracién celular, la acidificacién del medio intracelular, el
blogqueo de algunos sistemas de transporte a través de la membrana
vy el del almacenamiento de CaZ+ en las mitocondrias entre los mas
conocidos, no es posible asociar las modificaciones en el PR
unicamente con el incremente en el Ca?+ intracelular v
establecer similitudes entre este fenomeno y la adaptacién a 1la
luz (Wong y cols., 1879; Lo y cols,, 1980).

No obstante, se puede sefialar como hallazgo interesante 1lo
siguiente. La accién esperada del DNFP es una disminucién de 1la
sensibilidad del sistema (estado de adaptacidén a la luz) o una
disminucién de la excitabilidad de la célula, lo cual de hecho se
caracteriza por respuestas de amplitudes peguefias, 25 a 50 %2 con
respecta a la amplitud testige (fig. 10); peroc no desaparece 1la
respuesta, Analizando 1la figura 14 llama la atencién gue el
destello inicial en excese de Ca2+ genere una adaptacion maxima a
la luz: excitabilidad minima con saturacién transitoria del
sistema vya que la segunda respuesta no eestéd presente  (cuadro
claroc a 1los 2 segundos), pero solamente cuando no hay DNP (v
ademas haya Ca?+ en exceso}, El DNP impide esa disminucién de la
sensibilildad o de la excitabilidad (cuadre oscuro a 1los 2
segundes que representa una amplitud de la respuesta v pone de
manifiesto 1la ausencia de saturacion). Esto sugiere que 1la
adaptaciétn a la luz {disminucién transitoria ¥y fisjioldgica, no
patoléogica, de la sensibilidad) es un fenédmeno, ademas de
dependiente de Ca2?+, activo; aunque el PR no necesariamente tenga

IS

que serlo, en forma directa.
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CONCLUSIONES®S.

1. La respuesta eléctrica a la luz de los fotorreceptores
visuales del acocil (PR} consiste de una despolarizaclén répldas o
fase transitoria, seguida de una despolarizacidn sostenida o fase
estable que antecede a la repolarizacién.

2. En condiciones de estado estacicnario los niveles de
Ca?+ extracelular determinan la amplitud y la duracién del PR.

3. Durante la oscuridad aumenta la amplitud y la duracién
del PR. Durante .la iluminacién, se reduce la amplitud y 1la
duracion del FPR.

4. La disminucién en la concentracién de Ca®+ exXtracelular
mimetiza el efecto de la adaptacién a la oscuridad. El exceso de
Ca2+ extracelular mimetiza el efecto de la adaptacién a la luz.

5. El1 aumento del Ca®+ intracelular inducido por 1la
aplicacién del DNFP mimetriza el efecto de la adaptacién a la 1luz,
5in embargo esta accién del DNF no se puede disoclar de sus
efectos deletéreos sobre el metabolismo celular.

6. El1 nivel de Ca®*+ en el citosol parece provenir de su
ingreso a través de la membrana celular y de su liberacién desde
los depbdsitos intracelulares.

7. Nuestros resultados se pueden explicar mediante un
modelo en el que el movimiento de Ca?+ 2 través de la membrana es

un elementc indispensable en la generacién del FPR.
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NacCl

KCl

CaClso

MeCla

NaHCOz

CoCla

EDTA

DNP

Tabla I

{ oM /2 )

A B c

205.3 208.3 205.3
5.4 5.4 5.4
- - 13.5
1.2 1.2 1.2
2.4 2.4 2.4
13.5 - -—
—_— 3.0 -
0.1
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Figura 1

Representacién esquematica de una seccién longitudinal que
muestra el eje Optico. En la parte lzquierda se muestra el
diagrama de una omatidia del ojo compuesto del acocil Procambarus
¢clarki. La luz entra a través de la c¢oOrnea, pasa por €l cono
cristalino v llega hasta 1la region rabdomérica de los
fotorreceptores donde e lleva a cabo su transduccioén en una
sefial eléctrica, el potencial de receptor. Desde el rabdomo esta
sefial eléctrica se transmite al axén, el cual la conduce baje 1la
forma de potenciales de accién, hasta el sistema nervioso
central. En la parte derecha de la figura se muestra el rabdomo,
el cual tiene un arregloc caracteristico de sus microvellosidades,
Una de las células retinulares es el doble de grande que
cualquiera de las otras seis. Esquema meodificade de Muller,
K.J., 1973.
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FARADAY
Figura 2.

Esquema que representa los dispositivos de registro vy de
estimulacion utilizados en todos los exXperimentos. Los
fotorreceptores del tallec ocular secclonado del acocil se
mantenian en oscuridad y en la solucidn salina correspondiente,
Para obtener 1la respuesta eléctrica sEe aplicaron destellos
luminceos de intensidad de 1800 1lx y duracién de 14 us.
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Vp* voltaje maximo.

V(10,5)= voltaje ala mitad de la duracion.
d = duracién.

Figura 3.

Método empleade para obtener los parametros del registro grafico
de la fotorrespuesta eléctrica del potencial de receptor, El
cambioc de potencial desde el valor del potencial de reposo hasta
el pico maximo es el valor de la fase transitoria (amplitud
maxima}. La amplitud &l t 0.5 se midié teniendo en cuenta en
primer lugar la mitad de la amplitud maxima v en segundo jugar la
mitad del tiempo de duracisn de la respuesta. La duracién de la
respuesta se midid desde el punto en que la respuesta alcanzé 1la
mitad del voltaje maximo en su fase de despolarizacién hasta el
punto enh gque volvibd a presentar ese mismo voltaje en su fase de
repolarizacioén.
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Figura

Valores promedio, en milivoltios, de 6 experimentos en loe que Be
midié la amplitud maxima del PR registrado del talle ocular en
condiciones estables. Las barras c¢laras corresponden a los
voltajes registrados en las distintas soluciones empleadas. En
(A) se sustituyé el Ca?+ por el Co2+, en (B) se aBladié EDTA a una
solucidn salina sin Ca?+, en (C) corresponde a la solucién salina
de Van Harreveld. En la solucién (D) se triplicd la cantidad de
Ca?+ testigo. Las barras coh rayvas corresponden a las amplitudes
del PR cuando la solucién salina extracelular en la que se
sumergia el tallo ocular fue en cada caseo eguivalente a las
anteriores pero ademds se le habia afiadido DNP. La banda
horizontal indica el error estandar de las amplitudes de las
respuestas en la solucién salina testigo. Las lineas verticales
corresponden al error estindar medido para 1los registros
obtenidos en cada solucién.
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Valores promedio, en milivoltios, de 6 experimentos en los que se
midié 1la amplitud al t 0.5 del PR registrado en el talle ocular
en condiciones estables. Las barras claras corresponden a 1los
voltajes registrados cuando en el bafio, (A) se habia sustituide
el Ca?*+ por el Coz+, (B) se afiadié EDTA a una solucién sin Ca?+,
{(C} cuando se empleé solucién salina de Van Harreveld, (D) cuande
se afladié tres veces la cantidad de Ca?+ testogp. Las barras con
rayas corresponden a las anmplitudes al t 0.5 de registros
obtenidos de soluciénes salinas quivalentes a cada una de las

anteriores, pero a las que se les habia afiadido DNP. La banda
horizontal indica el error estandar de las amplitudes de los
registros obtenidos en soluciéh salina testigo. Las 1lineas

verticales corresponden al error esténdar medide para los
registros obtenidos en cada sclucién.
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Figura 6.

Valores promedic de 6 experimentos en los que se midié, en
milisegundos, la duracidén del PR registrado del tallo ocular en
condiciones estables, Las barras claras corresponden a los
tiempos registrados cuande en el bafio, (A) Ee habia sustituido el
Ca?+ por el Co?+, {(B) se habia puesto EDTA sin afRadir Ca?2+, {(C)
se empledé una sBolucién salina de Van Harreveld, v (D) cuando Ee
aplicé tres veces la cantidad de Ca®+ testigo. Las barras con
rayas corresponden a las duraciones de las respuestas en
soluciones equivalentes a cada una de las anteriores, B&%lo que se
les habia afiadide DNP. La banda horizontal indica el error
estandar de los valores de las respuestas correspondientes a 1la
solucion salina testigo. Las lineas verticales indican el wvalor
del error estandar medido para los registros de cada solucién.
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Figura 7.

Valores promedio de 6 experimentos en los que sBe midi¢é, en
miliveoltios, la amplitud maxima del PR registrado en el tallo
ocular seccionado del acocil. De cada par de barras claras la de
la izquierda corresponde a la condicion de estado estable y la de
la derecha a los voltajes registrados después de 20 minutes de
oscuridad. En (A) se sustituyd el Ca2?+ por el Co%+, en (B) se
afiadidé EDTA en la scluciédn sin Ca?+, en (C} se empled solucidn
salina de Van Harreveld y en (D) se afiadié¢ tres veces la cantidad
de Ca%+ testigo. Las barras con rayas corresponden a las
respuestas obtenidas en las mismas cohdiciones experimentales gque
las anteriores pero habiendo afiadido DNP a cada solucién. La
banda horizontal indica el error estandar de las amplitudes de
las respuestas en soluclén salina testigo. Las lineas verticales
corresponden al error estandar medido para los registros
obtenidos en cada soluciédn. -
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Figura 8.

Valores porcentuales cbtenldos del promedio de & experimentos en
los que se mididé la amplitud maxima del PR registrado en el tallo
ocular previamente adaptado a la oscuridad. Se tomd como el cien
por ciento la respuesta inicial y sBe compard con la respuesta
posterior a 20 minutos de oscuridad. Las soluciones empleadas
fueron: (A) con sustitucién de Ca2+ por Co?+; (B), con EDTA v sin
Ca2+; (C), salina testigo de Van Harreveld; (D}, con tres veces
la cantidad testigo de Ca?+ en la solcién salina externa. Las
barras con ravas c¢orresponden a las mismas soluciones pero
habiéndole afiadide DNP. La linea horizontal indica el cien por
ciento. Las lineas verticales indican el error estandar.
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Figura 9.

Curvas obtenidas después de promediar el PR de 6 experimentos en
los que se aplicaba a los tallos oculares, previamente colocados
en la oscuridad durante 20 minutos, una rafaga de destellos a una
frecuencia de 0.5 Hz. E1 cien por ciento corresponde al promedio
de las respuestas obtenidas en solucién de van Harreveld. Los
circulos corresponden a la solucién salina con sustitucion de
Ca®*+ por Co2+ (13.5mM); los triadngulos, con EDTA (2mM) y sin
Ca2+; los rombos, con solucién de Van Harreveld (testigo: 13.5mM
de Ca®+); los cuadros, con tres veces la cantidad testigo de Cad+
(40.5mM) . Las lineas verticales corresponden al error estandar
de cada punto promedic. En algunos puntos el valor del error
estandar es mas pequefio que los simbolos de cuadros, por lo que
no aparecen al inicio de esta curva.
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Figura 10.

Curvas obtenidas de promediar el PR de 6 experimentos en leos que
se aplicaba una rafaga de estimulos luminosos de 0.5 Hz a los
tallos oculares colocados en la oscuridad durante 20 minutos. E1
cien por ciente corresponde al promedio de las respuestas

obtenidas en solucién de Van Harreveld. Los simbolos
corresponden a la solucién salina mas DNP que se indican en 1la
figura. No se representd al error estandar de cada punto

promedioc vya que no hay diferencias significativas entre las
cuatro curvas, - :

. 75



125 -

a2
(]
=
=
&
= 50
<I
25+
o Cobalto
o ® Co+DNP
o) 10 20 30

TIEMPO (s)

Figura 11.

Curvas obtenidas de promediar el PR de & experimentos en los que
se aplicaba una rafaga de estimulos lumincsos de 0.5 Hz a 1los
tallos oculares colocados en la oscuridad durante 20 minutos. El
cien por ciento corresponde al valor inicial del promedio
obtenido en la solucién con cobalto (circulos claros) o con
cobalto mas DNP (ecirculos oscurecs). Las lineas verticales
corresponden al error estandar de cada punto promedio.
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Figura 12.

Curvas obtenidas de promediar el PR de 6 experimentos en los que
se aplicd una rafaga de estimulos luminosos de 0.5 Hz a 1los
tallos oculares colocados en la oscuridad durante 20 minutos. E1
cien por ciento corresponde al valor inicial del promedio
obtenido en la solucién con EDTA ¥ sin calcio (triangulos claros)
o £in calcio ¥ con EDTA mas DNP {(triangulos oecuros). Las lineas
verticales corresponden al error esténdar de cada punto promedio.
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Figura 13.

Curvas obtenidas de promediar el PR de 6 experimentos en los que
se aplicd una rafaga de estimulos luminosos de 0.5 Hz a los
tallos oculares colocados en la oscuridad durante 20 minutos. E1
clen por ciento corresponde al valor inicial del promedio
obtenido con la solucién salina testigo de Van Harreveld (rombos
claros) o con el egquivalente a la solucién testigo mas DNP
(rombos oscuros)., Las lineas verticales corresponden al error
estAndar de cada punto promedio.
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Figura 14 .

Curvas obtenidas de promediar el PR de 6 experimentos en loe que
se aplicd un tren de estimulos luminosos de 0.5 Hz a los tallos
oculares colocados en la oscuridad durante 20 minutos. E1 cilen
por clento corresponde al valor inicial del promedio obtenidoe en
la solucidén con tres veces mas Ca?+ que la testige (cuadros
claros}) o coh el triple de Ca?+ mas DNP (cuadros oBcuros). Las
lineas verticales corresponden al error estandar de cada punto

promedio.
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