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Resumen

En este estudio se presentan: 1) la evaluacion de un sistema de registro
con fijacién de voltaje y corriente disenado en el laboratorio de biofisica; 2)
los resultados de la evaluacion realizada al programa de cémputo para la
estimulacién y adquisicién de senales bioeléctricas, que fue disenado en el la-
boratorio de biofisica. Este programa de computo nos permitioé recopilar los
datos de los registros electrofisiolégicos de manera compacta y compatible
con los programas de andlisis utilizados comtunmente en electrofisiologia y
biofisica, y 3) los resultados obtenidos al registrar el potencial de membrana
en neuronas del 6rgano X de acociles Procambarus clarkii y Cheraz quadri-
carinatus, mediante la técnica de registro intracelular. Realizar el andlisis de
los registros, nos permitié comprobar que en ambas especies los potenciales
de accion se originan en el soma; realizamos registros en neuronas intactas y
en neuronas a las que se les realiz6 una axotomia y los potenciales registrados
son diferentes antes y después de realizar la axotomia. Se obtuvieron curvas
de carga para realizar mediciones de la resistencia de entrada y estimaciones
de la longitud electroténica como parte de las propiedades lineales de estas
neuronas, y se presentan registros de los diferentes patrones de potenciales
de accién. La longitud electrotéonica en acociles P. clarkii fue de 0.8253 +
0.1311 (media + desviacién estandar) y en C. quadricarinatus fue de 1.7616
+ 0.4726. La resistencia de entrada en P. clarkii fue de 92.4 4+ 23.2 MQ) y en
C. quadricarinatus fue de 56.46 + 17.2 MS). Registramos neuronas silentes
(563% en P. clarkii, 60 % en C. quadricarinatus), neuronas ténicas (35 % en
P. clarkii, 28 % en C. quadricarinatus) y neuronas que responden con rafagas
de potenciales de accién (12 % en P. clarkii, 12% en C. quadricarinatus).

En ambas especies registramos dos corrientes de potasio dependientes de
voltaje, utilizando la técnica de fijacion de voltaje. El registro de las corrientes
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nos permite conocer algunas de las propiedades eléctricas no lineales de estas
neuronas. Registramos una corriente de potasio que se activa a-35 + 2 mV en
P. clarkii y a -35 + 4 en C.quadricarinatus. Esta corriente es similar a la del
rectificador tardio. La otra corriente de potasio es una corriente transitoria
que se obtiene al polarizar a las neuronas hasta -80 mV y se obtiene mediante
la substracciéon de la corriente obtenida con V;,=-80 y la obtenida con V;=-60.
Esta corriente se activa en -35 & 1.8 mV en P. clarkii y en -35 + 2.7 mV en C.
quadricarinatus. La cinética de esta corriente registrada en C. quadricarinatus
es diferente a la de P. clarkii. Se puede apreciar claramente que la magnitud
de las corrientes registradas es menor en C. quadricarinatus.

Para verificar que esta diferencia en la magnitud de las corrientes no se
debia al desarrollo experimental, se registraron neuronas de Cherazr quadri-
carinatus después de ser sometidas a un tratamiento con colagenasa, lo cual
permitié eliminar el tejido conectivo que rodea a las neuronas y lograr formar
mejores sellos. Después de realizar estos experimentos, encontramos que no
habia diferencia en la magnitud de las corrientes antes y después del trata-
miento enzimatico, por lo que descartamos que fuera la presencia de tejido
conectivo lo que impedia realizar gigasellos.

Dado que este estudio es comparativo, se realizaron experimentos para ex-
plorar algunas de las propiedades farmacoldgicas de las neuronas del 6rgano X
en acociles C. quadricarinatus. Se llevaron a cabo experimentos con ouabaina,
acido valproico y etanol, y se realizaron registros del potencial de membrana
para conocer el efecto de estos farmacos sobre la actividad eléctrica de estas
neuronas.



Abstract

This work presents a comparative study of the electrophysiological proper-
ties of the peptidergic neurons in crayfish Procambarus clarkii and Cherax
quadricarinatus. Recordings were made in order to determine the linear and
non-linear properties of electrical activity in these neurons. Charge curves
were obtained in order to carry out measurements of the input resistance and
the determination of the electrotonic length as part of the linear properties of
these cells. Different recordings of the action potentials and the ionic currents
are presented as part of their non-linear properties. The electrotonic length
in Procambarus clarkii was 0.8253 + 0.1311 and 1.7616 £ 0.4726 in Cherax
quadricarinatus. The input resistance in Procambarus clarkii was 92.4 £ 23.2
M and 56.46 + 17.2 MQ in Cherax quadricarinatus. Silent neurons were
recorded (53 % in Procambarus clarkii and 60 % in Cherazx quadricarinatus)
as well as tonic neurons (35 % and 28 % respectively) and neurons responding
with action potential bursts (12 % for both species). We found potassium cu-
rrents in both species that differ mostly in magnitude. Finally, we discuss the
differences that were found in the electrical properties of the neurosecretory
cells in crustaceans.
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Abreviaturas

capacitancia de la membrana

ion calcio

ion cloro

conductancia

Acido gamma aminobutirico
corriente de potasio transitoria
corriente de potasio de rectificador tardio
corriente de la membrana

ion potasio

longitud electroténica

constante espacial de la membrana
ion sodio

N-metil-D-aspartato

organo X-glandula sinusal
resistencia de entrada

resistencia de la membrana
constante de tiempo de la membrana
Tetraetilamonio

Tetrodotoxina

Potencial de la membrana
Potencial de reposo

Potencial de mantenimiento
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Capitulo 1

Presentacion

El proposito de este trabajo es comparar algunas de las propiedades eléctri-
cas lineales y no lineales, en neuronas peptidérgicas del Organo X de los aco-
ciles Procambarus clarkii(Girard, 1852)[171] y Cherax quadricarinatus (von
Martens, 1868)[15], para poder determinar si estas propiedades son generales
en los crustaceos, o bien, si estas propiedades son una caracteristica particular
en cada especie.

Este trabajo se organiza en cinco capitulos y un apéndice. Este primer
capitulo es una breve introduccién y una revision de los resultados electro-
fisiologicos y bioquimicos que han sido reportados en crusticeos, asi como
una rapida presentacion de los resultados obtenidos en la realizacion de este
proyecto.

En el capitulo dos se presentan los antecedentes tedricos de este trabajo.
Se habla del eje hipotalamo-hipdfisis, asi como la importancia de su funciona-
miento dentro del sistema nervioso, lo que justifica la relevancia de estudiar
las neuronas peptidérgicas del érgano X. En ese capitulo se presenta también
la informacién béasica sobre las propiedades electrofisiologicas de la membra-
na, tales como la dependencia del voltaje de los canales i6nicos y la longitud
electroténica. Se presentan modelos mateméaticos para las corrientes idnicas
que han sido encontradas en neuronas, asi como para las constantes de tiempo
involucradas en la determinacién de la longitud electrotoénica.

El capitulo tres presenta los resultados relevantes en este trabajo, comen-
zando con la evaluaciéon del sistema de fijacién de voltaje y corriente disenado
en el laboratorio de biofisica. Se muestran los resultados de la evaluacién rea-
lizada al programa para la estimulacion y adquisicién de senales bioeléctricas,
también disenado en el laboratorio de biofisica. Este programa nos permi-
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ti6 recopilar los datos de los registros electrofisiolégicos de manera compacta
y compatible con los programas de analisis utilizados comtinmente en electro-
fisiologia y biofisica.

Miés adelante, en este mismo capitulo, se presentan los resultados obtenidos
al registrar el potencial de membrana en neuronas del érgano X de acociles
Procambarus clarkii y Cherax quadricarinatus. Realizar estos experimentos
nos permitié comprobar que en ambas especies los potenciales de accion se
originan en el soma, pues realizamos registros en neuronas intactas y en neu-
ronas a las que se les realizdé una axotomia y los potenciales registrados son
diferentes antes y después de realizar la axotomia. Se obtuvieron curvas de
carga para realizar mediciones de la resistencia de entrada y estimaciones de
la longitud electroténica como parte de las propiedades lineales, y se presen-
tan registros de los diferentes patrones de potenciales de accion. La longitud
electroténica en acociles Procambarus clarkii fue de 0.8253 + 0.1311 (media
+ desviacién estandar) y en Cheraz quadricarinatus fue de 1.7616 4+ 0.4726.
La resistencia de entrada en Procambarus clarki fue de 92.4 £ 23.2 M) y en
Cherax quadricarinatus fue de 56.46 4+ 17.2 MS2. Registramos neuronas silen-
tes (53 % en Procambarus clarkii, 60 % en Cheraz quadricarinatus), neuronas
con actividad eléctrica ténica (35% en Procambarus clarkii, 28 % en Che-
rax quadricarinatus) y neuronas que responden con rafagas de potenciales de
accién (12 % en Procambarus clarkii, 12% en Cherax quadricarinatus).

En ambas especies registramos dos corrientes de potasio dependientes de
voltaje. El registro de las corrientes nos permite conocer algunas de las pro-
piedades eléctricas no lineales de estas neuronas. Una que se activa a -35 +
2 mV en Procambarus clarkit y a -35 £ 4 en Cheraxr quadricarinatus. Esta
corriente es similar a la del rectificador tardio. La otra corriente de potasio
es una corriente transitoria que se obtiene al polarizar a las neuronas hasta
-80 mV y se obtiene mediante la substraccién de la corriente obtenida con
V;,=-80 y la obtenida con V;=-60. Esta corriente se activa en -35 £ 1.8 mV
en Procambarus clarkii y en -35 + 2.7 mV en Cherax quadricarinatus. En
esta parte del trabajo, se puede apreciar claramente que la magnitud de las
corrientes registradas es menor en acociles Cheraz quadricarinatus.

Para verificar que esta diferencia en la magnitud de las corrientes no se
debia al montaje experimental, se registraron neuronas de Cherax quadrica-
rinatus después de ser sometidas a un tratamiento con colagenasa, lo cual
permitio eliminar el tejido conectivo que rodea a las neuronas y lograr formar
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mejores sellos. Después de realizar estos experimentos, encontramos que no
habia diferencia en la magnitud de las corrientes antes y después del trata-
miento enzimatico, por lo que descartamos que fuera la presencia de tejido
conectivo lo que impedia realizar gigasellos.

En el capitulo cinco se presenta un andlisis de los resultados obtenidos,
y mas adelante se establecen algunas conclusiones sobre las diferencias que
encontramos en los registros electrofisiolégicos que realizamos.

Finalmente, en el apéndice se presentan las bases tedricas de las técnicas
electrofisiologicas que hemos empleado, asi como una descripcion detallada
del sistema de estimulacion y adquisicion de senales eléctricas celulares. Tam-
bién se hace una breve descripcion de la forma en la que se pueden separar
las diferentes corrientes idnicas, y algunas forma de hacer analisis de dichas
corrientes.

Se realizaron experimentos para explorar algunas de las propiedades far-
macoldgicas de estas neuronas peptidérgicas en Cheraxr quadricarinatus. Se
llevaron a cabo estudios con:

a) ouabaina, para evaluar el efecto sobre la actividad eléctrica y verificar la
presencia de la bomba de Na-K en estas neuronas [10];

b) acido valproico, para verificar el efecto sobre el voltaje de umbral y la
disminucién de la frecuencia de disparo en los potenciales de accién in-
ducidos, y

c¢) etanol, para verificar el efecto del etanol sobre la activiadad eléctrica de
estas neuronas, pues se sabe que el abuso en el consumo de etanol afecta
la liberaciéon de dopamina y esta a su vez modula la actividad eléctrica
de las neuronas del érgano X [8].
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Capitulo 2

Introduccion

Mucho de lo que sabemos acerca del sistema nervioso, lo hemos aprendido
a partir de la experimentacion en modelos biologicos sencillos, comparativa-
mente hablando, como el de los crustaceos, de los moluscos y de los insectos.

Los sistemas de regulacion del sistema nervioso son de gran importancia y
su estudio es de mucho interés, porque permite conocer la relacion entre la ac-
tividad de areas especificas del sistema nervioso y el medio. Hemos aprendido
que una parte importante de estos mecanismos de regulacién estan determi-
nados por las propiedades eléctricas de las células nerviosas.

El estudio de la actividad eléctrica de las membranas celulares tiene su
antecedente en los trabajos de Galvani, pero fue a partir de los trabajos de
Cole, Hodgkin y Huxley en la primera mitad del siglo XX, que la idea de los
canales i6nicos como parte fundamental de la membrana celular, comenzé a
tomar fuerza. Posteriormente, con los trabajos de Neher y Sackman en la
década de los 80’s, el trabajo a nivel de un solo canal se fue extendiendo, como
una manera mas precisa de entender el funcionamiento celular y la relacion
entre la estructura y la funcion de un canal, en particular, y de los canales
en conjunto. Desde entonces, una buena parte de los trabajos realizados en
electrofisiologia y biofisica, pasan por conocer las técnicas de registro a nivel
celular, cuya eleccién depende en gran medida del tipo celular bajo estudio.

El acocil es el nombre comin de varias especies de crustaceos de agua
dulce. La palabra Acocil proviene de la lengua nahuatl. El acocil fue una
importante fuente nutricional para los antiguos habitantes de la parte central
y sur de México, especialmente fue parte esencial del consumo alimenticio de
la cultura Mexica.

Para los afios noventa, Procambarus clarkii representaba el 90% de la

21



22

produccién anual de crustdceos de agua dulce [143]. En los tltimos anos el
género Cherar y particularmente C. quadricarinatus ha despertado interés
entre los productores de diversos paises, debido principalmente a las tasas de
crecimiento que presenta [143].

Se reconoce para los crustaceos, que los neuropéptidos producidos prin-
cipalmente en el tallo ocular, tienen la funcién de integrar una respuesta
coordinada entre las terminaciones nerviosas y las glandulas enddécrinas, du-
rante los procesos metabdlicos del organismo. En anos recientes ha crecido el
interés en el conocimiento y determinaciéon de las condiciones éptimas reque-
ridas por los organismos para llevar a cabo los procesos de muda, crecimiento
y reproduccion, principalmente de aquellas especies que tienen un impacto
comercial.

Las células del complejo 6rgano X-glandula sinusal, son las encargadas de
realizar una serie de integraciones entre las condiciones exteriores y las inte-
riores y con esta informacion, estimular el proceso de crecimiento somatico
mediante la actividad denominada muda, o los procesos de maduracién de las
génadas (actividad denominada vitelogénesis) para llevar a cabo la reproduc-
cion.

En el complejo érgano X-glandula sinusal de los crustéceos [133], se han
realizado muchos trabajos para describir el comportamiento de este sistema
de regulacién. Estos trabajos han abarcado desde resultados electrofisiologi-
cos hasta bioquimicos. Los datos reportados no han permitido establecer si
la actividad eléctrica en la neuronas peptidérgicas es la misma en todos los
crustaceos o si los neuropéptidos sintetizados en estas neuronas son los mis-
mos.

El objetivo de este trabajo es comparar algunas propiedades eléctricas de
las neuronas del 6rgano X en dos especies de acociles. La hipétesis de trabajo
es que existen diferencias en la actividad eléctrica de estas neuronas, puesto
que dicha actividad esté relacionada con la liberaciéon de neuropéptidos [11]
y estos productos regulan funciones que son diferentes en estas dos especies.

En las neuronas peptidérgicas de los crustaceos se han realizado muchos es-
tudios electrofisiologicos. En las neuronas peptidérgicas de Procambarus clar-
kii se han reportado corrientes de potasio [103, 127, 128], de calcio [7, 55, 99] y
en Cherazr quadricarinatus, recientemente se han reportado corrientes de cloro
[32], mientras que en cangrejo Cardisoma carnifex 'y Cancer borealis han sido
reportadas corrientes de potasio [43]. Sin embargo, no se ha realizado un estu-
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dio comparativo de estas corrientes ionicas, para determinar si existe similitud
de estas corrientes en los crustaceos. También se han publicado resultados de
las corrientes de potasio registradas en cangrejo [43], y en cangrejo de tierra
se ha reportado la distribucién de corrientes [114].

Por otra parte, se ha reportado una toxina que bloquea las corrientes de
Na™ en neuronas peptidérgicas en acociles [138], pero no se ha reportado que
esta toxina afecte los canales de Na™ en otros crustdceos.

Se han realizado algunas comparaciones electrofisiologicas entre dos crustaceos
(acocil y oniscideo) [177], pero no de los patrones de potenciales de accion.
Por otra parte, hay un estudio comparativo de la corriente de Ca’* en tres
diferentes especies: pajaro, caracol y rata [29], pero no se han comparado co-
rrientes de calcio en diferentes crustaceos. Lo que se ha realizado, es un estu-
dio comparativo de las corrientes de calcio en neuronas cultivadas de cangrejo
[115]. Existe una amplia caracterizacién de corrientes de calcio en cangrejos
[140] y también se han reportado corrientes idnicas en neuronas peptidérgi-
cas cultivadas con diferente morfologia [116], pero no se cuenta con estudios
que permitan comparar las propiedades eléctricas lineales y no lineales, que
permitirian conocer el tipo de actividad eléctrica en los crustaceos, que, por
ejemplo, regula la liberacién de ciertos neuropéptidos.

Por otra parte, también hay trabajo bioquimico reportado en neuronas
peptidérgicas de crustaceos [156, 159, 180].

Han sido publicados resultados de la relacion entre la modulacion en la
sensibilidad retinal en acociles [13], sobre la regulacién de glucosa en neuro-
nas secretoras de cangrejo [61]. Se ha reportado la hormona hiperglicemiante e
inhibitoria de la muda en langosta [42], asi como la hormona hiperglicemiante
en el acocil Procambarus bouvieri [82]. Se han logrado aislar hormonas simila-
res en diferentes crustaceos [3, 4]. Hay evidencia de la variacién en la hormona
hiperglicemiante de los crustdceos durante el desarrollo [46]. Se ha descrito
la hormona concentradora de pigmentos rojos en el cangrejo azul [108, 144].
También han sido descritos isomorfismos de la hormona hiperglicemiante en
Orconectes limosus [126]

Se han propuesto diversos modelos matematicos para describir el compor-
tamiento de las senales en neuronas [49, 85, 165, 152], asi como su papel en
el procesamiento de la informacién [96, 100].

Se han propuesto modelos para analizar los transitorios en la estructu-
ra dendritica [1, 2], modelos para la propagacién en dendritas [18]. Se han
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reportado modelos de andlisis de las propiedades de cable bajo condiciones
experimentales [86, 104, 178].

Existen también diversos modelos para describir el comportamiento de las
sefiales en el soma [146, 151, 176]. Una propuesta de este trabajo es utilizar
algunos de estos modelos matematicos y los resultados experimentales, para
realizar estimaciones de la longitud electrotonica.



Capitulo

Antecedentes

En forma muy general, los sistemas neurosecretores se componen de un
conjunto de neuronas peptidérgicas, cuyos axones llegan a una estructura ter-
minal organizada, denominada érgano neurohemal; en este sitio las termina-
les nerviosas vierten las sustancias de secrecion a la circulacion. Las neuronas
peptidérgicas tienen caracteristicas comunes a otras neuronas en cuanto a
su apariencia morfolégica y a su actividad eléctrica, como la generacién y
propagacién de impulsos eléctricos. Las células nerviosas que liberan neuro-
transmisores los sintetizan y los reciclan en la terminal presinaptica del axén
[11, 34], a diferencia de las neuronas peptidérgicas que sintetizan los pépti-
dos en el soma, los empaquetan en granulos y los transportan a los sitios de
liberacién [11, 12, 121, 122].

El sistema neurosecretor mas importante de los vertebrados es el eje hi-
potalamo-hipéfisis. En los insectos, un sistema equivalente es el corpus car-
diacum. En los crustaceos, el sistema equivalente es el sistema érgano X -
glandula sinusal OX-GS. Estos tres sistemas son equivalentes morfologica y
funcionalmente en cuanto a que existe un conjunto de neuronas cuya funcion
no es la de llevar a cabo un contacto sinaptico con otras neuronas o con érga-
nos efectores, sino la de producir neuropéptidos que se vierten en el torrente
circulatorio para ejercer su accién hormonal.

Se sabe que la liberaciéon de productos neurosecretorios estd relacionada
con la distribucién temporal de los potenciales de accién en las neuronas se-
cretoras [14, 28]. Se ha propuesto que la actividad en rafagas es mas efectiva
para la liberacién de neuropéptidos hipotaldmicos [14, 41]. El registro intrace-
lular de células neurosecretoras ha mostrado una gran variedad de patrones de
actividad eléctrica, desde células silentes hasta aquellas que presentan rafagas
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espontaneas. Sin embargo, hay poca informacion de las corrientes de membra-
na asociadas con la generacién de los diversos patrones de actividad eléctrica
y para ello se aplican las técnicas de fijacién de voltaje . Un sistema parti-
cularmente elegido para estudios con la técnica de fijacién de voltaje de la
actividad neurosecretora es el sistema de los crustaceos érgano X -glandula
sinusal . Este complejo, que como ya se menciono es analogo al eje hipotalamo-
hipdsifis, permite realizar estudios electrofisiolégicos durante largos periodos,
unicamente manteniendo la preparacién en una solucion fisioldgica adecua-
da. Este sistema contiene entre 100 y 150 células que estan localizada en la
médula terminal del tallo ocular, y sus axones corren distalmente para termi-
nar en la glandula sinusal. La liberacion de péptidos en esas terminaciones es
dependiente de calcio.

El sistema organo X - glandula sinusal OX-GS del acocil esta constituido
por un grupo de 100 a 150 neuronas. Cada soma tiene un axén amielinico
que envia colaterales axdnicas al neuropilo de la médula terminal; los axones
principales forman el tracto OX-GS que asciende superficialmente en sentido
longitudinal al eje del tallo ocular, llegando al nivel del segundo quiasma,
entre las médulas interna y externa, para que el conjunto de las terminales y
los vasos capilares formen el 6rgano neurohemal llamado glandula sinusal.

Durante las ultimas décadas, se ha producido evidencia sobre el mecanis-
mo que regula la actividad de las células neurosecretoras en los invertebrados.
Muiltiples mecanismos sinapticos y humorales regulan la actividad endégena
de las neuronas secretoras. También, se han reportado interacciones celulares
especificas y mecanismos idnicos, que se deben a las caracteristicas integrati-
vas de los sistemas neurosecretores de los invertebrados [56, 57].

3.1

El hipotalamo

El hipotdlamo desempena un papel muy importante en la regulacion del
sistema nervioso autéonomo de los vertebrados. El hipotalamo funciona in-
tegrando la respuesta auténoma y la funciéon endocrina con las necesidades
homeostaticas basicas de la vida diaria. El hipotdlamo cumple esta funcion
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regulando cinco necesidades fisioldgicas basicas:

1. Controla la presién arterial y la composicion electrolitica mediante un
conjunto de mecanismos reguladores que van desde el control de la ingesta
de agua y el apetito por la sal hasta el mantenimiento de la osmolalidad
sanguinea y el tono vasomotor.

2. Regula la temperatura corporal por medio de acciones que abarcan el
control de la termogénesis metabdlica hasta comportamientos como bus-
car un ambiente mas calido o més frio.

3. Controla el metabolismo energético regulando la ingesta de alimentos, la
digestion y el metabolismo.

4. Regula la reproduccion a través del control hormonal del apareamiento,
el embarazo y la lactancia.

5. Controla la respuesta de emergencia al estrés, incluidas las respuestas
fisicas e inmunitarias al estrés, regulando el flujo sanguineo al musculo y
a otros tejidos, asi com la secrecién de hormonas suprarrenales.

El hipotalamo regula estos procesos vitales basicos recurriendo a tres me-
canismos principales [93]:

1. El hipotalamo tiene acceso a informacion sensorial de casi todo el cuer-
po. Recibe aferencias directas del sistema visceral y del sistema olfato-
rio, asi como de la retina. Las entradas visuales son empleadas por el
nicleo supraquiasmatico para sincronizar el mecanismo de reloj interno
con el ciclo dia-noche del mundo exterior. Las aferencias somatosensoria-
les viscerales que transportan informacion sobre el dolor se transmiten
al hipotalamo desde el asta posterior medular y el dorso del trigémino.
Ademas, el hipotdlamo tiene neuronas internas que responden a las va-
riaciones de temperatura local, la osmolalidad, la glucosa y el sodio, por
mencionar unos cuantos ejemplos. Finalmente, las hormonas circulan-
tes, como la angiotensina II y la leptina, penetran en el hipotalamo por
zonas especializadas a lo largo de los bordes del tercer ventriculo deno-
minados érganos circunventriculares, donde interaccionan directamente
con neuronas hipotalamicas.
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2. El hipotalamo compara la informacion recibida con valores de referencia
biologicos. Por ejemplo, compara la temperatura local con la del area
predptica contra un “valor de referencia” (~ 37 °C), y si el hipotdlamo
esta caliente, activara los mecanismos de disipacion de calor. Por lo tanto,
existe una gran variedad de valores de referencia, para un gran nimero
de procesos fisiol6gicos como la glucemia, la osmolalidad y los niveles
hormonales.

3. Si el hipotdlamo detecta una variacion respecto al “valor de referencia”,
ajusta un conjunto de respuestas autonomas, enddcrinas y conductuales
para restablecer la homeostasis. Si el cuerpo esta demasiado caliente, el
hipotalamo desplaza el flujo sanguineo de los lechos vasculares profundos
a los cutaneos y aumenta el sudor, para incrementar la pérdida de calor
a través de la piel. También aumenta la secrecién de vasopresina para
conservar agua para el sudor.

Todos estos procesos han de ser coordinados con precision. Por ejemplo,
los ajustes del flujo sanguineo en diferentes lechos vasculares son importantes
para actividades tan diversas como la termoregulacion, la digestion y el acto
sexual. Para conseguirlo, el hipotdlamo contiene una serie de grupos celulares
especializados con funciones diferentes.

A mediados del siglo XX, se propuso que la adenohipéfisis se regula de
forma indirecta por el hipotdlamo [63]. Se demostré que las venas portales
hipofisiarias, que llevan la sangre del hipotalamo a la adenohipdfisis, transmi-
ten importantes senales de control de la secrecion de la adenohipofisis. Anos
después, se esclarecié la estructura de una serie de hormonas peptidicas que
transmiten estas senales. Estas hormonas pertenecen a dos clases: liberadoras
e inhibidoras de la liberacién (Cuadro 3.1). De todas las hormonas hipo-
fisarias, la Unica sometida a un control predominantemente inhibidor es la
prolactina, por lo que la seccion del tallo hipofisario provoca insuficiencia de
la corteza suprarrenal, el tiroides, las génadas y la hormona del crecimiento,
pero un aumento en la secreciéon de prolactina.

No se han realizado registros eléctricos sistematicos de las neuronas que
secretan hormonas liberadoras [92]. Se cree que se activan en salvas, debido a
la naturaleza pulsatil de la secrecion de las hormonas adenohipofisarias, que
muestran picos periddicos a lo largo del dia. La activacion episédica puede
resultar especialmente eficaz para provocar la liberacion hormonal y limitar
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la inactivacion de los receptores.

Las neuronas que elaboran hormonas liberadoras se encuentran principal-
mente a lo largo de la pared del tercer ventriculo. Las neuronas de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) tienden a estar localizadas en el extre-
mo anterior, a lo largo de la porcién basal del tercer ventriculo. Las neuronas
productoras de somatostatina, hormona liberadora de corticotropina y do-
pamina estan en la posicién mas dorsal y se encuentran en la parte medial
del nicleo paraventricular. Hay neuronas productoras de hormona liberado-
ra de hormona del crecimiento, tirotropina, GnRH y dopamina en el nicleo
infundibular, una expansion de las sustancia gris periventricular que cubre la
eminencia media, en el suelo del tercer ventriculo [124]. La eminencia media
contiene un plexo de finas asas capilares. Se trata de capilares fenestrados, y
las terminales de las neuronas que contienen hormonas liberadoras terminan
sobre esas asas. La sangre fluye a continuacién de la eminencia media hacia
un sistema venoso secundario, que la transporta a la adenohipodfisis.

3.2

El complejo érgano X - glandula sinusal

La parte anterior del sistema nervioso de los crustaceos, localizado arriba
del eséfago, esta dividida en tres partes: el proto-, el deuto- y el tritocere-
bro. Un par de masas nerviosas, los lobulos épticos, se originan lateralmente
desde la parte anterior del protocerebro. Particularmente en los decapodos,
los l6bulos 6pticos estan total o parcialmente localizados en el tallo ocular,
dependiendo de la especie. La situacién externa del tallo ocular en los decapo-
dos facilita su ablacién. A inicios del siglo XX se involucré al tallo ocular con
el control de la muda [67]. En el tallo ocular, cada 1ébulo incluye cuatro gan-
glios: la médula externa, la médula interna, la médula terminal y la lamina
ganglionar (Fig 3.1). Un conjunto de células, llamadas originalmente “células
neuroglandulares”, ahora conocidas como “células neurosecretoras”, fue des-
cubierto en decdpodos por Hanstrom [67] junto con la glindula sinusal. Se
han encontrado células similares en isépodos y misidos. En el érgano X hay
diversos tipos de células neurosecretoras que contienen granulos secretores en
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Sustancia hipotalamica
Liberadora
Hormona liberadora de tirotropina
Hormona liberadora de corticotropina
Hormona liberadora de gonadotropinas
Hormona liberadora de la hormona de crecimiento
Factor liberador de la prolactina

Factor estimulandor de la melanotropina

Inhibidora

Hormona inhibidora de la liberacion de prolactina
Dopamina
Hormona inhibidora de la liberacion de
hormona del crecimiento
Factor inhibidor de la melanotropina

Hormona

Tirotropina
Prolactina
Corticotropina
(-lipotropina
Hormona luteinizante
Hormona foliculoestimulante
Hormona del crecimiento

Prolactina

Melanotropina
(-endorfina

Prolactina

Hormona del crecimiento
Tirotropina
Melanotropina

Cuadro 3.1: Sustancias hipotaldmicas que liberan hormonas o inhiben su liberacién.
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sus cuerpos celulares, axones y terminaciones, como se ha comprobado me-
diante microscopia electrénica [33]. Las células neurosecretoras también han
sido localizadas en la médula externa.

Aunque la glandula sinusal fue reportada por Hanstrom en 1931 en el ta-
llo ocular de diversos decapodos, su naturaleza neurohemal fue reconocida
inicialmente por Bliss [27] y Passano [129, 130], quienes observaron axones
entre el 6rgano X y la glandula sinusal. Estos caen en la superficie dorso-
lateral del ganglio 6ptico, generalmente entre las médulas interna y externa.
La glandula sinusal esta formada por terminaciones nerviosas y células gliales
revestidas de senos de hemolinfa. Las terminaciones nerviosas, que se originan
principalmente en las células neuroendécrinas del érgano X, contienen granu-
los secretores. Se han descrito mas de 70 tipos de granulos y cada terminacion
puede ser distinguida por la presencia de uno de ellos. La principal forma de
liberar los granulos hacia la hemolinfa es la exocitosis [41].

Figura 3.1: Representacién esquemdtica de una seccién transversal del tallo ocular izquierdo de
crusticeo. LG: lamina ganglionar, ME: médula externa, MI: médula interna, SG: glandula sinusal,
MT: médula terminal, OX: érgano X. Modificado de: Charmantier et al. (1997).
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A través de experimentos de ablacién y reimplante o inyeccion, se ha en-
contrado que el tallo ocular estéd involucrado en el control de la pigmentacion,
muda, reproduccion y procesos metabdlicos [12, 21, 27, 33, 112]. A principios
del siglo XX, Zeleny observé que la ablacion del tallo ocular en decapodos
generaba una muda precoz. Este efecto se ha observado también en otras
especies de decapodos, y en algunos isépodos despues de la remocion del
protocerebro.

Siguiendo los experimentos de Hanstrom, se reconocié al complejo 6rgano
X - glandula sinusal como el sitio de produccion y liberacion de la hormona
inhibidora de la muda (MIH), que inhibe el efecto promotor de la muda del
6rgano Y [130]. La MIH ha sido aislada, caracterizada, purificada y secuen-
ciada. También se ha presentado la secuencia de la hormona hiperglicemiante
de los crustaceos (CHH) y la hormona inhibitoria de las gonadas (GIH) [82].

Diversos preguntas concernientes a la actividad de la hormona MIH con-
tindan abiertas. En la langosta, la MIH tiene una actividad significativa en la
CHH, mientras que en acocil, la CHH puede evocar la actividad de la MIH
[42]. La presencia de isomorfismos de la CHH en langosta y acocil puede ge-
nerar diversidad en efectos hormonales, como la inhibicién de la muda y la
estimulacién de la vitelogénesis. El cuadro 3.2 [134] muestra las hormonas
encontradas en el tallo ocular de los crustaceos.

3.3

Los canales 10nicos

Los canales iénicos poseen tres propiedades importantes: conducen iones,
reconocen y seleccionan iones especificos y se abren y cierran en respuesta a
senales eléctricas, mecanicas o quimicas. En células nerviosas y musculares,
estos canales conducen iones a través de la membrana celular a velocidades
altas. Este flujo de iones causa variaciones rapidas del potencial de membrana,
necesarias para la transmision de senales.

A pesar de su capacidad de conducir iones a gran velocidad, los canales
ionicos son altamente selectivos: cada tipo de canal s6lo permite el paso de
un ion o de unos pocos tipos de iones. Por ejemplo, el potencial de membrana
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Péptidos Efectores

Hormona concentradora de los pigmentos (HCP) Pigmentos

Hormona dispersora de los pigmentos (HDP) Pigmentos
Hormona hiperglicemiante de los crustdceos (HHC) Carbohidratos

Hormona neurodepresora (HND) Sistema nervioso

Hormona estimulante de las génadas (HEG) Génadas

Hormona inhibitoria de las génadas (HIG) Génadas
Hormona inhibitoria de la muda (HIM) Exoesqueleto

Hormona dispersora de los pigmentos obscuros (HDPO) Pigmentos

Factor inhibitorio del crecimiento (FICE) Quelas

Cuadro 3.2: Péptidos extraidos del tallo ocular de los crustidceos. Modificada de: Quackenbush, L.
S.(1986).

de las neuronas en reposo esta determinado en gran medida por canales selec-
tivamente permeables al K*. Normalmente, estos canales son 100 veces mds
permeables al KT que al Na™. Sin embargo, durante el potencial de accién se
activan canales i6nicos 10 a 20 veces mds permeables al Nat que al K*. Por
tanto, una clave de la gran versatilidad de la transmisién neuronal de senales
es la activacion de diferentes clases de canales idnicos, cada una de las cuales
es selectiva para determinados iones.

Muchos canales ionicos estan regulados, esto es, se abren y cierran en
respuesta a diversos estimulos. Hay canales dependientes de voltaje, que obe-
decen a las variaciones del voltaje; canales dependientes de ligando, que de-
penden de transmisores quimicos, y canales regulados mecanicamente, que
responden a la presién o al estiramiento. Cada canal es mas sensible a cier-
to tipo de senal. Ademas de los canales regulados, existen canales que estan
normalmente abiertos con la célula en reposo. Esto canales contribuyen sig-
nificativamente al potencial de reposo.

La membrana plasmatica de todas las células tiene un espesor de ~8 nm,
y consiste en un mosaico de lipidos y proteinas. La superficie de la membrana
esta formada por una doble capa de fosfolipidos y en esta capa continua se
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encuentran incrustadas proteinas integrales, entre ellas, los canales idénicos
(Fig. 3.2). La doble capa lipidica es completamente impermeable a los iones.

Los canales i6nicos no son simples agujeros en la membrana lipidica, sino
que estan constituidos de proteina. La selectividad de los canales no se basa
unicamente en el diametro de los iones. Puesto que los iones estan en solucion,
la facilidad con la que se mueven no sélo depende de su tamano, sino también
de la capa de agua que los reviste. Cuanto menor es un ion, mas localizada
esta su carga y mas potente es su campo eléctrico; los iones pequenos como el
Na™ tienen campos eléctricos mayores que los iones de K*. El resultado es que
la atraccién de los pequenios por el agua es mas poderosa. Asi, cuando el Na™
se mueve por el agua, la atraccion electrostatica hace que el ion esté revestido
de una capa acuosa mayor, por lo que se vuelve lento con respecto del K*. Por
su mayor capa acuosa, el Na® se comporta como si tuviera un mayor tamano
que el K. La relacién entre el tamafio de un ion y su movilidad en solucién
es que a menor tamano, menor movilidad.

La mayoria de las células son capaces de proporcionar una transmision
intercelular local de senales, pero sélo las células nerviosas y musculares estan
especializadas en la transmision rapida de senales a largas distancias. Aunque
las neuronas y las células musculares tienen una gran variedad y densidad de
canales ionicos, estos no difieren en lo fundamental de los existentes en otras
células del organismo.

El flujo de iones a través de los canales idnicos es pasivo y no requiere
consumo de energia. La direccién y el equilibrio final de este flujo no estan
determinados por el propio canal, sino por una fuerza impulsora electrostatica
y por la difusién a través de la membrana.

Los canales iénicos seleccionan los tipos de iones que pueden atravesar la
membrana, permitiendo el paso de cationes o aniones. Algunos tipos de cana-
les selectivos para cationes permiten que pasen de forma casi indiscriminada
Nat, K*, Ca?t y Mg?*. Sin embargo, la mayoria de los canales selectivos para
cationes son fundamentalmente permeables a un solo tipo de ion. La mayoria
de los canales selectivos para aniones también son muy selectivos.

Las propiedades cinéticas de la permeabilidad de los iones se describen por
la conductancia del canal, que se determina midiendo la corriente que fluye a
través del canal abierto, en respuesta a una determinada fuerza electroquimica
impulsora. La fuerza impulsora neta estd determinada por dos factores: la
diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana y el gradiente de
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concentracién de los iones que la atraviesan.

En algunos canales, la corriente varia de manera lineal con la fuerza im-
pulsora, es decir, los canales se comportan simplemente como resistencias. En
otros canales, la corriente es una funcién no lineal de la fuerza impulsora.
Este tipo de canales se comporta como un rectificador: conduce iones mas
facilmente en una direccién que en otra. La conductancia en un canal analo-
go a una resistencia es constante, mientras que la conductancia en un canal
rectificador, es variable y debe determinarse al evaluar la corriente respecto
al voltaje en el intervalo fisiolégico del potencial de membrana.

La corriente a través de un canal depende de la concentracién de los iones
en la solucién que lo rodea. En concentraciones bajas, la corriente aumenta
de forma casi lineal con la concentracion. En concentraciones mas elevadas,
la corriente tiende a alcanzar un punto mas alla del cual deja de crecer con
la concentracién. En este punto, se dice que la corriente esta saturada. Este
efecto de saturacion es congruente con la idea de que la permeabilidad a los
iones no obedece de forma estricta a las leyes de la difusion electroquimica en
solucién libre sino que también implica la unién de los iones en lugares polares
especificos en el interior del por del canal. Un modelo simple de electrodifusion
predeciria que la corriente iénica aumentaria siempre que la concentracion de
lones aumentara.

Exterior

Canal de Na* Canal de K*

+~ ~ ,+ — +, -Na"alto ~ -K+bajo+ .
LT ) E ﬁ@ A 6
-0 ©O—E B)- SRS RE

Na* bajo Kt alto

Interior

Figura 3.2: Esquema de la membrana y canales iénicos.
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La relacién entre corriente y concentracion idnica en una extensa variedad
de canales i6nicos se describe bien por una ecuaciéon de unién uno a uno, lo que
indicaria que un Unico ion se une al canal durante el paso. La concentracion
ionica a la que el flujo de corriente alcanza la mitad de su méaximo define
la constante de disociacién de la union iénica del canal. La constante de
disociacién en curvas de corriente contra concentracion es regularmente alta
(~100 mM), lo que implica una unién débil. Esta interaccion débil indica que
los puentes entre el ion y el canal se forman y destruyen rapidamente. Lo
usual es que el ion permanezca unido en el canal menos de 1 us. La velocidad
de terminacion de la union iénica es necesaria para que el canal logre las tasas
de conducciéon responsables de los cambios rapidos del potencial de membrana
durante la transmision de senales.

Algunos canales iénicos pueden bloquearse por diversos iones o moléculas
libres en el citoplasma o el medio extracelular (cuadro 3.3). El paso a través
del canal se puede bloquear por particulas que se unen a la entrada del poro
acuoso en algun lugar del interior. Si el bloqueador es una molécula ionizada
que se une a un lugar del interior del poro, sentira la influencia del campo
eléctrico de la membrana cuando cruce el canal. Si un bloqueador de carga
positiva penetra desde el exterior de la membrana por el canal, aumentara la
negatividad del interior de la membrana, por lo que el bloqueador sera im-
pulsado hacia el interior del canal, por lo que el bloqueo aumentara. Aunque
muchas moléculas bloqueadoras son toxinas o farmacos originados fuera del
cuerpo, algunas son iones comunes, presentes en la célula o en su entorno en
condiciones normales, como Mg?*, Ca?t, Na* y poliaminas.

Los canales i6nicos tienen dos o mas estados de configuracion relativamente
estables [31, 36]. Cada una de estas configuraciones estables representa un
estado funcional diferente [17]. Cada canal i6nico tiene por lo menos un estado
abierto y uno o dos estados cerrados. La transicion de un canal entre estos
estados se llama regulacién [22; 157, 167).

Poco se sabe sobre los mecanismos de regulacion, pero si se sabe que im-
plican una variacién temporal de la estructura del canal. Puede pensarse que
hay una compuerta que se abre y se cierra, pero esta imagen sélo es cierta
para algunos canales. En general, la regulacion de los canales implica grandes
variaciones de la conformacién del canal y movimientos de carga [89].

La funciéon fundamental de los canales iénicos en las neuronas es generar
seniales eléctricas transitorias. Para ello, se tienen tres mecanismos de regula-
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Canal Actuando desde fuera  Actuando desde dentro
Na TTX, STX, H* QX-314, Pancuronium
Ca Mn2*, Ni?t, Co?* D-600 Cuaternario
Rectificador tardio TEA, Cs™, Ht, Ba?* TEA v QA, Cst,
Nat, Lit, Ba?*
Rectificador entrante TEA, Cs™, Rb*, Na?+, Ht
Ba2+, Sr2+
Cl Zn**

Cuadro 3.3: Agentes bloqueadores para diferentes canales. Modificado de: Hille, B.(2002)

cion, que controlan el tiempo que un canal permanece abierto y activo. Bajo
la influencia de los reguladores, los canales entran en uno de los siguientes
estados funcionales: cerrados y activables (en reposo), abiertos (activos) o
cerrados y no activables (inactivos).

Para que un estimulo provoque que un canal cambie del estado cerrado al
abierto, se debe suministrar energia. En el caso de los canales regulados por
voltaje, la energia es suministrada por el movimiento de una region cargada
de la proteina del canal, llamada sensor de voltaje, a través del campo eléctri-
co de la membrana. El sensor de voltaje contiene carga neta por la presencia
de aminoacidos basicos de carga positiva o acidos de carga negativa. El mo-
vimiento del sensor de voltaje cargado a través del campo eléctrico impone
una variacion neta en la energia libre del canal que modifica el equilibrio del
mismo entre los estados cerrado y abierto.

Las senales que regulan el canal también controlan la velocidad de transi-
cion entre los estados abierto y cerrado de un canal. En los canales regulados
por voltaje, las velocidades dependen de forma muy pronunciada del potencial
de la membrana. Aunque el rango de valores del tiempo puede variar entre
varios microsegundos y un minuto, la transicién requiere de algunos milise-
gundos. Por lo tanto, una vez que se abre el canal, permanece abierto varios
milisegundos antes de cerrarse, y después de cerrarse se mantiene asi varios
milisegundos antes de volver a abrirse [89, 93, 147, 155]. Una vez que se inicia
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la transicion entre el estado abierto y cerrado, es practicamente instantanea,
lo que origina cambios bruscos de la corriente a través del canal.

Muchos de los canales regulados por voltaje pueden entrar en un periodo
refractario después de la activacién. A este proceso se le conoce como inacti-
vacion[71]. En los canales de Na™ y K regulados por voltaje, se piensa que
la inactivacion es el resultado de una variacion de la conformacion intrinseca,
controlada por una subunidad o region del canal separada de la que controla
la activacién. Se piensa que la inactivacién de ciertos canales de Ca?* regu-
lados por voltaje requiere la penetracién de Ca?* en la célula. Un aumento
en la concentracién interna de Ca?* inactiva el canal de Ca?* directamente,
uniéndose a un lugar de control en el interior del canal, o de forma indirecta,
activando una enzima intracelular que inactiva el canal por desfosforilacion
de proteina.

Los factores exdgenos como los farmacos y las toxinas, pueden afectar a
los lugares de control de la regulacion de un canal idénico. La mayoria de estos
agentes tienden a cerrar el canal (cuadro 3.3).

3.4

El potencial de membrana y el potencial de accién

Como los iones estan distribuidos de manera desigual en ambos lados de
la membrana, cada canal abierto contribuye a la generacion de una diferencia
de potencial eléctrico entre ambos lados de la membrana [176]. El potasio
estd presente en una concentracién mayor dentro de la célula y por lo tanto,
difunde hacia el exterior, a través de los canales abiertos (sin compuerta)
de potasio. Esta difusién provoca una separacién neta de cargas a través
de la membrana. Las cargas positivas acumuladas en el exterior dejan una
carga negativa acumulada en el interior. La diferencia de potencial eléctrico
resultante tiene un valor igual al potencial de equilibrio del ion, en este caso
potasio, dado por la ecuacién de Nernst.

La combinacion de un gradiente de concentracion para el potasio y un
canal selectivamente permeable, proporciona una ligera separacién de carga
a través de la membrana, que actiia como una fuente constante de poten-
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cial eléctrico. En este contexto, una fuente de potencial eléctrico es llamada
bateria ionica. La bateria idénica generada de esta manera es el resultado de
la difusion pasiva de potasio a través de los canales de potasio. Cada canal
abierto funciona, al mismo tiempo, como una via de conductancia con una
resistencia diferente de cero. Cada canal iénico puede ser representado por
una bateria en serie con una conductancia, como se muestra en la figura 3.3.
El valor de la bateria esta determinado por el gradiente de concentracion pa-
ra el ion. Para el potasio, el valor de la bateria esta dado por el potencial de
equilibrio del potasio Eg.

exterior

o

interior

Figura 3.3: Un canal de K puede ser representado por el circuito eléctrico equivalente, compuesto
por una bateria Ex en serie con una conductancia gg .

Ya que los canales ofrecen una cierta resistencia al flujo de iones, la conduc-
tancia de cada canal puede ser representada por una resistencia. Llamaremos
a la conductancia del canal de potasio g’y a la resistencia del canal de potasio

Rk . La resistencia de un canal es inversamente proporcional a su conductancia
[90, 98, 131].

Rg = — (3.1)

La conductancia de un solo canal es una medida de la facilidad con la cual
el ion se mueve a través del poro de una proteina, en respuesta a una diferencia
de potencial. Cuando la célula presenta el potencial de membrana del reposo,
la conductancia total del potasio es igual a N, el niimero de canales pasivos
de Kt , multiplicado por la conductancia de un solo canal de potasio g .
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La conductancia de la membrana al K™ estd relacionada con la permea-
bilidad de la membrana al KT, pero ambos términos no son equivalentes. La
conductancia varia con la concentracion idnica, mientras que la permeabilidad
no. La permeabilidad estd determinada por el estado de la membrana y la con-
ductancia depende tanto del estado de la membrana como de la concentracion
iénica [89, 93, 176].

Por analogia, todos los canales pasivos de Nat y Cl™ pueden ser represen-
tados por una combinaciéon similar de conductancia y bateria, como se ilustra
en la figura 3.4. Estos tres tipos de canales constituyen la mayoria de los
canales i6nicos en la membrana.

Con esta representacion eléctrica de los canales pasivos de K™, Nat y Cl—,
podemos calcular el potencial de reposo de la membrana, usando un circuito
equivalente simple. Para construir este circuito, sélo es necesario conectar los
elementos que representan cada tipo de canal. Estos canales estan en paralelo.

exterior
]
EMa Ek gy
_—_— + +
+ T EBve 7 E _ 7T Ea
D
interior

Figura 3.4: Cada tipo de canal pasivo, selectivo a un ion particular, estd representado por una
combinacién de una bateria y una conductancia colocadas en serie.

Para simplificar el calculo del potencial de membrana, ignoraremos inicial-
mente los canales de Cl™ y consideraremos sélo los canales de K™ y Na™.

Existe un numero mayor de canales pasivos de Kt que de Na™, por lo
tanto, la conductancia de la membrana al K™ es mucho mayor que para el
Na™. Dados los valores para la conductancia y las baterias iénicas, es posible
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calcular el potencial de membrana V,,. En la figura 3.5, la conductancia al
potasio g, es 20 veces mayor que la conductancia al sodio g, .

EXtENOr
7 Vert _
Ey,=0.0E-6 3 g = 10E-6 =
Eia=5mV —/— — Ex =-75mV
(5 b
Wint teror

Figura 3.5: Cada tipo de canal pasivo, selectivo a un ion particular, estda representado por una
combinacién de una bateria y una conductancia colocadas en serie.

El potencial de membrana V,, es “constante” en estado de reposo, por lo
tanto, la corriente neta debe ser cero (la suma de las corrientes salientes es
igual a la suma de las corrientes entrantes). En términos de las ecuaciones,
esto es

Ing+ Ik =0 (3.3)
Las corrientes de sodio Iy, y de potasio Ix pueden calcularse en dos pasos.

Las ecuaciones para cada una de las ramas del circuito en la figura 3.5 son

va:E’Na'F;M

Na

(3.4)
Vi, = Ex + &
Ik
Despejando para ambas corrientes tenemos
INa - gNa(vm - ENa)
(3.5)

Ik = g,(Vi — Ek)

Retomando la ecuacién para la corriente neta

Ing + Ik = gy, (Vi — Ena) + 9, (Vi — Ek) (3.6)
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Resolviendo para V,,

Eno+9g.FE
Y, = Ine=Na T 9u 2K (3.7)
gNa _|_ gK
Esta ecuacion permite calcular el voltaje de la membrana V,, para el cir-
cuito de la figura 3.5. Tomando los valores del circuito equivalente, el valor

para V,, es de, aproximadamente, -69 mV.

Una forma mas general para el calculo del potencial de membrana en reposo

esta dada por
V., = gNaENa + gKEK + gczECl (38)
Ina T 95 t Yo

Esta ecuacién es similar a la ecuacién de Goldman-Hodgkin-Katz [76].

Si la conductancia para un ion es mucho mayor en relaciéon con los otros
iones, entonces el voltaje de la membrana V,, se aproximard al valor del
potencial de Nernst para ese ion.

Ademas de las baterias y las conductancias, existe un tercer elemento pa-
sivo muy importante: la capacitancia de la membrana. En general, la capaci-
tancia se presenta cuando existen dos materiales conductores separados por
un material aislante. En las células, los materiales conductores son el cito-
plasma y el liquido extracelular. El material aislante es la membrana celular,
especificamente la bicapa lipidica [176].

Un circuito eléctrico equivalente, mas completo, de las propiedades pasivas
de la membrana, se presenta en la figura 3.6.

Para determinar céomo afecta la capacitancia de la membrana a la razén
de cambio del potencial de membrana, nos referiremos al circuito equivalente
simplificado, mostrado en la figura 3.7. En esta figura, la membrana celular
esta representada por un capacitor C,, en paralelo con un resistor R,,, el cual
representa los canales i6nicos pasivos. Las baterias i6nicas pueden ignorarse
para propésitos de esta discusion, ya que las baterias afectan solo el valor
absoluto del potencial de membrana V,, y no su razén de cambio. Podemos
trabajar solo con las propiedades pasivas de la membrana si consideramos que
los efectos de pulsos de corriente despolarizantes son muy pequenos para abrir
un numero significativo de canales de Na™ y de K* dependientes de voltaje
(canales activos).

Cuando se inyecta corriente a la célula para cambiar su potencial de mem-
brana, el cambio en el potencial de membrana (V,,) estd retrasado con respec-
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exterior
E1a E Sy E £ + |
_ + + _ — Cm
4+ T Ena - Ex = Ea
interior

Figura 3.6: Circuito equivalente de las propiedades pasivas de la membrana. Se ha incluido la
capacitancia de la membrana C,,.

to al pulso de corriente. Para explicar este retraso, debemos entender primero
los dos tipos de corriente que fluyen a través de la membrana: la corriente ioni-
ca I; (que es una corriente resistiva) y la corriente capacitiva I.. La corriente
total de la membrana Im es la suma de estos dos tipos de corriente

Ly =1 + I, (3.9)

La corriente i6nica representa el movimiento de iones a través de los canales
i6nicos de la membrana. Por ejemplo, los iones de Na™ se mueven, a través
de los canales de Na™, del exterior al interior de la célula.

La corriente capacitiva representa un cambio en la carga neta almacenada
en ambos lados de la membrana.

Un analisis del curso temporal de I. e I;, revela la razon del retraso en-
tre I, y AV,,. Recordando que el potencial V a través de un capacitor es
proporcional a la carga () almacenada, tenemos

Q
== (3.10)

Para que un cambio en el potencial AV, ocurra a través de la membrana,
debe haber cambio en la carga almacenada en la capacitancia de la membrana.
AQ

AV = — A1
V=55 (3.11)

Este AQ esta producido por el flujo de corriente capacitiva I.. La corriente
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exterior

mterior

Em Cm

Figura 3.7: Circuito eléctrico simplificado. Este circuito puede utilizarse para examinar los efectos
de la capacitancia de la membrana C,, de una célula, en respuesta a una corriente inyectada. La
conductancia de todos los canales ha sido agrupada en un solo elemento resistivo R,,,. Las baterias
que representan las fuerzas electromotrices que genera la difusion iénica, han sido despreciadas.

esta definida como el movimiento neto de cargas positivas por unidad de
tiempo. El valor de la corriente capacitiva es igual al la razén con la cual
cambia la carga almacenada en el capacitor.

_ 4@

- dt
El cambio total en la carga del capacitor de la membrana AQ, es el pro-

I, (3.12)

ducto del valor promedio de la corriente capacitiva I. y la duracién de la
misma (At = ty — t1). Si la corriente capacitiva Ic tiene un valor constante,
este producto simplemente es

AQ = IAt (3.13)

En caso contrario, si la corriente capacitiva Ic varia con el tiempo, éste
producto puede obtenerse al integrar I. sobre todo el intervalo de tiempo At
[175].

La capacitancia y la resistencia de la membrana estan en paralelo y por
lo tanto, el potencial en estos dos elementos debe ser igual en todo momen-
to. El potencial a través del capacitor no puede cambiar hasta que la carga
almacenada en sus laminillas haya cambiado, esto es

_AQ
- C

Inicialmente toda la corriente fluye por el capacitor para cambiar la carga
en sus laminillas. Sin embargo, conforme el pulso continia y AQ se incremen-

AV, (3.14)
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ta, mas y mas corriente debe fluir a través del resistor, ya que en cualquier
instante la caida de voltaje en la resistencia de la membrana AV,, = I; R debe
ser igual al voltaje en el capacitor AV, = AQ/C. Con el tiempo, una porcién
mayor de la corriente de la membrana fluye por el resistor, y queda una frac-
cion menor para cargar el capacitor; por ello, la razén de cambio del voltaje
de la membrana V,, decrece con el tiempo. Cuando AV, alcanza su maximo
valor, toda la corriente de la membrana fluye a través de la resistencia y el
valor de AV,, es AV,, = I,,R,,, como se muestra en la figura 3.8. Al final
del pulso de corriente, ésta fluye por la malla RC y el capacitor se descarga a
través del resistor.

AVm ﬂ

Figura 3.8: El curso temporal de AV, es retrasado por la capacitancia de la membrana. Cuando
V,, cambia por efecto de inyectar corriente a la célula, AV,, se retrasa con respecto al pulso de
corriente.

La capacitancia de la membrana tiene el efecto de reducir la razén con que
cambia el voltaje de membrana ante pulsos de corriente [131]. Si la membrana
tuviera unicamente propiedades resistivas, un pulso de corriente aplicado a la
membrana, cambiaria instantaneamente el potencial de membrana y tendria
la misma forma que el pulso aplicado, como se muestra en la figura 3.9.
Por otra parte, si la membrana tuviera sélamente propiedades capacitivas,
el potencial de membrana cambiaria lentamente y su forma, en respuesta al
mismo pulso de corriente, seria la de una rampa, como se aprecia en la figura
3.9.

Ya que la membrana tiene ambos comportamientos, capacitivo y resistivo
en paralelo, el cambio resultante en el potencial de membrana ante un pulso
de corriente tiene una forma intermedia entre las dos respuesta puras, como
puede verse en la figura 3.9.

La pendiente al inicio del pulso de corriente en la gréafica de V,, contra
tiempo es la misma que la del comportamiento capacitivo puro, mientras que
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AVm

i

Figura 3.9: El curso temporal de AV, es retrasado por la capacitancia de la membrana. Cuando
V,, cambia por efecto de inyectar corriente a la célula, AV,, se retrasa con respecto al pulso de
corriente.

la pendiente al final del pulso es igual a la del comportamiento resistivo puro.

Para describir el comportamiento de las membranas bioldgicas, es frecuente
emplear modelos eléctricos. Estos modelos son aproximaciones a las membra-
nas reales. Podemos decir que una célula excitable en reposo se comporta
como un simple circuito RC [90]. Este tipo de respuesta se puede obtener con
el andlogo eléctrico presentado en la figura 3.7.

V.. es el potencial de membrana a cualquier tiempo, R,, es la resistencia
de la membrana y C,, es la capacitancia de la membrana. Si se aplica una
corriente I(t) a este circuito, se dividira en dos componentes : una corriente
I. que fluye por la resistencia y una corriente I. que circula por el elemento
capacitivo. Por lo tanto, la corriente total

Ity =1+ 1. (3.15)
Podemos escribir I, como
Vin
I, = — 3.16
- (3.16)
De manera similar I,
dVm

Por lo tanto, la ecuacion para la corriente total queda de la forma



47

Vin avm
I(t) = R, +Chn 0 (3.18)

Si aplicamos un pulso de corriente de amplitud ¢, la solucién para la ecua-
cién anterior estd dada por V,,, = iR, (1 — et/ ™), donde T, = R;,Cp,. V€8,
en este caso, una despolarizacion (si ¢ > 0).

La constante de tiempo de la membrana, 7,,, determina la rapidez con la
que V,, crece después del inicio del estimulo. Por ejemplo, cuando ¢t = 7,
Vi = (0.632)iR,,. Para este tiempo, la despolarizacién ha alcanzado el 63.2 %
del valor final.

Después de varias constantes de tiempo, el valor de V,, se aproxima a i [z,,.

Cuando el pulso de corriente ha terminado, la ecuacién para la respuesta
en voltaje es V;, = iR, (e~t/™).

El método usual para medir la resistencia de la membrana de una célula
excitable es aplicar una corriente conocida, 7, durante un tiempo lo suficiente-
mente largo para que se produzca un cambio en el potencial en estado estable.
Entonces, la resistencia de la membrana R,,, puede calcularse como V,, /1.

La constante de tiempo, 7,,, puede medirse como el tiempo requerido para
que V,, alcance el 63.2% de iR,,. Finalmente, la capacitancia de la membrana
C,, puede calcularse como 7,/ R,,.

La corriente eléctrica que fluye hacia adentro y hacia afuera de la célula es
transportada por iones. La direccién del flujo de corriente se define conven-
cionalmente como la del movimiento neto de carga positiva. En una solucion
ionica, los cationes se mueven en la direccién de la corriente eléctrica, y los
aniones en la direccién opuesta. Cada vez que hay un flujo neto de cationes
o de aniones hacia adentro o hacia afuera de la célula, se altera la separacion
de carga a través de la membrana en reposo, por lo que cambia este poten-
cial de membrana. Una reduccién en la separacion de carga, da lugar a un
potencial de membrana menos negativo, conocido como despolarizacion. Un
aumento en la separaciéon de cargas induce un potencial me membrana mas
negativo, llamado hiperpolarizacion. Los cambios del potencial de membrana
que no provocan la apertura de canales idénicos reciben el nombre de poten-
ciales electrotonicos, y se piensa que son respuestas pasivas de la membrana.
Las respuestas hiperpolarizantes son casi siempre pasivas, al igual que las pe-
quenas despolarizaciones. Sin embargo, cuando la despolarizacion se aproxima
a un nivel critico, conocido como voltaje de umbral Vy,, la célula responde
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activamente con la apertura de los canales i6nicos sensibles a voltaje, que en
el umbral produce un potencial de acciéon de todo o nada.

De los iones més comunes en ambos lados de la membrana, el Na*t, el Ca?*
y el C1~ estdn en mayor concentracion fuera de la célula, mientras que el KT
y los aniones organicos A~ estan en mayor concentracion dentro de la célula.

Cada célula tiene una membrana que separa los fluidos intra y extracelular,
los cuales tienen diferente composicién iénica. La membrana celular consiste
en una bicapa lipidica. Esta membrana es, por definicién, en términos eléctri-
cos, un capacitor, ya que separa las cargas [131].

Cada membrana bioldgica tiene una permeabilidad especifica que produ-
ce una comunicacién entre el medio intracelular y el medio extracelular. Las
membranas excitables tienen unas vias de comunicacion altamente especializa-
das que se encuentran en la bicapa lipidica. Estos canales son los responsables
del potencial de membrana, lo que puede explicarse si se aprecia que dichos
canales proveen un contacto fisico entre los fluidos delimitados por la mem-
brana, moviendo los iones de acuerdo a sus gradientes electroquimicos. En
equilibrio, el voltaje de la membrana puede describirse matematicamente co-
mo una funcion de las concentraciones iénicas, al integrar la ecuacion de elec-
trodifusién de Nernst-Planck. Debe considerarse que en las células excitables,
muchos de los iones no estan distribuidos en equilibrio, pero se encuentran en
una situacion de estado estable, la cual es mantenida por las bombas idénicas
que transportan iones en contra de sus gradientes electroquimicos, utilizando
energia de procesos metabdlicos [175].

La ecuacion diferencial de Nernst-Planck puede integrarse sélo si se asu-
men ciertas condiciones. La ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz, ampliamen-
te utilizada en biologia para describir el potencial de membrana, se deriva de
la ecuaciéon de Nernst-Planck con dos condiciones que se consideran para su
integracién. Primero, que el gradiente eléctrico a través de la membrana es
constante, y segundo, que los coeficientes de difusion de los iones en la mem-
brana son constantes.

Si reducimos la composicién iénica de los fluidos intra y extracelular a tres
iones significativos, Na®™, KT y Cl7, la ecuacién de Goldman-Hodgkin-Katz
para el potencial de la membrana es [90]

_ RT In PK[K]e + PNa[NCL]e + PC[[CZ]Z'
F PK[K]i—{—PNa[NCL]i—i—PCZ[Cl]e

Vin (3.19)
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donde los términos Py,, Px v P¢; son los coeficientes de permeabilidad
para el Nat, el K™ y el Cl7, respectivamente y representan caracteristicas
especificas de la membrana. Los corchetes indican las concentraciones iénicas
y los subindices i y e sirven para indicar si la concentracion es interna o
externa, respectivamente. R, T'y F' son la constante de los gases, temperatura
absoluta y constante de Faraday, respectivamente.

Las células excitables estan especializadas, ya que tienen vias de seleccién
idnica que permiten cambiar transitoriamente el voltaje de la membrana des-
de valores negativos de reposo (el interior negativo con respecto al exterior)
hasta valores positivos. Este proceso es llamado el potencial de accion. Las
caracteristicas del potencial de accién pueden describirse con el siguiente ex-
perimento. Si un pulso de corriente, pequeno y corto (estimulo), se pasa a
través de la membrana de una célula excitable y ese estimulo es mayor o igual
a un valor umbral, hay un cambio en el potencial de membrana (respuesta),
y la amplitud y el curso temporal de la respuesta son no lineales en relaciéon
al estimulo aplicado. Para pulsos que decrementan la magnitud del potencial
de membrana, hay un umbral sobre el cual la amplitud de la respuesta es casi
independiente de la amplitud del estimulo. Durante esta respuesta o potencial
de accioén, la resistencia de la membrana decrece drasticamente y cambian las
caracteristicas de permeabilidad de la membrana. En reposo, la membrana es
permeable a los iones de potasio y casi impermeable a los iones de sodio. En
este caso, el potencial de membrana, llamado potencial de reposo, se compor-
ta como un electrodo de potasio, y su valor puede aproximarse por la ecuaciéon
de Nernst

_RT[K],
Vi, = ?ln &,

En esta ecuacion, el coeficiente de permeabilidad de la ecuacion de Goldman-
Hodgkin-Katz se cancela, ya que el potencial esta definido exclusivamente por
el gradiente de K* a través de la membrana (los coeficientes de permeabili-
dad para los otros iones son iguales a cero). Dado que la concentracién de K™
es generalmente mas grande en el interior que en el exterior de la célula, el
potencial de membrana en reposo sera negativo.

Cuando la membrana de una célula excitable es estimulada, las propiedades
de selectividad cambian y experimentan un proceso ciclico. La membrana
pasa de ser muy selectiva al Kt a ser muy selectiva al Nat y vuelve a ser
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muy selectiva al K*. Cuando la membrana se torna muy selectiva al Na™, el
potencial de membrana se comporta como un electrodo de Na™ y en general
tiene un signo opuesto al del potencial de reposo, ya que los iones de Na+
estan distribuidos en los fluidos intra y extracelular de manera contraria a los
iones de K.

Los potenciales de acciéon, como el que se muestra en la figura 3.10 son el
resultado de los cambios que se presentan en la permeabilidad de las mem-
branas celulares, a diferentes iones, los cuales tienen diferentes potenciales
de equilibrio. El potencial de equilibrio se define como el potencial al cual el
gradiente quimico (concentracién iénica) cancela al gradiente eléctrico.

0-
=204

-40-

Vm [mV]

-604

-80 | | [ !
0 25 50 75 100

tiempo [ms]

Figura 3.10: Registro tipico de un potencial de accién. Modificado de: Avila-Pozos, R. et al. (2004).

3.5

Las corrientes de membrana

Las senales eléctricas en todos los animales, incluido el humano, son gene-
radas por el movimiento de iones KT, Na™, ClI~ y Ca®" [63, 75]. Estos iones
acarrean cargas positivas o negativas y fluyen de una parte del cuerpo a otra.
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En las células excitables , el movimiento de iones a través de la membrana,
resulta en cambios del potencial eléctrico de la membrana y esos cambios en
el potencial son las senales primarias que llevan mensajes biol6gicos de una
parte a otra de la célula, de una célula a otra y de una parte a otra del cuer-
po. En los sistemas biolégicos, los iones no estan uniformemente distribuidos.
Por ejemplo, la concentracién de iones de K+ dentro de las células de mu-
chas especies es mas alta que en el espacio extracelular. Tales diferencias en
la distribucién de iones resulta en gradientes de concentracién o potenciales
quimicos en los sistemas bioldgicos.

Dos importantes preguntas forman la base de muchas investigaciones en
las neurociencias: ;Qué tipo de canales i6nicos estan presentes en una neurona
en particular? ;Donde estan localizados?

Nat/Et/caZticl-

Nat /BT

I'-Ia+s"K+.-'“ gt
Nat/Et/cast/cl-

Figura 3.11: Distribucion heterogénea de los diferentes tipos de canales iénicos en soma, dendritas
y axon.

Los tipos de canales iénicos y su distribucion, determinan en gran medida
el comportamiento electrofisiolégico de una neurona. Los axones son elec-
trofisiolégicamente simples, comparados con otras partes de la neurona. El
principal papel del axén es conducir potenciales de accién de un punto a otro.
La mayoria de los canales presentes en el axén producen una corriente rapida
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entrante de Na™ que genera la despolarizacién del potencial de accién, y una
corriente retrasada saliente de K™ . La repolarizacién del potencial de accién
ocurre cuando se inactivan los canales de Na™ y fluye una corriente a través
de los canales de KT . En el soma, la cantidad de tipos de canales iénicos
es mayor. En esta regién de la neurona, se han medido corrientes de K, co-
rrientes de Na™, corrientes de Ca?" y corrientes de Cl~, que son generadas
por diferentes poblaciones de canales i6nicos [41, 39]. La figura 3.11, muestra
un ejemplo de la distribucién de canales idénicos en una neurona.

3.6

Descripcion de las corrientes de membrana

Cuando una célula excitable es despolarizada de su potencial de reposo
a un potencial cercano a 0 mV, por un repentino cambio en el potencial de
membrana usando la técnica de fijacién de voltaje, la corriente que fluye por
la membrana consiste de un transiente de corriente saliente (corriente positi-
va) extremadamente rapido, seguido por un transiente de corriente entrante
(corriente negativa) y, ligeramente retrasada, una corriente saliente (corriente
positiva) sostenida. Los cursos temporales de estas corrientes pueden apre-
ciarse en la figura 3.12.

Hodgkin y Huxley [72, 73, 74, 75, 76, 77], en sus articulos clasicos, iden-
tificaron las diferentes especies iénicas que originan la corriente total de la
membrana, al reemplazar el ion sodio del medio externo por colina, la cual no
atraviesa facilmente a la membrana. El transiente rapido de corriente saliente,
al inicio del pulso de voltaje, esta identificado con la carga de la capacitancia
de la membrana. La corriente entrante es generada por iones de Na™t, mientras
que la corriente saliente retrasada es atribuida a los iones de K™, los cuales se
encuentran en grandes concentraciones dentro de la célula. También ha sido
identificada una corriente lineal e independiente del tiempo y se le ha llamado
corriente de fuga .

Hodgkin y Huxley realizaron un estudio muy detallado de las corrientes de
Na® y KT en funcién del voltaje y el tiempo. Sus resultados fueron expresados
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Figura 3.12: Los componentes de la corriente de membrana en fijaciéon de voltaje . (a) pulso de
voltaje (potencial de membrana), (b) corriente capacitiva , (c) corriente de Na™, (d) corriente de
K™ y (e) corriente de fuga .

en términos matematicos en un conjunto de ecuaciones diferenciales ahora
llamadas ecuaciones de Hodgkin y Huzley.

Para una region de la membrana, la corriente total [, es la suma de la
corriente capacitiva I. y la corriente ionica [;. La capacitancia de la membrana
tiene dos componentes: uno que es dependiente del voltaje de la membrana
Cy(Vin) v otro que no depende del voltaje C,. De esta manera, la corriente

total esta dada por

I = [CoVia) + S 4 1 (3.21)

En la formulacién original de Hodgkin y Huxley, la capacitancia de la
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membrana estaba descrita por una constante C,,. Por lo tanto, la corriente
total estaba dada por

AV,
O+ (3.22)

La corriente ionica esta descrita como la suma de tres componentes

L =1In,+ I+ 11, (3.23)

donde Iy, es la corriente debida al los iones de sodio, Ix es la corriente
originada por los iones de potasio e I, es la corriente de fuga.

3.6.1

Descripcién de la corriente de sodio

La corriente entrante de Na™ es originada por despolarizaciones que abren
los canales de Na*t. La tetrodotoxina (TTX), una droga obtenida de un pez,
bloquea especificamente los canales de sodio. La TTX bloquea la corriente
que pasa a través de los canales de sodio. Se ha encontrado que la TTX,
en concentraciones bajas, decrementa la amplitud de la corriente de Na™ sin
afectar la cinética, sugiriendo que la droga esta bloqueando algunos canales
y otros no. La evidencia disponible [70, 71], indica que cada molécula de
TTX reacciona con un solo canal y esta propiedad ha sido utilizada para
controlar el nimero de canales activos en la superficie de la membrana. La
saxitonina (STX), tiene una accién similar sobre la corriente de Na*, aunque
su estructura es diferente.

La corrriente de Na™ producida por un pulso despolarizante tiene una fase
sigmoidal rapida, llamada activacion, y después una fase que decrece expo-
nencialmente, llamada inactivacién, mientras se mantiene la despolarizacion.
La cinética de la activacion y la inactivacion es dependiente del voltaje y por
lo tanto el potencial de la membrana tiene una doble accién en la corriente de
Na™. La inactivacién de la corriente de Nat durante una despolarizacion sos-
tenida puede prevenirse perfundiendo a la célula con la enzima pronasa. Bajo
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estas circunstancias, la corriente de Na™ s6lo se activa y puede observarse una
corriente entrante sostenida por varios milisegundos.

Si la despolarizacién se mantiene durante cientos de milisegundos, la co-
rriente de Na™ se inactiva por un proceso diferente llamado inactivacién lenta
de Na™. Este proceso no es bloqueado por la pronasa. Hodgkin y Huxley ex-
presaron la corriente de Na™ como un producto de la conductancia al sodio
gne v la diferencia de potencial V,,, — Vi,. Cuando se analizan los resultados
de experimentos con fijacion de voltaje, se ha encontrado que la méxima con-
ductancia de Na™ es una funcién sigmoidal del voltaje que satura a voltajes
muy positivos.

La conductancia al sodio gyg, es una funcién del voltaje y el tiempo. Hodg-
kin y Huxley dividieron la conductancia al Na™ en dos componentes: uno de
activacion y otro de inactivacion. Por simplicidad, se asume que estos com-
ponentes son completamente independientes; sin embargo, nuevas evidencias
indican que la inactivacion estd acoplada al proceso de activacién [6].

La conductancia al sodio gy,, segin Hodgkin y Huxley esta expresada de
la siguiente manera

GNa = Gngm°h (3.24)

donde gy, es la conductancia total méxima al Na®™ (es igual al nimero
de canales por la conductancia de un solo canal abierto), m? es una funcién
adimensional del tiempo y el voltaje, y representa la fraccion de los canales
que se encuentran en estado activado; 1 — h representa la fraccién de canales
que estan inactivados, por lo que h representa la fraccién de los canales que
no se encuentran en estado de inactivacion. m y h varian entre 0 y 1, como
se aprecia en la figura 3.13, y su razon de cambio esta dada por una ecuacion

diferencial ordinaria de primer orden, de la forma

dx

dt

donde x puede ser m o h. Las constantes a,, 0 o, y 5, 0 (5, son funciones

del voltaje de la membrana y adquieren nuevos valores instantaneamente ante
cambios en el potencial de membrana.

= (1 —x)ay — Bux (3.25)

Una interpretacion molecular de estas ecuaciones es que m es la fraccion
de hipotéticas particulas en la posiciéon correcta para abrir el canal de sodio;
m? indica que serfan tres estas particulas, y representa la fraccién de canales
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Figura 3.13: Curso temporal de los pardmetros de activacién e inactivacién. Las curvas muestran el
curso temporal de m, m3 y h, para un pulso de fijacién de voltaje de 60 mV de amplitud, desde un
potencial de reposo V. = —60 mV y con una duracién de 6 milisegundos.

activados. Por otra parte, 1 — h representa la fraccién de otro conjunto de
particulas en la posicién correcta para bloquear o inactivar los canales. El
producto m3h proporciona la fraccién de canales abiertos.

La corriente de sodio esta dada por la expresion

Ing = Gnam’h(Vin — Viva) (3.26)

Cuando la membrana es despolarizada repentinamente (inicio del pulso),
m se incrementa exponencialmente y h decrece también exponencialmente,
pero con una constante de tiempo mayor. El curso temporal de m? y h se
ilustran en la figura 3.13.

Si el pulso de voltaje se termina abruptamente (final del pulso) y se repola-
riza al potencial de reposo antes de que la inactivacion de los canales de sodio
haya reducido la corriente de Na™, puede observarse una corriente entrante
que decrece rapidamente (corriente de cola). Esta corriente fue interpretada
como una corriente de Nat que se presenta por el aumento del factor V;, — Vi,
y no cierra instantaneamente los canales al repolarizar. Esta corriente poste-
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riormente decrece, porque el parametro de activacion m regresa a su condicion
de reposo.

3.7

Corrientes de sodio

Dos corrientes de Na™t, funcionalmente distintas han sido registradas en
neuronas. Ambas corrientes son sensibles a TTX pero difieren en sus pro-
piedades de inactivacion. Estas corrientes son conocidas como Ing(rapida) €
INa(ientay Y € muestran en la figura 3.14. La corriente yq(,apida) €8 €sencial-
mente la corriente de Nat que es responsable del potencial de accién. Por otra
parte, la corriente Iyq(entq) €8 una corriente de Na™ que no se inactiva o que
se inactiva lentamente y juega un papel importante en el disparo repetitivo y
en el comportamiento subumbral de la célula. Es posible tener una corriente
subumbral o de no activacion a partir de la corriente Ing(rapida) Si las curvas
de ms ¥ hoo estéan recorridas una hacia la otra en el eje de voltaje, con lo
que se obtiene un traslape significativo de las dos curvas. Entonces Inq(enta)
podria llamarse corriente de ventana ya que en la region del traslape, ninguno
de los parametros, ms y hoo, €s igual a cero. Recuérdese que m,, es el valor
de la variable de activacién después de un periodo largo de tiempo.

3.7.1

Descripcién de la corriente de potasio

La corriente saliente retrasada de la figura 3.12, es atribuida a los iones
de potasio. Esta corriente de K tiene un retardo més largo y una subida
mas lenta que en la corriente de Na™. Para el caso de las fibras nerviosas, la
corriente de K* no presenta inactivacion. Sin embargo, en fibras musculares se
ha encontrado la existencia de una fase de inactivacién para esta corriente. La
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Figura 3.14: Corrientes de sodio. Al aplicar rampas de fijacién de voltaje se pueden obtener las
corrientes de sodio. a) Una rampa de 10 mV /seg puede evocar la corriente con pendiente negativa
debida a la inactivacién lenta de la corriente Inq(entq)- b) Una rampa rapida de 100 mV /seg activa
la corriente Inq(rapida), qQue €s una corriente entrante més grande. Modificada de: Johnston, D.
(1997).

descripcién formal de la corriente de KT, propuesta por Hodgkin y Huxley, es
muy similar a la descripcién de la corriente de Na™, excluyendo el pardmetro
de inactivacion y elevando el parametro de activacion a la cuarta potencia
para lograr el retardo pronunciado de la corriente de K. La expresion para
esta corriente esta dada por

I = G (Vi — Vi) (3.27)

donde todos los términos tienen significados analogos a los de la corriente
de Na™. El pardmetro n estd dado por la ecuacién diferencial 3.24, donde se
sustituye n por x. Vi, v Vi son los potenciales de equilibrio o inversién de so-
dio y potasio, respectivamente. El curso temporal del parametro de activacion
n, se presenta en la figura 3.15.

Hasta ahora no se ha encontrado una droga que bloquée la corriente de
K™ de manera selectiva como el TTX bloquea los canales de sodio. El tetra-
etilamonio (TEA), no tiene efecto cuando es aplicado fuera de la célula, pero
puede bloquear la corriente de K™ cuando es aplicado en el interior, afectando
su cinética al tapar un canal de potasio abierto [71]. El mismo mecanismo fue
propuesto para algunos derivados del TEA, los cuales producen bloqueo e in-
ducen un proceso parecido a la inactivacién de corriente de K*. Los efectos de
los compuestos derivados de TEA han sido demostrados también en el nodo
de Ranvier.
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Figura 3.15: Curso temporal del parametro de activaciéon de g, . Las curvas muestran el curso
temporal de n y n*, para un pulso de fijacién de voltaje de 60 mV de amplitud, desde un potencial
de reposo V. = —60 mV y con una duracién de 6 milisegundos.

3.8

Corrientes de potasio

La mayor cantidad de poblaciones de canales activados por voltaje, selec-
tivos para un ion en particular, puede ser de canales de K*. Existen al menos
cuatro tipos de corrientes de Kt activadas por voltaje, dos tipos de corrientes
de K* activadas por Ca?" y un tipo de corriente de K* activada por hiper-
polarizacién. Funcionalmente, las corrientes de K™ pueden dividirse en tres
clases: aquellas que contribuyen al potencial de reposo, aquellas que se acti-
van a potenciales subumbrales y aquellas que son activadas por potenciales
de accién y contribuyen a los pospotenciales y a los disparos repetitivos.
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3.8.1

Corrientes de K™ activadas por voltaje

3.8.1.1. Corriente del rectificador tardio Ixpr)

Esta corriente de rectificador tardio es similar a la descrita por Hodgkin
y Huxley. Esta corriente es sensible a altas concentraciones de TEA y puede
presentar inactivacion lenta dependiente de voltaje [88]. Esta corriente puede
ser descrita por la ecuacion

Ixpr) = M’ Mg (pr)(Vin — Vi) (3.28)
donde m y h dependen del voltaje y del tiempo.

3.8.1.2. Corriente transitoria [,

Esta corriente de KT es prominente en neuronas corticales. Si se aplica un
pulso de fijacién de voltaje de 100 milisegundos, esta corriente se activa entre
los primeros 5 y 10 milisegundos; se inactiva con una constante de tiempo de
20 a 30 milisegundos y puede separarse de I (pr) por substraccion. I (4) es
insensible a TEA, pero es bloqueada por 4-aminopiridina. Esta corriente par-
ticipa en las espigas de la repolarizacién y contribuye al potencial de reposo.
Una ecuacion para describir Ir(4) es

I (a) = mhG(ay(Vin — Vi) (3.29)

donde m y h dependen del voltaje y del tiempo.
Estas dos corrientes se muestran en la figura 3.16 [37].

3.8.1.3. Corriente de inactivacion tardia Ik (p)

Esta corriente es similar a la corriente tipo A, ya que se activa rapidamente
y se inactiva por completo. Sin embargo, esta corriente muestra una inacti-
vacién mas lenta; sus curvas de activacién e inactivacién son de 15 a 20 mV
mas negativas y es mds sensible a 4-aminopiridina. Ik (p) también es sensible
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Figura 3.16: Separacion de las corrientes de potasio. Al aplicar pulsos desde un potencial de manteni-
miento de -80 mV, se obtienen las corrientes I (pg) € Ik (4)- Cuando el potencial de mantenimiento
es de -40, solo se evoca la corriente I (pr), por lo que al sustraer estas dos corrientes obtenemos la
corriente transitoria I (4). Modificada de: Connor, J. A. (1971a).

a la dendrotoxina DTX. Sélo una porcién de esta corriente contribuye al po-
tencial de reposo y junto a la corriente tipo A contribuye a la espiga de la
repolarizacién [88].

3.8.2

Corrientes de K activadas por calcio

3.8.2.1. Corriente rdpida de K* activada por Ca’", Iy

Si se aplica un pulso de fijaciéon de voltaje, esta corriente se activa rapi-
damente, entre los dos primeros milisegundos, por la combinacién del Ca?* y
la despolarizacion. Se inactiva entre los 50 y 150 milisegundos posteriores a
la aplicacién del pulso de fijacién de voltaje, dependiendo del potencial de la
membrana. Esta corriente es muy sensible a TEA [6, 7] y en algunas neuronas
es bloqueada por Caribdotoxina. Los canales que generan esta corriente son
muy similares a los canales de Ca?" y probablemente participan en la espiga
de la repolarizacion y en los disparos repetitivos. Una ecuacién que describe
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a Ix(c) es

Iy = mysca)Frc)y(Vin — Vi) (3.30)

donde la variable de activacion m depende del voltaje, del tiempo y de la
concentracién de Ca?" intracelular.

3.8.2.2. Corriente post hiperpolarizacion Ik 4qp)

I (ampy €s una corriente muy pequena que es activada mas lentamente que
Ik (c), después de la entrada de Ca?*. Los canales que generan esta corriente
son, relativamente, insensibles al voltaje y no son bloqueados por TEA [6,
7]. Esta corriente genera una hiperpolarizacion lenta, después de un simple
potencial de accion. Esta corriente juega un papel importante en el disparo
repetitivo y es modulada por algunos neurotransmisores [14]. Se ha propuesto
que la cinética de activacion de esta corriente se deba a que estos canales
se encuentran alejados de los canales por los que entra Ca’*. Esta corriente
puede ser descrita como

Ixanpy = meadkanp)y(Vin — Vi) (3.31)

donde la variable de activacion m depende tnicamente de la concentraciéon
de Ca?* intracelular.

3.9

Corrientes de calcio

Las corrientes de Ca?" tienen similitudes y diferencias con las corrientes
de Na'. Son similares en que ambas son activadas por despolarizacién, ambas
son corrientes entrantes a potenciales de membrana normales y ambas tienen
el mismo grado de inactivacién. Son diferentes en que los canales de Ca?" son
selectivos para Ca?" y los canales de Na® son selectivos para Nat. Ademas,
el modelo eléctrico usado para describir las corrientes de Na™ y K™ no es
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aplicable a la corriente de Ca?t. La ecuacién general utilizada para describir
la corriente i6nica

i = gi(Vin = Vi) (3.32)

no representa adecuadamente la corriente de Ca’*. La corriente de Ca?*

de estado estable puede representarse con una ecuacién del tipo Goldman-

Hodgkin-Katz, la cual predice la rectificacién de la curva I-V para potenciales
despolarizantes

4F?_ [Ca*t];exp(2VF/RT) — [Ca*"],

Ico = Poo—V
Co = CRT exp(2VF/RT) — 1

donde Pg, es la permeabilidad al Ca’*, mientras que [Ca®']; y [Ca®*'],
son las concentraciones intra y extracelular de Ca?", respectivamente. La
concentracién de Ca?* intracelular en neuronas es del orden de 10~°. Este dato
es importante, ya que el calcio intracelular actia como segundo mensajero, y
cualquier incremento en la concentracién del Ca?* intracelular, afecta diversas
funciones celulares [26, 28, 99].

(3.33)
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Figura 3.17: Corrientes de calcio tipo L. Los ntimeros a la derecha de cada trazo de corriente
corresponden al pulso comando que generé cada corriente. Modificada de: Johnston, D. (1997).
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3.9.1

Corriente de calcio de alto umbral Ioy(r)

La corriente de Ca?* de alto umbral fue por muchos afios la principal co-
rriente de Ca?" medida. Sin embargo, en 1981 Llinds sugirié que debia existir
otra corriente de Ca?* cerca del reposo, lo cual se corroboré en 1984 con el tra-
bajo de Carbone y Lux, cuando establecieron la existencia de otra corriente
de Ca?" de bajo umbral. La corriente de Ca?t de alto umbral tiene pro-
piedades interesantes. Esta corriente se activa a potenciales despolarizantes
alejados del reposo, como puede verse en la figura 3.17, que muestra inac-
tivacién dependiente de la concentracién de Ca’?* intracelular, pero no del
voltaje, v es modulada por diferentes proteinas. Esta corriente es bloqueada
por muchos cationes divalentes, especialmente por Cd?>" en bajas concentra-
ciones [94]. También es bloqueada por dihidropiridinas [173], pero el bloqueo
es dependiente de voltaje ya que es mayor a potenciales mas despolarizantes.
La corriente de calcio de alto umbral puede ser representada por una ecuacion

del tipo Hodgkin y Huxley de la forma

Ieary = m*heal ooy (V) (3.34)

donde m es la variable de activacion que depende del tiempo y del voltaje,
v hcg es la variable de inactivacién que depende de la concentracién de Ca?*
intracelular, pero no del voltaje ni del tiempo.

3.9.2

Corriente de calcio de bajo umbral I¢y7)

La corriente de Ca®" de bajo umbral (figura 3.18) se activa a potenciales
cercanos al reposo. Esta corriente muestra una inactivacion con fuerte de-
pendencia del voltaje a potenciales despolarizantes y por lo tanto también es
conocida como corriente transitoria. Sus parametros de activacién e inactiva-
cién son similares a los descritos para la corriente rapida de Na™. La corriente
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de Ca?* de bajo umbral parece ser importante para el disparo espontdneo de
rafagas en las neuoronas y para la actividad subumbral ya que sélo presenta
una inactivacién parcial cerca del potencial de reposo. La corriente de Ca?*
de bajo umbral es insensible a las dihidropiridinas, pero es sensible al Ni** en
bajas concentraciones. Esta corriente puede ser representada por la ecuacion

Loy = m*hvIoar) (V) (3.35)

donde m es la variable de activacion que depende del voltaje y del tiempo
y hy es la variable de inactivacion que depende del voltaje y del tiempo, pero
no de la concentraciéon de Ca’* intracelular.

Bl —pegee e

Im 0.5 T ———
con Vh=-80 - e
.0

-0.2
Im 0.4
conVh=-60
-0.6 +
0.8 -
0.0 4
=02
Im

resultante —U-4 7
_06 4

-0.8 ~

Figura 3.18: Separacion de las corrientes de calcio de bajo y alto umbral. A partir de un potencial
de mantenimiento hiperpolarizante (Vh=-80), la corriente entrante presenta una inactivacién que
depende del volatje. Si se aplican pulsos desde Vh=-60, esa inactivacion no estd presente. La corriente
de calcio de bajo umbral se obtiene al restar las corrientes con Vh=-80 de las obtenidas con Vh=-60.
Modificada de: Johnston, D. (1997).
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3.9.3

Corriente de calcio de alto umbral Io,

Otra corriente de Ca®* la cual tiene propiedades intermedias entre las co-
rrientes tipo L y T', ha sido descrita en neuoronas [141]. Esta corriente se activa
a potenciales intermedios entre aquellos para los canales T' y L, y muestra una
inactivacion con baja dependencia del voltaje. Esta corriente muestra inacti-
vacién con cierta dependencia de Ca?" y es bloqueda por w-conotoxina-GVIA
y es modulada por varios neurotransmisores [145]. La funcién de este canal
es desconocida, pero puede ser parcialmente responsable de la liberacion de
transmisores en las terminales nerviosas. Esta corriente puede representarse
como

Ioav) = M*hvhealoan (V) (3.36)

donde m es la variable de activacion que depende del voltaje y del tiempo,
hy es la variable de inactivaciéon que depende del voltaje y del tiempo y
hcq es la variable de inactivaciéon que depende de la concentracién de Ca?*
intracelular.

3.9.4

Corriente de calcio tipo P [Ca( P)

Otro tipo de corriente de Ca?* de alto umbral se ha descrito en células ce-
rebrales de Purkinje [94]. La distribucién celular de los canales L, T, N y P no
es conocida. Una posibilidad es que los canales N y P sean responsables de la
liberacién rapida de transmisores como glutamato y GABA [43, 44, 58], y que
los canales L sean los responsables de la liberacién lenta de neurotransmisores
como las catecolaminas y los neuropéptidos.
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3.10

Estructura electrotonica de una neurona

Entender la estructura electroténica de una neurona, es critico para el en-
tendimiento de la funciéon neuronal y la integracion sinaptica. Las férmulas
para estimar la longitud electroténica de una neurona, basadas en el mo-
delo de cilindro equivalente han sido ampliamente utilizadas [80, 135, 136].
También se han presentado férmulas para neuronas cuya morfologia no pue-
de aproximarse mediante cilindros equivalentes [78, 45]. Se han publicado
férmulas apropiadas para dendritas estrechas y para uno o mas cilindros con
un soma. Sin embargo, los arboles dendriticos de algunas neuronas son muy
complejos para ser reducidos a estructuras simples. Para esas neuronas, se ne-
cesita un enfoque diferente para la estimacion de su estructura electrotonica
[79, 105, 132]. La estructura electroténica de una neurona puede especificarse
por el valor de algunos parametros. Un simple cilindro requiere sélo de cinco
parametros, mientras que estructuras mas complejas requieren de muchos mas
parametros. En el caso mas simple, en el que la neurona se puede representar
como un cilindro sellado en los extremos, la estructura electroténica esta com-
pletamente especificada por los valores de la resistividad de la membrana R,
(Qem?), la capacitancia de la membrana C,, (uF'/cm?), la resistividad intra-
celular R; (2cm) y la longitud [ y el didmetro del cilindro 2a. Si se agrega un
soma, se deben especificar dos parametros mas: el drea de la membrana del
soma A, y la resistividad de la membrana del soma R,,s (2cm?). En otros
trabajos se han evaluado algunos de estos modelos y se han comparado con
datos experimentales obtenidos en motoneuronas, neuronas piramidales, del
hipocampo y cocleares [152]. En este trabajo se evaltia uno de estos modelos
y se utilizan curvas de carga obtenidas en neuronas neurosecretoras.
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Figura 3.19: Representacion esquemaética de las propiedades pasivas de la membrana, donde ry, es
la resistencia de la membrana, ¢, es la capacitancia de la membrana, r; la resistencia intracelular,

T, la resistencia extracelular, [ la longitud y a es el didmetro de la neurona

3.10.1

Estimacion de las constantes de tiempo

La ecuacién diferencial parcial para la distribucion del potencial de mem-
brana pasiva en una célula nerviosa, cuya morfologia es como la mostrada en
la figura 3.19, estd dada por la ecuacién de cable [135], y se expresa de la

siguiente forma

oV oV
ox2 or 0

con V =V(X,T) y bajo las siguientes condiciones de frontera
v _
0x
v _
0xX

0 ’ para T > 0
X=0

0 ‘ para T >0
X=L

V(X,0) = F(X) para 0 < X <L

(3.37)

(3.38)

(3.39)

(3.40)

donde X = x/\y T = t/1,, con 7, = Ty,Cm, cOmo se muestra en la figura
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3.19.
Resolviendo la ecuacion diferencial 3.37, tenemos que una solucién es

V(X,T) = [Bysin(kX) + By cos(kX)]e” 1T+ (3.41)

con B; y By constantes. Con la condicién de frontera de la ecuacion 3.38
obtenemos que By = 0, y al usar la condicion establecida en la ecuacién 3.39,
tenemos

Bysin(kL) =0 (3.42)

Esta condicién se satisface cuando £ = 0, y también para valores de k tales
que kL es un multiplo de 7. Por lo tanto, tenemos una infinidad de raices
para la ecuaciéon 3.42, que representamos como

ky = "% nezt (3.43)

entonces la ecuacion 3.41 la podemos representar de la siguiente forma

V(X,T) = By cos(ky X e 1FIT (3.44)

Observe que para el caso n =0y k = 0, obtenemos

VX, T)=e T =et/m=¢t/mn (3.45)

El comportamiento del voltaje en la membrana pasiva (ecuacién 3.45) tam-
bién puede ser expresado como una suma de decaimientos exponenciales de
la forma

V =Coe /™ 4+ Cre7 /M 4 Che ™4 (3.46)

donde 7y = 7, representa la constante de tiempo de la membrana pasiva.

Para el caso en el que n > 0, se sigue que

V(X,T) = e (H0n/LAT (3.47)

y por lo tanto

_ (1 N (”_L”)Z) Tio - _Tin (3.48)
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con lo que

2
01y (n%) para algin n € Z* (3.49)

Tn

que es la ecuaciéon que empleamos para calcular la longitud electrotoénica a
partir de los resultados experimentales.

Puesto que la ecuacion 3.37 es una ecuacién lineal, cualquier combinacion
de las n distintas soluciones, también es una solucion de 3.37, por lo que
podemos hacer

. X 8
V(X,T) = Z B,, cos (%) e~ (L+(nm/D)IT (3.50)

n=0

Al utilizar la condicién 3.40, obtenemos la siguiente expresion

- X

F(X)=By+ Y B,cos (l> para 0< X < L (3.51)
n=1 L

Por al resultado de la Relacion de Ortogonalidad de ecuaciones diferenciales

parciales [64], obtenemos los valores de las constantes B,, las cuales estan

definidas como coeficientes de Fourier de la forma

By =1 [} F(X)dX

(3.52)
X
B, = 2fLF(X)COS (mrT) dX para n >0

3.10.2

Unién de un axoén y el soma

Consideremos ahora el caso de una neurona con soma y axon, como se
muestra en la figura 3.20. Sea X = 0 el punto donde un axén estd unido al
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soma. Sea este punto el origen de un cilindro de longitud finita, con termi-
nacion sellada en X = L. También podemos considerar a este cilindro como
un cilindro equivalente, el cual representa a un arbol dendritico completo, o
incluso varios arboles dendriticos [136].

Soia cEOTL

In RS

E; —— Oy

Figura 3.20: Representacion esquemaética de un axén mas soma, y su circuito eléctrico equivalente

Si aplicamos una corriente Ip en X = 0, entonces

Ip=1I,+1, (3.53)

donde I es la corriente que fluye en el soma, mientras que I. es la corriente
Y
que fluye en el axén. Estas dos corrientes estan definidas por

oV
I, = G, (V + 6_T> (3.54)

donde G representa la conductancia de la membrana del soma.
La corriente que fluye dentro del cilindro en X = 0 esta dada por

1 [ oV
L= <_5’_X> o (3.55)



72

La condicién de frontera en X = 0 se puede expresar como

(%) . = A7 [—[A + Gy <V + %)] (3.56)

Definamos p, como el cociente de la conductancia de entrada del cilindro a la
conductancia de la membrana del soma, expresado como
(1/Ar;)V,tanh(L)  tanh(L)
= = 3.57
P GV, G, (3:57)

donde V representa el valor de estado estable en X =0y

~ Vhcosh(L — X)

v
cosh(L)

(3.58)

es la solucién de estado estable en el cilindro.

Usando la expresion de p (ecuacion 3.57) y haciendo Ip = 0 en la ecuacién
3.56 tenemos

oV oV
Pax = <V + 8_T) tanh(L) en X =0 (3.59)

como la condicién que representa la unién del cilindro al soma durante el
decaimiento del potencial en la membrana pasiva.

3.10.3

Constantes de tiempo para cilindro con soma

Notemos que la ecuacién diferencial 3.37, es equivalente a la ecuacién 3.59.
Si reemplazamos el argumento, kX, por k(L — X) en la solucién dada por la
ecuacion 3.41, tendremos

V(X,T) = (Bysin(k(L — X)) + Bycos(k(L — X)))e T (3.60)
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La condicion de frontera 3.39 implica que B; = 0, y la condicién de frontera
3.59 nos da

pkBysin(kL) = (—k*Bycos(kL)) tanh(L) (3.61)

Observe que la igualdad 3.61 se satisface para £ = 0, y los valores de k£ que
son raices de la ecuacién

kcot(kL) = tar;lp( 5= A (3.62)

donde A es una constante positiva. De ahi que las constantes de tiempo pueden

ser expresadas como

To

Ty = T (3.63)

en donde k,, representa la n-ésima raiz de la ecuacion 3.62.

3.10.4

Constante de tiempo para fijacion de voltaje en X =0

Aqui el problema con valores de frontera difiere del que se propuso antes de las
ecuaciones 3.37-3.40 en que la condicién 3.38 es remplazada por V(0,7T) =V,

Probemos primero el caso para el cual V, = 0, es decir

V(0,T)=0 (3.64)

Este problema con valores de frontera es similar al anterior, salvo por una
condicién de frontera que se modificé. Entonces utilicemos la soluciéon del
problema dado por la ecuacion 3.41, la cual, bajo la condicion de frontera
3.64 nos da By = 0. Si aplicamos la condicién 3.39, se sigue que

kB cos(kL) =0 (3.65)
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Note que esta tltima ecuacién se satisface para kL = 7/2, y para valores de
la forma kL = (2n — 1)7/2 con n € Z*. Entonces se tienen una infinidad de
raices de la ecuacion 3.65, dadas por

2n — 1
ky = W(Z—L) nezt (3.66)
La solucién esta dada por
V(X,T) =" Bysin(k,X)exp ()7 (3.67)
1

donde k,, esta definido por la ecuacién 3.66 y los B, son los coeficientes de
Fourier, que se obtienen de la condicién 3.40, los cuales estan definidos como

2 [* ,
A, = Z/o F(X)sin(k,X)dX (3.68)

En este caso, las constantes de tiempo quedan expresadas como

Tm

1+ (20— 1)(x /20 (3:69)

donde n es un entero positivo.



Capitulo I

Metodologia general

4 - 1
Preparacion biologica

El estudio de la actividad neurosecretora se ha realizado en el sistema
6rgano X-gldndula sinusal (OX-GS) de los crustdceos, pues resulta ser un
modelo biolégico sencillo, que representa el comportamiento de estos sistemas.
Se han realizado estudios electrofisioldgicos en cangrejo [95, 125] y en acocil
Procambarus clarkii [56, 57, 127]. Para determinar si este comportamiento es
caracteristico del sistema OX-GS, se han realizado estudios bioquimicos en
acociles Procambarus clarkii, Procambarus bouvieri[82] y Orconectes limosus
[3, 4]. Por esta razon, es importante realizar un estudio comparativo de la
actividad eléctrica de las neuronas del 6rgano X en diferentes especies, a fin de
determinar si su comportamiento es particular para cada especie o representa
una generalizacion del sistema neurosecretor.

El sistema elegido para los estudios de fijacion de voltaje y registro intra-
celular, es el sistema OX-GS de los crustdceos. Este sistema contiene de 100
a 150 neuronas localizadas en la médula terminal del tallo ocular, y cuyos
axones corren distalmente hasta llegar a la glandula sinusal[11, 12, 87, 121].
La ilustracion de este sistema neurosecretor se presenta en la figura 3.1.

En los acociles Procambarus clarkii, el soma de las neuronas del érgano
X tiene un didmetro que varia entre 30 y 50 pum [84] y la longitud desde
el soma hasta la glandula sinusal varfa entre 1 y 2 mm [120]. En Cherax
quadricarinatus el diametro del soma de las neuronas del 6rgano X fue de

75
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Figura 4.1: Acocil Procambarus clarkii

54.2 4+ 7.1 pum, pero no inyectamos colorante para determinar la longitud
fisica de estas neuronas.

Los experimentos para estudiar el comportamiento eléctrico de este siste-
ma, se llevaron a cabo utilizando acociles adultos Procambarus clarkii (figura
4.1) y Cherax quadricarinatus (figura 4.2). Los acociles Procambarus clarkii
fueron adquiridos con un proveedor comercial y se mantuvieron a temperatu-
ra ambiente en la Planta Experimental de Produccion Acuicola DCBS de la
Universidad Auténoma Metropolitana - Iztapalapa, bajo condiciones de ali-
mentacién y limpieza controladas [109, 142]. Los acociles Cherax quadricari-
natus se obtuvieron en la Unidad Acuicola “El Compartidor”de El Higuerdn,
Morelos, y se mantuvieron a 28 °C [112] en las instalaciones de la Planta
Experimental de Produccién Acuicola DCBS de la Universidad Auténoma
Metropolitana - Iztapalapa, bajo las mismas condiciones de alimentacion y
limpieza controladas [109, 142]. Para la realizacion de este trabajo, sélo se
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Figura 4.2: Acocil Cheraz quadricarinatus.

utilizaron acociles machos, a los cuales se les aislé unicamente el tallo ocu-
lar derecho [69, 148]. Los experimentos se realizaron entre primavera y otono
[48]. Para los experimentos se eligieron acociles adultos: los Cherar quadrica-
rinatus contaban con edades entre 6 y 9 meses, mientras que los Procambarus
clarkii sélo se pudieron clasificar por su tamano y se eligieron aquellos de
talla > 10 cm. Todos los acociles se encontraban en el periodo intermuda,
y el aislamiento del tallo ocular se realiz6 entre las 10:00 y las 12:00 horas
[51, 53, 54]. Debe resaltarse que gracias a las condiciones experimentales en
que se encuentran los acociles en la Planta de Produccién Acuicola, el tejido
conectivo que rodea al ganglio 6ptico disminuye. Esto se debe a que bajo estas
condiciones, los animales de experimentacién tienen menos estrés, ademas de
que estan acostumbrado al manejo, a diferencia de lo que ocurre con animales
silvestres.

Una vez que se corta el tallo ocular, se deposita en una camara de diseccion
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Figura 4.3: Tallo ocular del acocil Procambarus clarkii. La barra corresponde a 1 cm.

que contiene una base de Sylgard para su facil sujecién y manipulaciéon. Una
vez aislado, se corta y se desprende el exoesqueleto que lo rodea y el tejido se
fija al Sylgard con minucias de acero (FST). Bajo el microscopio de diseccién,
la glandula sinusal se ve como un tejido iridiscente [120] en la superficie del
ganglio 6ptico, y el érgano X se distingue como un conglomerado de células
en la superficie opuesta a la glandula sinusal. Mediante una microdiseccion,
se remueven los musculos y tejido conectivo que rodea al tallo ocular, dejan-
do expuestas las estructuras que se ilustran en la figura 3.1. El o6rgano X,
la médula terminal y la glandula sinusal, son visibles bajo el microscopio de
diseccion, como se ilustra en las figuras 4.3 y 4.4. Una vez retirado el tejido co-
nectivo que cubre al 6rgano X, quedan expuestos los somas de estas neuronas.
En la figura 4.3, la regiéon mas blanca en el centro corresponde a la glandula
sinusal, y la regiéon a la izquierda corresponde al cuerpo hemielipsoidal, donde
se encuentra el 6rgano X. En la figura 4.4 la regién nacarada y alargada que
esta por abajo de la retina corresponde a la glandula sinusal, mientras que a
la derecha se pueden ver algunos somas del érgano X.

La preparacion biolégica es montada en la porcién central de una camara
de tres compartimentos, como la que se muestra en la figura 4.6, la cual
contiene solucién salina [62]. Los tres compartimentos estdn interconectados
y la solucién fluye desde un extremo y es succionada en el otro extremo a una
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Figura 4.4: Tallo ocular del acocil Cheraz quadricarinatus. La barra corresponde a 1 cm.

razén de 1 ml/min. La preparacién se fija mediante minucias de acero (FST)
en la poza central de la camara, y se deja en esta soluciéon por una hora,
antes de comenzar los registros experimentales. La perfusiéon continua ayuda
a retirar los restos de musculo y tejido conectivo que no lograron retirarse
con la microdiseccion. Durante los experimentos, la perfusion se mantiene
constante, sin que varie el nivel de la solucién en las pozas. En el momento de
los registros, se introduce un electrodo de tierra (Ag-AgCl WPI) en una de las
pozas, que fue previamente clorurado. La camara se coloca en un microscopio
binocular. Este microscopio esta junto a un micromanipulador, que junto con
el sistema de perfusién estan colocados sobre una mesa antivibratoria.

En los experimentos de fijacion de voltaje, antes de comenzar el registro,
se realiza una axotomia, con la finalidad de garantizar una buena fijacién del
voltaje en el soma.

En el caso de los acociles Cherax quadricarinatus, el tallo ocular es similar
al descrito en Procambarus clarkii. El procedimiento de diseccién es igual
al descrito anteriormente y se han encontrado diferencias en el tamano y la
distribucién de la glandula sinusal (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Esquemas del tallo ocular de los acociles Procambarus clarkii y Cherar quadricarinatus.

4.2

Soluciones

En los experimentos de registro intracelular, se utilizé solucion fisiologica,
con una composicién descrita en el cuadro 4.1 [168]. Se ajusté el pH a 7.4 con
NaOH.

Esta solucion se coloca en el sistema de perfusion y se llena la camara
de registro, manteniéndose el mismo nivel de solucion durante todo el ex-
perimento. La pipeta de registro se llena con KCIl a un concentracién de 3
M.

En los experimentos de fijacion de voltaje, se utiliz6 la misma solucion
extracelular, mientras que la pipeta de registro se llené con la solucién extra-
celular de bajo calcio, con las concentraciones mostradas en el cuadro 4.2. El
pH se ajusté a 7.2 con KOH.
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Figura 4.6: Camara para montar la preparacién biolégica. En la poza A se esta agregando solucién,
a una razén de 1 ml/min, mientras que en la poza C se estd succionando la solucién, teniendo un
sistema de perfusién continua. El tallo ocular se fija en la poza B.

NaCl | 198 mM
KCl | 54 mM
CaCly, | 13.5 mM
MgCly | 2.6 mM
HEPES | 10 mM

Cuadro 4.1: Solucién extracelular normal

Para los experimentos en donde se bloquearon canales de sodio, a la solu-
cion Vho normal se le agregd 0.5 uM de T'TX, en las concentraciones dadas en
el cuadro 4.3. El pH se ajusté a 7.4 con NaOH. Esta soluciéon se encuentra en
otro depdsito que también esta conectado al sistema de perfusion. El sistema
cuenta con una llave que permite cambiar de un depdsito a otro, por lo que
el nivel de la solucién no cambia durante el experimento, a pesar de realizar
el cambio de solucién.

EGTA 5 mM
KCl1 217 mM
CaCly | 0.25 mM
MgCl, 2 mM
HEPES | 10 mM

Cuadro 4.2: Solucién intracelular con bajo Ca?*
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NaCl | 198 mM
KCl 5.4 mM
CaCly | 13.5 mM
MgCly | 2.6 mM
HEPES | 10 mM
TTX 0.5 uM

Cuadro 4.3: Solucién extracelular normal + TTX
4 - 2 - 1

Experimentos con colagenasa

Cuando registramos las corrientes en neuronas de acociles Cheraz qua-
dricarinatus, notamos que su magnitud era menor que la observada en las
corrientes registradas en acociles Procambarus clarkii. Esto nos hizo pensar
que el tejido conectivo que rodea a las neuronas estaba presente en mayor
cantidad en el tallo ocular de los acociles Cherax quadricarinatus.

Para remover el tejido conectivo, decidimos utilizar una enzima. La cola-
genasa es una enzima que se deriva de la fermentacion del Clostridium his-
tolyticum y posee la caracteristica de digerir el coldgeno desnaturalizado y la
fibrina de los tejidos necroticos. Esto hace de la colagenasa un agente muy
efectivo para remover, de las lesiones dérmicas, los detritus y restos necréticos
de tejidos, fijados en las lesiones precisamente por fibras de colageno y ban-
das de fibrina, que dificultan su remocién por el proceso fisiolégico natural e
impiden el desarrollo de una cicatrizaciéon normal.

Preparamos una solucién que contiene 5.5 mg/ml de colagenasa I (Sigma)
y 0.5 mg/ml de albimina en solucién normal. Esta solucién se separé en tubos
Eppendorf y se conservé en refrigeracion. En cada prueba, se sumergio el tallo
ocular en el tubo con la solucién durante 15, 20 y 30 minutos [35], para deter-
minar cuanto tiempo dejar el tallo ocular en la solucién, de tal forma que se
obtuvieran los mejores resultados. Posteriormente, se lavé el tallo ocular con
solucién normal mas albimina, durante 5 minutos. Después del tratamiento
con la enzima, se realizo la diseccion conforme a la metodologia descrita an-
teriormente (n=16), y se realizaron experimentos de registro intracelular y de
fijacién de voltaje.
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4.3

Sistema de estimulacion y registro

Para la medicion del potencial de la membrana y la inyeccion de corriente
(técnica de registro intracelular) se empleé el sistema de un solo electrodo
Dagan 8100-1 (Dagan Corporation); los pulsos de estimulacién fueron gene-
rados con el Programa de Estimulacién y Adquisicién de Senales Eléctricas
Celulares (SEASEC) [169], y mediante una tarjeta PCI-MIO-16E-1 (Nacional
Instruments) aplicados a través del sistema de un solo electrodo (Dagan 8100-
1); el potencial de la membrana fue amplificado a través del mismo sistema y
posteriormente digitalizado con la misma tarjeta a 20 KHz. Los potenciales
de membrana fueron visualizados y guardados en una computadora personal
mediante el mismo programa SEASEC [169]. Antes de comenzar el registro
de los potenciales, se realiz6 el balance del puente, que consiste en eliminar
el voltaje generado por el microelectrodo. Realizar este balance es critico en
este sistema, pues de ello depende una medicion precisa del potencial trans-
membranal.

En los experimentos de fijacion de voltaje, para la medicion de las corrientes
idnicas, se utilizé el sistema de fijacion de voltaje y corriente construido en
el laboratorio de Biofisica del Departamento de Ingenieria Eléctrica de la
Universidad Auténoma Metropolitana - Iztapalapa. Este sistema cuenta con
los controles para ajustar el offset, compensar resistencia en serie, corriente
de fuga y capacitiva como los sistemas comerciales.

Para la medicién de las corrientes iénicas también se utilizé el AxoPatch
(Axon Instruments), una tarjeta DigiData 1200 (Axon Instruments) y para
generar los protocolos de estimulacion el programa pClamp (Axon Instru-
ments). Antes del registro de las corrientes se compensaron las corrientes de
fuga y capacitiva, y se compenso la resistencia en serie, mediante el mismo
AxoPatch.
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4.4

Pipetas

Las pipetas de registro intracelular se construyeron con capilares de bo-
rosilicato IB100F-3 OD/ID 1.0/0.58 mm (World Precision Instruments Inc.),
formadas en un estirador horizontal P-97 Flaming/Brown (Sutter Instruments
Co). Las pipetas se llenan con KCI 3 M, y una vez llenas se mide su resis-
tencia. La resistencia de estas pipetas estaba entre 40 y 60 M(). Las pipetas
empleadas para fijaciéon de voltaje se construyeron con capilares de borosili-
cato 1B150F-3 OD/ID 1.5/0.84 mm (WPI), con un estirador horizontal. Las
pipetas utilizadas en los experimentos de fijacion de voltaje se llenaron con

una solucién intracelular de bajo Ca™™, y una vez llenas se midié su resisten-
cia, que fue de 1 a 2 M.

4.5
Andlisis

El andlisis de los patrones de actividad eléctrica (tipos de patrones, frecuen-
cia entre espigas, frecuencia entre rafagas), de las corrientes iénicas (voltaje
de activacion, dependencia del voltaje), de las curvas de carga (pardametros
de ajuste a la ecuaciéon de Boltzmann), asi como la obtencién de todos los
parametros (resistencia de entrada, voltaje de umbral, amplitud de los poten-
ciales de accién) y las curvas corriente voltaje y de conductancia, se realizaron
con el programa Clampfit (Axon Instruments).



Capitulo 5

Resultados

5.1

Sistema de fijacion de voltaje

Como primera parte de los resultados, se evalué el comportamiento del
sistema de fijacién de voltaje y corriente. Siguiendo el diseno propuesto por
Hamill [65], se construyé en el laboratorio de Biofisica el sistema de fija-
cion de voltaje y corriente utilizado en este proyecto doctoral. El sistema se
construyé utilizando resistores de precision, y potenciémetros multivuelta. El
diagrama eléctrico del sistema de fijacion de voltaje y corriente se presenta
en la figura 5.1.

La evaluacién del sistema de fijacién se realizo utilizando un modelo eléctri-
co de membrana [176]. De esta manera se revisé la velocidad de fijacion, las
compensaciones de resistencia en serie, y la cancelacion de las corrientes de
fuga y capacitiva. Esta evaluacion permite garantizar la reproduccon, en la
preparacion bioldgica, de los resultados reportados en la literatura especiali-
zada.

La figura 5.2 muestra la cancelacién de la corriente de fuga. El sistema
permite modificar la corriente durante la aplicacién del pulso de fijacion de
voltaje. Esta cancelacion permite restar la corriente lineal que puede estar
enmascarando a las corrientes idnicas que son las de interés en el registro. La
figura 5.2a muestra la corriente evocada con un pulso de voltaje, y durante
la duraciéon de pulso puede verse una corriente puramente resistiva, de la
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y corriente.

Figura 5.1: Diagrama eléctrico del sistema de fijacién de voltaje
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forma V,,/R. La figura 5.2b ilustra un trazo de corriente, donde el tnico
valor diferente de cero es el de la corriente capacitiva , lo que muestra que
la corriente de fuga ha sido eliminada. Esta cancelaciéon es muy importante,
sobre todo si la corriente de fuga es de gran magnitud.

a0 a4
254 254
B =3
=AE - AT —
= g
= =
=251 =254
-ED T T T T 1 -5|:| T T T T 1
0 1a 20 30 40 a0 1] 10 20 30 40 a0
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a b

Figura 5.2: Cancelacién de la corriente de fuga, utilizando un modelo de membrana. a) Sin cance-
lacién. b) Corriente de fuga cancelada.

Otra caracteristica importante del sistema de fijacion de voltaje y corrien-
te utilizado, es que permite la cancelaciéon de la corriente capacitiva , como
se ilustra en la figura 5.3. La figura 5.3a muestra un trazo de corriente evo-
cado al aplicar un pulso de voltaje. Puesto que el pulso de voltaje cambia

abruptamente desde un valor hasta otro, el valor de C,,,—— tiende a ser muy

grande, por lo que las espigas de corriente capacitiva son de gran tamano.
La figura 5.3b presenta un trazo de corriente similar al anterior, el el cual los
transitorios capacitivos han disminuido en magnitud, lo que ilustra la manera
en la que el equipo esté cancelando la corriente capacitiva .

Para una mejor eliminacién de los transitorios capacitivos y para una re-
ducciéon del ruido inherente al registro de senales pequenas, se utlilizé un
protocolo de pulsos promediados y escalados. Si el estimulo de fijacién de
voltaje es de 40 mV o A, previamente se aplican 5 pulsos negativos de igual
duracion, pero de 10 mV de amplitud o A/k. Esos 5 pulsos se promedian y el
resultado se multiplica por 4 (en este caso) o por k. Al finalizar, se realiza la
suma y se obtiene la corriente iénica, libre de corrientes capacitiva y de fuga,
asi como con menor ruido. En la figura 5.4a se muestra la corriente provocada
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Figura 5.3: Cancelacién de la corriente capacitiva utilizando un modelo de membrana. a) Sin can-
celar, b) corriente capacitiva cancelada.

por un pulso negativo de 10 mV de amplitud. Observe el nivel de ruido de la
corriente.

En la figura 5.4b se presenta el promedio de 5 trazos de corriente generados
al aplicar un pulso negativo de 10 mV de amplitud. Este trazo resultante se
utiliza para la cancelacion de las corrientes capacitivas y de fuga, de manera
adicional a los controles analdgicos de cancelacién con los que cuenta el equipo.

Para realizar esta cancelacion con estos prepulsos, se requiere sumar el pul-
so promediado, multiplicado por el factor correspondiente al pulso comando
positivo. En la figura 5.4 no se presenta la suma de estas dos corrientes.

El sistema de registro puede trabajar también en fijacién de corriente, y
para ello cuenta con un control que permite cambiar, durante el experimento,
de fijacion de voltaje a fijacién de corriente. Esto permite registrar tanto las
corrientes que fluyen a través de la membrana, como el voltaje de membrana,
sin necesidad de utilizar otro electrodo. Un registro de fijacion de corriente se
presenta en la figura 5.5. Se aplican pulsos cuadrados de corriente y se registra
el voltaje de la membrana. Un protocolo tipico consiste en aplicar pulsos de
corriente, partiendo de un valor de corriente e ir incrementando hasta cierto
valor.

La parte superior de la figura 5.5 muestra el protocolo de ocho pulsos de
corriente aplicados, comenzando con 1 nA y con incrementos de 1 nA, todos
con duracion de 20 milisegundos. La parte inferior de la figura 5.5 muestra el
potencial registrado cuando el sistema se encuentra en fijaciéon de corriente.
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Figura 5.4: Protocolo de pulsos promediados y escalados. a) Corriente total y b) Suma de la corriente
total con el promedio de los prepulsos, escalados adecuadamente. No se ha cancelado analégicamente
la corriente capacitiva .

El potencial tiene la forma observada en un circuito RC', como esperabamos,
puesto que para estas pruebas de evaluaciéon solo utilizamos el modelo de
membrana con resistores y capacitores.

5.2

Sistema de estimulacion y adquisicion de senales eléctricas
celulares

En el desarrollo de este trabajo, también se utilizé y validé un programa
de estimulacién y adquisicion de senales bioeléctricas, SEASEC (software de
estimulacién y adquisicién de senales eléctricas celulares [169].

Inicialmente se empled el amplificador Axopatch (Axon Instruments) en
la configuracién de Fijacién de Corriente, por lo cual se introdujeron en la
secciéon “Pardmetros del Amplificador” (ver apéndice) las caracteristicas del
equipo y posteriormente se conecté el modelo eléctrico de membrana. La fi-
gura 5.6 muestra un registro tipico de estimulaciéon con pulsos rectangulares
de Fijacién de Corriente (Estimulacién) y los cambios en el potencial indu-
cidos (Adquisicién). En este caso, se ha seleccionado el Segmento 2 para la
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Figura 5.5: Evaluacién del equipo durante un experimento de fijaciéon de corriente, utilizando un
modelo eléctrico de membrana. Se aplicaron estimulos de corriente a partir de 1 nA, con incrementos
de 1 nA y 20 ms de duracién.

generacion de los pulsos de estimulacién.

En la grafica de la derecha (Fig. 5.6b), se puede apreciar la adquisicién
sincrona de las respuestas a los estimulos, consistente en cambios en el poten-
cial por la corriente aplicada. Esta caracteristica es muy importante, puesto
que anteriormente haciamos la adquisicion de un registro por cada pulso,
lo cual implicaba mucho trabajo para realizar el andlisis, ya que primero
teniamos que reunir la informacion de todos los pulsos aplicados para des-
pués realizar el analisis. Con este programa, generamos un solo archivo para
el mismo protocolo, sin importar el nimero de pulsos que se apliquen.

Durante un experimento de fijacién de corriente, cuando se termina la
secuencia programada de generacion de estimulo-adquisicion de respuesta, el
usuario puede almacenar los datos de las senales adquiridas para su lectura
en cualquier momento. El SEASEC permite la lectura rapida de los archivos
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Figura 5.6: Protocolo de fijacién de corriente generado con el SEASEC. La figura (a) presenta el
protocolo de pulsos, mientras que la parte (b) presenta la respuesta del modelo, obtenida al aplicar
los pulsos de corriente.

de datos de fijacién de voltaje o de corriente. Al abrir el archivo de datos
se muestran los trazos adquiridos y el software permite un analisis general
de ellos, como medicion de la magnitud y tiempo, empleando cursores con
amplificacién de segmentos de la senal.

Si el archivo de datos se almacena en cdédigo ASCII, este puede ser abierto
mediante programas de proposito general para el andlisis y graficacion de las
senales. La figura 5.6 muestra un archivo generado y guardado por el SEASEC
que posteriormente fue abierto con un programa comercial de uso general. La
base de datos del archivo conserva los valores y unidades reales de los pulsos
de estimulacién y de las senales adquiridas.

Posteriormente, la evaluacion del SEASEC con la técnica de Fijacion de
Corriente se llevo a cabo en un experimento real, en la cual se inyect6 corriente
a una neurona para observar los cambios en el potencial de membrana. El
SEASEC genera los pulsos que se aplican a través del amplificador Dagan
8100-1 (Dagan Corporation). La figura 5.7 se obtuvo sin el modelo eléctrico
de la membrana, y en su lugar se empled un microelectrodo que fue insertado
en una neurona para inyectarle pulsos rectangulares de Fijacién de Corriente y
observar los cambios asociados en el potencial de membrana de la neurona. La
corriente negativa hiperpolariza la neurona y la corriente positiva de magnitud
mayor desencadena espigas de potenciales de accién [11, 122].

También se evalué el SEASEC en la configuracién de Fijaciéon de Voltaje,
inicialmente mediante el modelo eléctrico de la membrana celular. En este
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Figura 5.7: Evaluacién del SEASEC en fijacion de corriente durante un experimento con una neurona
de érgano X de acocil. Los pulsos se aplicaron a través de un amplificador de un solo electrodo
Dagan 8100-1 (Dagan Corporation). La grafica superior muestra el protocolo de pulsos aplicados,
mientras que la grafica inferior muestra el voltaje de la membrana. El color del trazo del potencial
de membrana, estd asociado al color del pulso aplicado.

caso se producen estimulos de voltaje que se aplican a través del Axo Patch y
se registran las corrientes asociadas. En la figura 5.8 se presentan seis pulsos
rectangulares de Fijacién de Voltaje iniciando en 0 mV de amplitud y con un
incrementos de 20 mV en cada trazo; en esta figura también se muestran las
corrientes asociadas a cada estimulo. El programa produce el cambio en las
unidades de manera automatica al pasar a ésta técnica de registro.

Para destacar la versatilidad del SEASEC se presenta un protocolo de
pulsos comunmente utilizado en la técnica de fijacién de voltaje (figura 5.9)
tanto para la caracterizacion de las corrientes idonicas, asi como para la ob-
tencién del potencial de inversion de la corriente de cola, curso temporal de
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Figura 5.8: Evaluacion del SEASEC usando la técnica de fijacién de voltaje. Se aplican pulsos de
fijacion de voltaje a un modelo de membrana celular y se registran las corrientes asociadas a cada
pulso de estimulacién.

la corriente de cola, etc. Este protocolo de pulsos consiste en aplicar el mismo
potencial despolarizante para todos los pulsos, pero en el segmento final, el
voltaje puede ser hiperpolarizante o despolarizante. Esto significa que, a dife-
rencia de los protocolos mostrados anteriormente, el segmento final no regresa
al potencial del segmento inicial, sino que ahi es donde se haran diferentes los
pulsos. La figura 5.9 muestra la respuesta del modelo de membrana ante un
protocolo de pulsos como el descrito anteriormente. Se puede apreciar cémo
los dos primeros segmentos de la corriente son iguales, y solamente cambia la
magnitud de la corriente asociada al tercer segmento de estimulacién

El otro tipo de senal frecuentemente empleado para la caracterizacion de
los canales i6nicos es el de rampas de Fijacion del Voltaje. En la figura 5.10 se
muestran dos rampas generadas y las respuestas adquiridas con el SEASEC,
en donde el voltaje inicial, el voltaje final y la pendiente son diferentes. En
la senal de corriente se observan espigas al inicio y final de las rampas; éstos
transitorios corresponden a corrientes capacitivas que no se compensaron con
el sistema de compensacion de capacitancias parasitas del amplificador.

Un aspecto importante de la adquisicién de senales electrofisiologicas a
nivel celular, es la posibilidad de contar con un software para procesar y rea-
lizar un analisis exhaustivo de las senales adquiridas. Existe un paquete de
computo ampliamente utilizado para estos propositos (Clampfit de Axon Ins-
truments), por lo cual consideramos importante que el SEASEC permitiera
almacenar los datos en binario en un formato totalmente compatible con éste
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Figura 5.9: Evaluacién del SEASEC con un protocolo de pulsos, en donde todos inician en el
mismo potencial y todos cambian al mismo valor despolarizante. La diferencia en los pulsos esta en
el segmento final, que va cambiando desde valores hiperpolarizantes, hasta valores despolarizantes.
Este protocolo permite caracterizar una parte de las corrientes idnicas, tal como la llamada corriente
de cola.

programa. En la figura 5.11 se muestran los registros de los cambios en el po-
tencial de membrana de una neurona por la inyeccion de pulsos rectangulares
de corriente de polaridad negativa y positiva. Los datos fueron almacenados
y el archivo fue abierto por el programa de analisis comercial.

5.3

Registro del potencial de membrana en acociles Procambarus
clarkir y Cherax quadricarinatus

En los experimentos realizados, se utilizé uinicamente el tallo ocular dere-
cho. La neuronas empleadas en este trabajo, estan distribuidas en la region
mas expuesta del organo X, de la seccién superior de la médula terminal
(regién indicada por las flechas), como se ilustra en la figura 5.12.

Con la técnica de registro intracelular se realizaron experimentos control
en ambas especies, que consistieron en registrar la actividad eléctrica en neu-
ronas intactas, en neuronas axotomizadas y en presencia de un bloqueador de
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Figura 5.10: Evaluacién del SEASEC con un protocolo de rampas de fijacién de voltaje. El programa
permite la generacion de rampas de diferente pendiente.

canales de sodio (TTX). El propésito de esta maniobra es verificar que en el
soma se originan los potenciales de accion. Si se axotomiza, solo se presenta
el potencial de accién en respuesta a la inyeccion de corriente, pero no hay
propagacién. Si se agrega TTX, se bloquean los canales de potasio, por lo
que no hay generacion de potencial de accién. Los resultados se muestran en
las figuras 5.13 y 5.14. En la figura 5.13 aparecen los registros realizados en
acociles Procambarus clarkii, mientras que la figura 5.14 presenta los registros
obtenidos en acociles Cherax quadricarinatus. En ambas figuras, la grafica de
la izquierda presenta el experimento control realizado con solucion extracelu-
lar normal en una neurona intacta, y puede apreciarse la actividad eléctrica
generada al aplicar un estimulo de corriente. En gréafica central, se muestra
el efecto de la axotomia distal sobre los potenciales de accién, mientras que
en la gréfica de la derecha se presenta el efecto de la tetrodotoxina (0.5 M)
TTX sobre los potenciales de accion. Estos experimentos nos permitieron ve-
rificar en ambas especies, que las neuronas de la capa superficial responden
con potenciales de accién a pulsos de corriente; cuando se realiza la axotomia
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Figura 5.11: Registros de potencial de membrana guardados mediante el SEASEC y deplegados en
Clampfit. Esta figura ilustra la compatibilidad del SEASEC con el programa utilizado para gran
parte del andlisis de las corrientes y de los patrones de actividad eléctrica.

distal solo se puede ver la primera espiga, al igual que cuando se agrega TTX
en la solucion extracelular, lo que da informacién acerca del sitio en donde
se inician los potenciales de accién [6, 41]. En los experimentos con TTX, la
espiga inicial se debe a iones de calcio, los que generan una corriente entrante,
que provocan el cambio que se aprecia en el potencial de la membrana.

Estos experimentos fueron muy importantes, porque nos permitieron re-
producir resultados reportados en acociles Procambarus clarkii [127], y obte-
ner nuestros primeros registros de potencial de membrana y potenciales de
accion en neuronas de érgano X de acociles Cherar quadricarinatus. Estos
experimentos también nos ayudaron a determinar que las neuronas que no
se encuentran en la capa superficial del érgano X de Cherax quadricarina-
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Figura 5.12: Esquema del tallo ocular y una amplicacién del érgano X. Las flechas indican la regién
donde se encuentran las neuronas registradas en este trabajo.
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Figura 5.13: Registros del potencial de membrana en neuronas del 6rgano X en acociles Procambarus
clarkii. La grafica de la izquierda muestra el registro en una neurona intacta, la grafica central
muestra el registro en una neurona axotomizada y la grafica de la derecha muestra un registro
hecho al agregar TTX (0.5 uM) en la solucién extracelular.

tus, tienen un potencial de reposo V, = —63 + 7.4 mV (media £+ desviacién
estandar), pero no presentan potenciales de acciéon cuando se inyecta corriente
despolarizante [16], como ya habia sido reportado para Procambarus clarkii
[127]. Pudimos comprobar que estas neuronas de acociles Cheraz quadricari-
natus tienen canales de Na™ que son bloqueados por TTX, como ocurre en
las neuronas peptidérgicas del acocil Procambarus clarkii. También pudimos
comparar el efecto de la axotomia sobre los potenciales. Tal como se habia
reportado en Procambarus clarkii, al axotomizar estas neuronas, si se aplica
un pulso de corriente en el soma de la neurona, se presenta sélo una espiga
de potencial de accion, lo que sugiere que es en el soma donde se origina el
potencial de accion.
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Figura 5.14: Registros del potencial de membrana en neuronas del 6rgano X en acociles Cherax
quadricarinatus. La grafica de la izquierda presenta el registro en una neurona intacta, la grafica
central presenta el registro en una neurona axotomizada y la grafica de la derecha presenta un
registro realizado al aplicar TTX (0.5 uM) en la solucién extracelular.
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5.4

Estructura electrotonica en acociles Procambarus clarkii y
Cheraz quadricarinatus

La parte transitoria del voltaje de la membrana registrado como respuesta
a la inyeccién de corriente hiperpolarizante, puede expresarse como una suma
de exponenciales decrecientes

Vinlt) =) Aje !/ (5.1)
1=0

donde las 7; son las llamadas constantes de tiempo de la membrana pasiva
y A; son constantes. Los valores de estas constantes de tiempo se obtienen a
partir de los resultados experimentales. Generalmente sélo los primeros dos
términos 7y y 71 son importantes para la interpretacion de los resultados ex-
perimentales [16, 136, 137]. Las figuras 5.15 y 5.16 muestran un protocolo
tipico para el registro de la actividad eléctrica de neuronas silentes de acoci-
les Procambarus clarkii y Cheraz quadricarinatus respectivamente. Cuando se
aplican pulsos de corriente despolarizantes, las neuronas responden con poten-
ciales de accién. Cuando se inyecta una pequena corriente hiperpolarizante, la
respuesta de las neuronas corresponde unicamente a las propiedades lineales
ya que al aplicar una corriente hiperpolarizante suficientemente pequena, se
evita la presencia de conductancias activas [40]. Una prueba de esto, consis-
tié en aplicar un pulso despolarizante de amplitud A, y una serie de pulsos
hiperpolarizantes, de amplitudes kA (k € Z). Al realizar la resta del pulso
hiperpolarizante con la version escalada del pulso despolarizante, el potencial
resultante es cero, lo que nos permite suponer que los pulsos hiperpolarizantes
solo evocan la respuesta lineal.

Usando estos protocolos, podemos calcular la resistencia de entrada al me-
dir la parte lineal del voltaje, en respuesta a los pulsos constantes de corriente.
En las figuras 5.15 y 5.16, se presenta la respuesta de las neuronas tinicamen-
te a los pulsos hiperpolarizantes, pero en ambos casos, se aplicaron también
pulsos despolarizantes para evocar potenciales de accién (no mostrados en la
figura) y tener la certeza de que se estaban registrando neuronas que respon-
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den con potenciales de accion a la inyeccion de corriente.
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Figura 5.15: Registros obtenidos con un protocolo para determinar propiedades lineales en neruonas
del 6rgano X de acociles Procambarus clarkii. No se presentan los trazos del potencial de membrana
ante pulsos despolarizantes.

Para obtener las curvas de carga se utiliza tinicamente la parte transitoria
del registro de voltaje. Al inyectar una corriente de -0.1 nA de amplitud, se
obtienen las curvas de carga mostradas en las figuras 5.17 y 5.18. En ambos
casos tomamos los primeros 50 milisegundos posteriores al inicio del pequeno
pulso hiperpolarizante; los circulos corresponden a los datos experimentales
de los registros presentados en las figuras 5.15 y 5.16, mientras que las lineas
continuas describen un comportamiento como el propuesto en la ecuacion
5.1. Estas curvas se obtuvieron con el programa Clampfit, al ajustar los datos
experimentales a una expresién de la forma mostrada en la ecuacion 5.1, con
, = 0, 1.. Los valores de las constantes de tiempo se presentan en el cuadro
5.1.

Para un cilindro con ambos extremos sellados, y para una longitud elec-
troténica L = [/ donde A es la constante espacial y estd definida como

[ aR,,
A_Z_HZRZ‘ (5.2)

las constantes de tiempo estan dadas por la expresion

70

1+ (nr/L) (5:3)

Ty =
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Figura 5.16: Registros obtenidos con un protocolo para determinar propiedades lineales en neruo-
nas del érgano X de acociles Cherax quadricarinatus. No se muestran los trazos del potencial de
membrana ante pulsos despolarizantes.

por lo que, en términos de los datos experimentales que corresponden a
los ajustes mostrados en las figuras 5.17 y 5.18, se puede calcular la longitud
electroténica a partir de la expresion

1

L=mn (5.4)

Esta expresion establece la relacion entre las ecuaciones 5.2 y 5.4, que
involucra las mediciones experimentales con el modelo matematico que define
a la longitud electroténica.

En el cuadro 5.1 se resumen los valores de 7y y 71, obtenidos al realizar un
ajuste a los datos experimentales. A partir de estas constantes se calcul6 la
longitud electrotonica utilizando la ecuacién 5.4. En el cuadro 5.1 se resumen
los valores de las constantes de tiempo (media £ desviacion estandar), la resis-
tencia de entrada (media + desviacién estandar), calculada como la relacién
entre el voltaje registrado y la corriente aplicada, y la longitud electroténica
(media + desviacion estandar).

Para un cilindro con soma, las constantes de tiempo son [135]

70

S 5.5
! 14+ k2 (5:5)
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Figura 5.17: Curva de carga obtenida al ajustar con dos exponenciales los datos experimentales al
aplicar un pulso hiperpolarizante en una neurona del érgano X del acocil Procambarus clarkii.

| 7o [ms] | 71 [ms] | R.[MQ] | L
P clarkii n=36 | 29.9943 4+ 0.5806 | 1.9364 &+ 0.0868 | 92.4 4+ 23.2 | 0.8253 4+ 0.1311
Cherar ¢ n=121 | 18.3511 4+ 1.2032 | 4.3900 + 1.0849 | 56.46 4+ 17.2 | 1.7616 + 0.4726

Cuadro 5.1: Longitudes electrotonicas relacionadas con las constantes de tiempo obtenidas al ajustar
los resultados experimentales.

donde las k,, son las soluciones de la ecuacion

—pL
tanh (K, L)

donde p es la relacion entre la conductancia de entrada del cilindro y la
conductancia de la membrana del soma. Como en estas neuronas no hay
dominio dendritico (p — 0), ni desvanecimiento de la admitancia del soma
(p — o0), la longitud electroténica se puede calcular como

k., L cot(k,L) = (5.6)

(5.7)

Para calcular la resistencia de entrada, se considera el voltaje de estado
estable, y a partir de la relacién corriente voltaje de los datos mostrados en
las figuras 5.15 y 5.16, se obtiene el valor de la resistencia de entrada R..

La longitud electroténica se calcula a partir de las ecuaciones 5.4 y 5.7,
para una neurona axotomizada e intacta, respectivamente.
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Figura 5.18: Curva de carga obtenida al ajustar con dos exponenciales los datos experimentales al
aplicar un pulso hiperpolarizante en una neurona del 6rgano X del acocil Cheraz quadricarinatus.

intactas axotomizadas

Re [mQ)] 96.13 + 3.373 74.72 + 1.68
To 62.31 £ 8.901 221.3 £+ 3.97

T 8.32 £ 1.322 8.26 + 4.02

L 1.1758 £ 0.5 (p = 10) 0.6188 £ 0.09

Cuadro 5.2: Propiedades lineales en neuronas intactas y axotomizadas.

Las resistencias de entrada son estadisticamente diferentes (p < 0.001) y
las longitudes electroténicas también resultaron estadisticamente diferentes
(p < 0.001). Si el valor de la relacién entre las conductancias del cilindro y
del soma es p = 1, entonces la longitud electrotéonica para la neurona intacta
es L = 0.8720 £ 0.31, y aun en este caso, las longitudes electroténicas de las
neuronas intactas y axotomizadas siguen siendo estadisticamente diferentes

(p < 0.001).

El cuadro 5.2 sintetiza los resultados en neuronas intactas y axotomizadas
de acocil Cherax quadricarinatus. Se incluye la resistencia de entrada, las
constantes de tiempo mas significativas y la longitud electroténica, es decir,
propiedades lineales.
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5.5

Patrones de actividad eléctrica en acociles Procambarus clarkii

Usando la técnica de registro intracelular se obtuvieron patrones de acti-
vidad eléctrica del soma, similares a los descritos anteriormente en acociles
Procambarus clarkii, con la particularidad de que nosotros solo hemos registra-
mos en el tallo derecho. En acociles Procambarus clarkii se han encontrado
diferentes patrones de actividad eléctrica: neuronas que responden al esti-
mularlas con corriente, llamadas células silentes que disparan potenciales de
accién en respuesta a la inyeccion de corriente, como se muestra el la figura
5.19a. Para estas neuronas, el potencial de reposo fue de -64 &= 8 mV y la
resistencia de entrada fue de 92.4 £ 23.2 MQ (n=34). También se registraron
neuronas que disparan de manera espontanea potenciales de accién, llamadas
células tonicamente activas (n=24) y cuya actividad se presenta en la figu-
ra 5.19b, y neuronas que disparan rafagas de potenciales de accién (n=6).
Dentro de este tipo de neuronas, en esta especie se han reportado tres casos
de réafagas diferentes [127]. Nosotros obtuvimos dos patrones de actividad en
rafagas: rafagas de potenciales de accién que regresan al potencial de reposo

(figura 5.19c y réfagas de potenciales montadas sobre una meseta de voltaje
(figura 5.19d.

5.6

Patrones de actividad eléctrica en acociles Cheraz
quadricarinatus

Las neuronas utilizadas para la realizacion de este trabajo, son las que se
encuentran en la capa més superficial, cuyos somas son visibles bajo el micros-
copio. En las neuronas cuyos somas no son visibles y que se encuentran mas
alla de esa capa superficial, se lograron registros que no presentan potenciales
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Figura 5.19: a) Actividad eléctrica de una neurona silente, en respuesta a un estimulo de corrien-
te de 0.5 nA de amplitud y 200 ms e duracién. Durante la inyeccién de corriente despolarizante,
se presentaron potenciales de accién, que incrementan en ntmero conforme aumenta la intensidad
del estimulo. b) Actividad eléctrica de una neurona ténica que presenta potenciales de accién es-
pontdneos. ¢) Actividad eléctrica en rafagas. d) Actividad eléctrica en réfagas sobre una meseta de
10 mV. Estos registros se realizaron en acociles Procambarus clarkii

de accién, ni espontaneos ni inducidos, lo que concuerda con lo reportado por
otros autores en acociles Procambarus clarkii [95, 127].

5.6.1

Neuronas silentes

El 60 % de las neuronas registradas (n=121) se comportaron de manera
silente, con un potencial de reposo de -62 + 9 mV, una resistencia de entrada
de 56.46 + 17.2 M) y un voltaje de umbral para los potenciales de accion de
-33 + 13 mV. Estas neuronas responden con un tren sostenido de potenciales
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de acciéon cuando se despolarizan al inyectarles pulsos de corriente, como se
puede ver en la figura 5.20a. La amplitud de los potenciales de acciéon fue de
52 + 10 mV. La frecuencia de disparo de los potenciales de accion depende del
nivel de despolarizacion. La frecuencia de disparo de los potenciales de accion
aumenta con la despolarizacién provocada por la inyeccién de corriente.

5.6.2

Neuronas tonicas

Un grupo de células (28 %, n=>56) presenté actividad tonica, esto es, activi-
dad eléctrica espontanea, como la mostrada en la figura 5.20b. Estas neuronas
presentaron potenciales de accién espontaneos durante todo el registro, con
variaciones en la frecuencia de disparo. En este caso, el potencial de reposo
fue de -45 + 3.8 mV y la resistencia de entrada de 25 4+ 3.5 Mf2. La amplitud
de los potenciales de accion fue de 38.85 £+ 8.2 mV. Estas neuronas pueden
estar disparando potenciales de acciéon hasta por una hora (tiempo maximo

del registro). La frecuencia de disparo de los potenciales de accién es de ~0.4
Hz.

5.6.3

Neuronas que presentan rafagas de potenciales de accién

En un nimero pequeno de neuronas (n=24), encontramos actividad eléctri-
ca en rafagas de dos tipos. En la figura 5.20c, se presenta la actividad eléctrica
en rafagas que se generan espontaneamente sobre el potencial de reposo. En
este caso, las rafagas presentan 10 - 12 potenciales de accién durante 400 ms
aproximadamente, con una frecuencia entre rafagas de aproximadamente 1
Hz. E1 7% de las neuronas mostraron este tipo de actividad eléctrica. Otras
neuronas (5 %) presentaron rafagas sobre una meseta de 15 mV por arriba del
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Figura 5.20: a) Actividad eléctrica de una neurona silente, en respuesta a un estimulo de corriente
de 0.5 nA de amplitud y 200 ms de duracién. Durante la inyeccién de corriente despolarizante,
se presentaron potenciales de accién, que incrementan en nuimero conforme aumenta la intensi-
dad del estimulo. b) Actividad eléctrica de una neurona ténica que presenta potenciales de accién
espontaneos. c¢) Actividad eléctrica en rafagas que regresan al potencial de reposo. d) Actividad
eléctrica en rafagas sobre una meseta de ~10 mV. Estos registros se obtuvieron en neuronas de
acociles Cherax quadricarinatus

potencial de reposo, como puede apreciarse en la figura 5.20d. La duracién de
las rafagas fue de ~ 2 segundos.

En el cuadro 5.3 se muestra un resumen de los patrones de actividad eléctri-
ca encontrados en estos acociles. Con los experimentos de registro intracelular
también pudimos medir la resistencia de entrada R, y el potencial de reposo
V.., que son propiedades eléctricas importantes de estas neuronas.
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Procambarus clarkii | Cherax quadricarinatus
Neuronas silentes [ %] 56 60
Vi [mV] _64+£8 —62£9
Re [MQ ] 92.44+23.2 56.46 £ 17.2
Neuronas ténicas | %] 35 28
Neuronas con rafagas | %) 9 12

Cuadro 5.3: Comparacion de la distribucion de tipos de neuronas del érgano X en acociles Procam-
barus clarkii y Cherax quadricarinatus. Se comparan también el potencial de reposo y la resistencia
de entrada.

5.7

Corrientes iénicas

Usando la técnica de fijacién de voltaje, se encontraron corrientes de po-
tasio activadas por voltaje en ambas especies. Las figuras 5.21, 5.22, 5.23 y
5.24, presentan las corrientes de potasio y hemos utilizado la misma escala
para comparar la diferencia en la magnitud de estas corrientes.

5.7.1

Corriente de potasio del rectificador tardio Ik

En la figura 5.21a se muestra un registro de corriente. La primera corriente
evocada, al inicio de los pulsos de estimulacién, corresponde a una corriente
de potasio; posteriormente se presenta una corriente de potasio similar a la
del rectificador tardio [k, registrada en neuronas del 6érgano X en acociles
Procambarus clarkii (n=4). La figura 5.21b muestra la curva I-V, donde se
aprecia que esta corriente se activa a - 35 mV, como ya se habia reportado en
otros trabajos [7, 127]. La curva corriente-voltaje corresponde a la respuesta
de estado estable, que se debe a iones de potasio.

En la figura 5.22a se presenta la corriente de potasio activada por volta-
je encontrada en neuronas del 6rgano X de acociles Cherax quadricarinatus
(n=18). Esta corriente se activa a - 35 mV y sus caracteristicas son similares
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Figura 5.21: A) Corriente de potasio similiar a la del rectificador tardio I, registradas en neuronas
del 6rgano X de acociles Procambarus clarkii y B) Curva I-V. Estos registros se obtuvieron utilizando
Vi, = —60 mV. Al inicio de los pulsos se presenta una corriente de potasio.

a las de la corriente del rectificador tardio [k, pero con una magnitud mu-
cho menor. En esta figura también se aprecia una corriente de sodio al inicio
de los pulsos de estimulacién. La figura 5.22D presenta la curva corriente-
voltaje, correspondiente a la corriente de estado estable, que se debe a iones
de potasio, puesto que los canales de sodio ya estan inactivados.
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Figura 5.22: C) Corriente de potasio similiar a la del rectificador tardio I, registradas en neuro-
nas del érgano X de acociles Cheraz quadricarinatus. D) Curva I-V. Estos registros se obtuvieron
utilizando V}, = —60 mV. Al inicio de los pulsos se presenta una corriente de potasio.

5.7.2

Corriente de potasio transitoria 4

Una segunda corriente saliente de potasio, se ha reportado en acociles
Procambarus clarkii [127]. La figura 5.23a presenta una corriente transitoria
activada desde un potencial de mantenimiento de Vh= - 80 mV, que es simi-
lar a la corriente I [71, 89]. Esta corriente transitoria se obtiene mediante
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la substraccion de la corriente generada al estimular la neurona a partir de
un potencial de mantenimiento V;, = —80 mV, con la corriente obtenida al
estimular a la misma neurona desde un potencial de mantenimiento V}, = —60
mV. La figura 5.23b presenta la correspondiente curva corriente-voltaje.

A B
204
15+ 16+
g 124
g 8_//
| /
-60 -40 -20 0 20 40
tiempo [ms] Vm [mV]

Figura 5.23: a) Corriente saliente de potasio 14, registrada en neuronas del érgano X de acociles
Procambarus clarkii.Para obtener esta corriente se empleé Vj, = —80 mV. b) Curva I-V para el
registro de 1 4.

La figura 5.24a presenta la corriente transitoria de potasio activada por vol-
taje obtenida en neuronas del 6rgano X de acociles Cherazr quadricarinatus.
La corriente transitoria registrada en estas neuronas, se obtiene por substrac-
cién, como en el caso anterior. Se pude observar que la magnitud es menor
(figura 5.24a), pero también hay una diferencia en la cinética de la corriente.
Esta corriente puede ser descrita con una expresion de la forma

gaA = gmaxmch
donde m y h son los parametros de activacion e inactivacion, respectiva-
mente, y ¢ es un entero [20].
La figura 5.24b se presenta a otra escala para resaltar las diferencias en la
cinética de las corrientes iénicas. La figura 5.24c presenta la correspondiente
curva [-V.

Las corrientes de Kt de los tipos rectificador tardio Ik y la transitoria I
fueron de menor magnitud en la especie Cheraz quadricarinatus con respecto
a la observada en la especie Procambarus clarkii; la diferencia entre especies
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Figura 5.24: a) Corriente saliente de potasio 14, registrada en neuronas del érgano X de acociles
Cherax quadricarinatus. Para la obtencion de esta corriente se utilizé un potencial de mantenimiento
Vi, = —80 mV. b) La misma corriente 14, vista a diferente escala. Se pueden apreciar sus fases de
activacion e inactivacién. ¢) Curva I-V para el registro de I4.

es hasta de un orden de magnitud. Las corrientes de potasio dependientes de
voltaje encontradas en acociles Cherax quadricarinatus tienen un comporta-
miento similar al reportado para las corrientes [ e I 4 registradas en neuronas
de Procambarus clarkii, aunque en el caso de la corriente transitoria registrada
en acociles Cherax quadricarinatus, la cinética también es diferente a la obser-
vada en acociles Procambarus clarkii. E1 comportamiento de estas corrientes
puede resumirse en la curva corriente-voltaje de la figura 5.25, que nos indica
la dependencia del voltaje de los canales que generan esta corriente. En esta
figura, las corrientes han sido normalizadas (se grafica I,,/1I,,  vs V,,), para
comparar el voltaje de activacion de los canales. La figura 5.25a) presenta las
curvas [-V para la corriente I, mientras que la figura 5.25b) muestra las cur-
vas I-V para la corriente transitoria 4. Al normalizar las corrientes, podemos
apreciar con mas detalle las diferencias en los voltajes de activacién. En la
figura 5.25a), podemos apreciar que la curva I-V para [, en ambas especies
tiene un comportamiento similar, pero el voltaje de activaciéon es menor pa-
ra la corriente registrada en Cherar quadricarinatus. En la figura 5.25b) se
muestran las curvas normalizadas para la corriente /4 y se puede observar un

max

comportamiento similar en las dos curvas corriente voltaje, y en este caso el
voltaje de activacion también es menor para la corriente registrada en Cheraz
quadricarinatus. En esta corriente, la curva I-V para Cherax quadricarinatus
se cruza con la curva para Procambarus clarkii en -20 mV y se mantiene por
debajo hasta llegar al maximo.
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Figura 5.25: a) Curvas I-V para la corriente de potasio Ix en neuronas del 6rgano X en acociles

Procambarus clarkii y Cherax quadricarinatus. b) Curvas I-V para la corriente de potasio I4 en
neuronas del érgano X en acociles Procambarus clarkii y Cherax quadricarinatus.

5.8

Curvas de Conductancia

La conductancia es una medida de cudntos canales estdn abiertos [71, 75].
La conductancia al potasio se obtiene a partir de la expresion

- Vm— Vg
donde [k es la corriente de potasio registrada, V,, es el potencial de la

9K (5.8)

membrana y Vi es el potencial de equilibrio para el potasio.

Los cambios en la gx durante los pulsos de voltaje, se calculan de acuerdo
a la ecuacion 5.8.

En la figura 5.26a) se muestran las gréaficas de conductancia para la corrien-
te Ik registrada en neuronas del 6érgano X en acociles Procambarus clarkii O
y Cheraz quadricarinatus /\. Los trazos continuos representan los cambios en
la conductancia, ajustados a los datos experimentales mediante una ecuacion
de Boltzmann [71, 89] de la forma

9maxr — Gmin
1 + e((Veoo=Vin)/p) (5.9)

g(vm) = Gmin T+

donde ¢g(V') es la conductancia como una funcién del voltaje de la mem-
brana, g, es el valor minimo de los datos experimentales, g,,q. es el valor
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maximo de los datos, Vg es el valor del voltaje para el cudl se tiene el 50 %
de la diferencia (gmar — gmin) ¥ P s la pendiente.

La figura 5.26b) presenta las graficas de conductancia para la corriente
14 registrada en neuronas del érgano X en acociles Procambarus clarkic O y
Cheraz quadricarinatus /\. Los trazos continuos representan los cambios en la
conductancia, ajustados a los datos experimentales mediante una ecuacién de
Boltzmann [71, 89]. En el recuadro de la figura 5.26 se presentan los valores
de los parametros de las ecuaciones de Boltzmann.

Procambarus clarki
0125 a

a=0.1037
Gin=-0.0035083
Vep=-14.92
p=12.54

0100+

o 0.0754
i

800050+
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Gmaw=0.01952
pin=-0.004111
Vjuz-l?.Zl

B0 40 -20 ] 2040 B0 p=25.02

0.0254

0.000

Pracambarus clarkii
0.1257 b

Gma=0.07942
0.1001 Gpin=-0.003574
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°0 0,050 1
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Guna=0.1189
Gmin=-0.001133
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Figura 5.26: a) Curvas de conductancia para la corriente de potasio Ik en neuronas del 6rgano
X en acociles Procambarus clarkii O (n=4) y Cheraz quadricarinatus A (n=18). b) Curvas de
conductancia para la corriente de potasio I4 en neuronas del 6rgano X en acociles Procambarus
clarkii O y Cherax quadricarinatus /\.

La figura 5.27 muestra las curvas de conductancia normalizadas (g/¢gmaz)-
La parte a) corresponde a la corriente I y la parte b) a la corriente I4. Los
trazos continuos corresponden al ajuste a los puntos experimentales mediante
ecuaciones de Boltzmann.
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Figura 5.27: a) Curvas de conductancia maxima normalizada para la corriente de potasio Ix en
neuronas del 6rgano X en acociles Procambarus clarkii y Cheraz quadricarinatus. b) Curvas de con-
ductancia maxima para la corriente de potasio I 4 en neuronas del 6rgano X en acociles Procambarus
clarkii y Cheraz quadricarinatus.

5.9

Experimentos con colagenasa en neuronas de Cherax
quadricarinatus

La figura 5.28 muestra un registro de la corriente de potasio en neuronas del
OX en acociles Cheraz quadricarinatus, después del tratamiento enzimaético.
Si se compara esta corriente con la mostrada en la figura 5.24, se puede ver
que también es una corriente que no inactiva con una dependencia de voltaje
similar a la observada en la figura 5.27.

La figura 5.29 muestra el registro de la corriente de potasio transitoria, en
neuronas del OX de acociles Cherax quadricarinatus, después de dejar el tallo
ocular en colagenasa.

Se puede apreciar que no hay diferencias entre los registros obtenidos sin
el tratamiento de colagenasa (figuras 5.22 y 5.24) y aquellos obtenidos con el
tratamiento enzimatico, por lo que descartamos el efecto del tejido conectivo
sobre la magnitud de las corrientes i6nicas en los acociles Cheraz quadricari-
natus.
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Figura 5.28: Registro de la corriente de potasio Ix, en neuronas del érgano X de acociles Cheraz
quadricarinatus, después del tratamiento con colagenasa.
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Figura 5.29: Registro de la corriente de potasio transitoria I 4, en neuronas del 6rgano X de acociles
Cherax quadricarinatus, después del tratamiento con colagenasa.
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Capitulo 6

Conclusiones

Las técnicas de fijacién de voltaje y de corriente son utilizadas para el
estudio de las propiedades eléctricas de las células excitables y con automa-
tismo. Entre estas propiedades estan la cinética de las corrientes idnicas, la
dependencia del voltaje de los canales i6nicos y las corrientes capacitivas no
lineales.

Actualemente existe una diversidad de sistemas de fijacién de voltaje y
corriente, cuyos disenos estan supeditados a la morfologia y tamano de los
diferentes tipos de células excitables.

Las férmulas para estimar la longitud electroténica L, han sido aplicadas a
diferentes tipos de neuronas. Algunas de estas féormulas son validas iinicamen-
te para neuronas que pueden simplificarse como un cilindro equivalente, en
donde la resistividad de la membrana se considera uniforme [47, 132]. En el ca-
so de las neuronas peptidérgicas, dada su morfologia [170], es posible realizar
esta simplificacion y obtener resultados a partir de los datos experimentales.

La longitud electroténica proporciona una idea de qué tan lejos (eléctri-
camente) estdn las entradas sindpticas con respecto del soma [170]. Valores
pequenos de L indican que la entrada sindptica estd mas cerca del soma.
La longitud electrotonica esta determinada por la resistencia especifica de la
membrana R, [78, 79]. Esta resistencia esta dada por la presencia de canales
que se encuentran abiertos en el reposo [139]. La diferencia en la longitud elec-
trotonica puede implicar que el valor de la constante espacial de las neuronas
del OX de Cheraz quadricarinatus sea igual al valor de la constante espacial
de las neuronas de Procambarus clarkii, vy que dicha diferencia se deba tni-
camente a la mayor longitud fisica de las neuronas del OX de los acociles
Cheraz quadricarinatus. En general, la diferencia en la longitud electroténica

117



118

también puede implicar que
lo X

LN
donde el subindice 2 se refiere a los parametros de las neuronas de OX de
Cherax quadricarinatus, mientras que el subindice 1 se refiere a las neuronas
de OX de acociles Procambarus clarkii.

A partir de nuestros resultados experimentales mostrados en el cuadro
5.1, observamos que las resistencias de entradas y las longitudes electroténi-
cas en las neuronas peptidérgicas de los acociles Procambarus clarkii y Che-
rax quadricarinatus, son estadisticamente diferentes (p < 0.001). La longitud
electrotonica es mayor en las neuronas de los acociles Cherazr quadricarinatus,
mientras que la resistencia de entrada es mayor en las neuronas de los acociles
Procambarus clarkii. Si asociamos la resistencia de entrada con la resistencia
de la membrana R,,, nuestros resultados coinciden con lo expresado en la
ecuacién 5.2 y la definicion de la longitud electrotonica en términos de la
constante espacial A. Al hacer un analisis estadistico del potencial de reposo,
encontramos que no hay diferencia significativa (p = 0.2006) en el potencial
V, registrado en ambas especies. Si expresamos el potencial de la forma

Iml R€1 ~ Img R62

Esto sugeriria que la magnitud de la corriente en C. quadricarinatus seria
de la forma

R,
]m — .[ml !
2 R62

Si las resistencias de entrada fueran iguales, entonces la magnitud de la
corriente seria similar. Sin embargo la resistencia de entrada en P. clarkii es
mayor que la estimada para C. quadricarinatus, por lo que la corriente en C.
quadricarinatus seria mayor, de acuerdo a la relaciéon anterior.

El estudio de la actividad neurosecretora se ha realizado en el sistema
organo X - glandula sinusal OX-GS de los crustaceos, pues resulta ser un mo-
delo biolégico sencillo, que representa el comportamiento de estos sistemas.
Se han realizado estudios electrofisiol6gicos en cangrejo [95, 125] y en aco-
cil Procambarus clarkii [56, 57, 127]. Se han realizado estudios bioquimicos
en acociles Procambarus clarkii, Procambarus bouvieri y Orconectes limosus
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[3, 4], a fin de determinar si existe un comportamiento caracteristico del sis-
tema OX-GS. Por esta razon, es importante realizar un estudio comparativo
de la actividad eléctrica de las neuronas del érgano X en diferentes especies,
a fin de determinar si su comportamiento es particular para cada especie o
representa una generalizacién del comportamiento en este sistema neurose-
cretor. Al inicio del presente trabajo, no habia reportes en la literatura de
registros electrofisiolégicos en Cherax quadricarinatus. Los patrones de acti-
vidad eléctrica encontrados en el érgano X del acocil Cherax quadricarinatus,
son similares a los reportados en Procambarus clarkii. En los acociles Cherax
quadricarinatus, la actividad eléctrica de las neuronas en silentes, tonicas y
aquellas que presentan rafagas de potenciales de accién fue de 60 %, 28% y
12 % respectivamente, lo que concuerda con los resultados obtenidos en Pro-
cambarus clarkii (53 %, 35 % y 12 % respectivamente). Dado que las neuronas
registradas se encuentran en la misma regién y el nimero de neuronas en
esa porcion del OX no es muy grande, existe la posibilidad de que algunas
de estas neuronas se comporten de manera diferente bajo ciertas condiciones
[106] v puedan generar mas de un patrén de actividad eléctrica [68]. En los
sistemas de control fisiologico de los crustaceos, se ha reportado que diver-
sas neuronas actian en mas de un circuito de regulacién [107]. En este caso,
podria estar sucediendo que el mismo conjunto de neuronas esté participando
en la regulacién de diversas funciones y que en conjunto generen los diferentes
patrones de actividad eléctrica, y no que una subpoblacion sea la encargada
de generar solo cierto tipo de patron, asociado a la liberacién de determinado
neuropéptido [160]. En Cherax quadricarinatus solo encontramos dos tipos
de rafagas de potenciales de accion, a diferencia de los tres tipos reportados
en Procambarus clarkii [127]. En las neuronas con comportamiento silente de
Cherax quadricarinatus, el potencial de reposo V, es estadisticamente el mis-
mo que se ha reportado en Procambarus clarkii, pero la resistencia de entrada
es menor (p < 0.001). Es posible que en Cherazx quadricarinatus exista una
mayor conductancia iénica a potenciales cercanos al de reposo. Esta diferen-
cia requiere de un mayor analisis y mas trabajo con otras técnicas de fijacion
de voltaje, para determinar el origen i6nico de esta mayor conductancia. En
las neuronas de Cherax quadricarinatus que presentan actividad en rafagas,
montadas sobre una meseta, no se aprecié una disminucion de la amplitud
de los potenciales, a diferencia de lo observado en los registros de Procamba-
rus clarkii [127]. Esta diferencia puede deberse a que solo empleamos el tallo
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ocular derecho de acociles machos [118, 158].

Cuando comenzamos a registrar corrientes ionicas en acociles Cheraz qua-
dricarinatus, notamos que la amplitud de las corrientes encontradas era menor
hasta en un orden de magnitud que las registradas en acociles Procambarus
clarkii. La menor amplitud de las corrientes de K™ en la especie Cherax qua-
dricarinatus sugeria una mayor resistencia de entrada en estas neuronas, lo
que compensaria la menor densidad de corriente de K*. Sin embargo, éste no
fue el caso.

Dado que ambas especies presentan actividad eléctrica similar y la resis-
tencia de entrada no es mayor en la especie Cherax quadricarinatus, entonces
la densidad de corriente deberia ser similar en ambas especies. Esta contra-
diccion con los resultados experimentales puede explicarse por el fenémeno
llamado reduccién (rundown) [9, 97]. Esta reduccién ha sido reportada en
corrientes de calcio [28, 149], asi como en corrientes de potasio que se activan
a potenciales hiperpolarizantes [111, 149, 161]. Cuando se emplea la técnica
de fijacion de voltaje de célula completa (whole cell), con didlisis hacia el cito-
plasma, algunos canales solo pueden ser registrados por unos cuantos minutos
[71, 81], antes de que las corrientes desaparezcan, como ocurrié en todos los re-
gistros de corrientes que efectuamos en neuronas del OX de los acociles Cherax
quadricarinatus. Estas corrientes registradas en acociles Cherax quadricarina-
tus, sugieren que las moléculas pequenas e incluso algunas macromoléculas
importantes para la modulaciéon o el mantenimiento del funcionamiento de
los canales escapan del citoplasma [9, 71, 111]. Las diferencias en las magni-
tudes de las corrientes registradas en estas dos especies, dado que los patrones
de actividad eléctrica no tienen diferencia significativa (p < 0.001), sugieren
que las moléculas que actiian como mecanismos reguladores, sean diferentes
en ambas especies.
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6.1

Perspectivas y trabajo futuro

En este trabajo se determinaron la estructura electroténica y la resistencia
de entrada (propiedades lineales) de neuronas peptidérgicas de los crustéceos.
Se han encontrado diferencias en la longitud electrotoénica, lo que concuerda
con las diferencias encontradas en la actividad eléctrica reportada para estas
especies [16].

En futuros trabajos se pretende revisar si las diferencias en la longitud
electrotonica estan relacionadas con la sintesis y liberacién de neuropéptidos.
También sera necesario evaluar el comportamiento de la longitud electroténica
utilizando otros modelos de cilindro equivalente con soma, que describa de
mejor manera la morfologia de las neuronas del érgano X de los crustaceos.

Se encontraron patrones de actividad eléctrica similares a los descritos en
somas de las neuronas del ()rgano X del acocil Procambarus clarkii. Se regis-
traron corrientes de potasio dependientes de voltaje, que tienen diferencias
importantes en cuanto a su magnitud. Es importante explorar las propieda-
des electrofisiolgicas y biofisicas (propiedades no lineales) en las neuronas
del Organo X de acocil Cherazx quadricarinatus, asi como estudiar las diferen-
cias electrofisiolégicas entre los tallos oculares derecho e izquierdo. También
se puede realizar un estudio similar empleando inicamente acociles hembra,
para poder relacionar la actividad eléctrica de estas neuronas y el sexo de los
acociles. Ademads, se podran contrastar todos estos resultados con lo reporta-
do en otras especies y tener elementos para establecer generalizaciones sobre
la actividad eléctrica de este sistema.

Falta comparar las corrientes de sodio, y estudiar la relacién de estas co-
rrientes con los potenciales de accion. Se pueden emplear otras técnicas de
fijacion de voltaje, como la de parche perforado [128] para medir corrientes de
Ca?* y tener un panorama més completo en este estudio comparativo. Hace
falta hacer un estudio exhaustivo de la cinética de las corrientes transitorias.

Estamos reportando diferentes tipos de neuronas, de acuerdo al patrén
de potencial de accién que presentan, pero hace falta registrar estas neuronas
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durante periodos largos de tiempo para verificar que durante todo este tiempo,
las neuronas tengan el mismo comportamiento. Evidencia preeliminar sugiere
que el patrén de disparo de potenciales de accién si cambia con el tiempo,
lo que sugiere que las neuronas que en un momento son silentes, mas tarde
pueden volverse ténicas y viceversa.

Un trabajo interesante por hacer, que surgié en conversaciones con el Dr.
Alberto Huberman, es realizar el registro de la actividad eléctrica de estas neu-
ronas en presencia de neuropéptidos aislados del tallo ocular de los crustaceos,
y comparar el efecto que tienen estas hormonas sobre las propiedades lineales
y no lineales.

Otro trabajo, no menos importante, es la realizacién de més andlisis y
modelacién matematica, utilizando los resultados experimentales obtenidos,
puesto que se dispone de muchos datos que pueden proporcionar informacion
relevante, si se estudian con el apoyo de modelos matematicos.



|Cap|'tulo 7

Apéndice

7.1

La técnica de fijacion de voltaje

Mucho del conocimiento sobre las propiedades de los canales i6nicos y de
las membranas, se debe a los experimentos de fijacién de voltaje. En general,
el método permite el flujo de iones a través de la membrana, mientras el
potencial de la membrana permanece bajo control experimental. Las bases de
la fijacién de voltaje se pueden entender si se considera el circuito eléctrico
simplificado de la figura 7.1.

donde (), es la capacitancia de la membrana, mientras los canales, que
permiten el flujo de corrientes idénicas I; a través de la membrana, estan re-
presentados por un resistor R,,. La corriente I, que fluye a través del circuito
sera la suma de la corriente iénica I; y de la corriente en el capacitor

I, =1+ Cm%
En los experimentos de fijacion de voltaje se utilizan estimulos cuadrados
o rectangulares, de tal forma que el voltaje cambie de un nivel a otro, tan
rapido como sea posible. Bajo estas condiciones , una breve espiga de corriente
capacitiva fluye cuando se presentan los bordes del pulso, pero cuando el
voltaje es estable, dV/dt es cero y la corriente capacitiva es cero. La corriente

ionica puede obtenerse, libre de corriente capacitiva , una vez que ha pasado
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Figura 7.1: Circuito eléctrico simplificado. Este circuito puede utilizarse para examinar los efectos
de la capacitancia de la membrana C,, de una célula, en respuesta a una corriente inyectada. La
conductancia de todos los canales ha sido agrupada en un solo elemento resistivo R,,. Las baterias
que representan las fuerzas electromotrices que genera la difusion iénica, han sido despreciadas.

el cambio de voltaje, como se ilustra en la figura 7.2. Las corrientes idénicas
medidas proporcionan informacion sobre las propiedades de los canales y los
mecanismos por los cuales se abren y cierran. Otros estudios se concentran en
componentes de las corrientes capacitivas, los cuales estan relacionados con
las compuertas de los canales.

Para una preparacién bioldgica en particular, el sistema de fijacién de
voltaje utilizado debe contar con criterios para determinar la exactitud del
control del voltaje y la velocidad de fijacién de voltaje.

7.1.1

Control del potencial de membrana

La exactitud con la cual el voltaje de la membrana es controlado, depen-
de de que se tenga un amplificador de fijacién con ganancia suficientemente
grande. Esto puede verse si se considera el esquema de fijacion de voltaje mos-
trado en la figura 7.3. El potencial de membrana es medido por el seguidor de
voltaje, el cual tiene una impedancia de entrada muy grande, por lo cual la
corriente de entrada es despreciable. El amplificador de fijacién, de ganancia
A, compara el potencial de membrana con el potencial de comando F, y pasa
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Figura 7.2: Registro tipico de corrientes iénicas bajo fijacién de voltaje, cuando al aplicar un pulso
rectangular (parte superior de la figura), el potencial de membrana se lleva a un nivel en el que
los canales i6nicos se abren. La parte inferior de la figura muestra las corrientes de sodio Iy, y de
potasio Ix. En este caso, la corriente capacitiva ha sido eliminada.

corriente a través de la resistencia de acceso R, (la cual puede consistir de
la resistencia del microelectrodo y la resistencia citopldsmica) para controlar
V.. La salida del amplificador V,, esta dada por la ecuacién

Vo=ex A= A(E —V,)

Esta salida se divide entre la resistencia de acceso R, y la membrana (por
el momento se asume que la resistencia en serie Ry es igual a cero).

Vo=V +1x%xR,

Sustituyendo V, y rearreglando para V,,, la ecuacién resultante es de la
forma:

A _I*Ra
1+ A 1+ A

Vy=E
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Figura 7.3: Esquema simplificado del sistema de fijacién de voltaje donde se toman en cuenta los
efectos de la resistencia en serie Rs. Al funcionar el sistema, el voltaje V;,, se aproxima al valor del
pulso comando F, pero V,, no es el voltaje a través de la membrana V, sino la suma de éste maés
el voltaje producido por la corriente que circula a través de Rs.

De esta manera, conforme la ganancia A se incrementa, el potencial de
membrana se aproxima al potencial comando y se reduce el efecto de la re-
sistencia de acceso.

7.1.2

Resistencia en serie

En la practica, hay normalmente una resistencia en serie entre la membrana
y los electrodos de registro. Esta resistencia estd representada por R, en la
figura 7.3. La velocidad de la respuesta y la fidelidad del fijador estan limitadas
por la resistencia en serie R,. Esta resistencia se debe principalmente a las
propiedades del electrodo de registro, a la resistencia en serie entre la célula
y el electrodo de referencia y a las propiedades del amplificador de fijacién.
Dado que Ry esta en serie con la resistencia y la capacitancia de la membrana,
tiene dos efectos:
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1. Una resistencia en serie grande limita la velocidad de la respuesta. Para
una resistencia de membrana grande, comparada con R, la constante de
tiempo para cargar la célula es 7 = R,C,,

2. Una resistencia en serie grande provoca errores en el potencial medido,
dependiendo de la relacion entre Rs y la resistencia de la membrana Rm.
Para lograr un error menor al 1por ciento de la senal, ésta relacién debe
ser mayor de 1:100.

Cuando una corriente I fluye a través de la membrana, esta resistencia R
ocasiona una discrepancia entre el potencial de membrana medido V,, y la
diferencia de potencial real a través de la membrana V;. El tamano del error
es I * Ry y el problema se torna mas serio cuando la corriente de membrana
es grande. El procedimiento usual es medir Ry y decidir si el error [ x R, es
significativo. En caso de ser significativo, puede lograrse una compensacion
para R, sumando una senal proporcional a la corriente de la membrana, esca-
lada apropiadamente, con el voltaje de comando del amplificador de fijacion.
Comunmente la compensacion se logra usando un potenciémetro, y el nivel
tipico de compensacién estd entre el 80 y el 90 %. Al intentar mejorar el nivel
de compensacion, el sistema de fijacién de voltaje comienza a oscilar. La resis-
tencia en serie generalmente se mide bajo condiciones de fijacién de corriente,
aplicando pulsos de corriente I. Tedricamente, la respuesta en voltaje muestra
primero un salto de tamano [ x Ry , seguido de una subida en voltaje con una
pendiente inicial igual a I/C,,, donde C,, es la capacitancia de la membra-
na. La resistencia en serie R,, puede ser reducida usando amplificadores de
fijaciéon con ganancia dependiente de frecuencia o utilizando electrodos con la
resistencia més baja posible.

7.1.3

Velocidad de fijacion

Para separar las corrientes capacitivas de las idénicas, el cambio en el poten-
cial de membrana debe terminar antes de la activacién de los canales i6nicos.
La velocidad maxima de cambio en el voltaje de la membrana esta limitada
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por la corriente maxima que fluye a través de la membrana y por la capaci-

tancia de la misma
d_v . ]max
) . Cnp

El fijador de voltaje debe estar capacitado para cambiar el potencial de

membrana lo suficientemente rapido para que el transiente de corriente capa-
citiva ocurra antes del tiempo en el que la corriente iénica es medida. Clara-
mente, esta exigencia debe ser mayor cuando interesa medir corrientes iénicas
rapidas. Los sistemas de fijacion de voltaje tienen dos, y algunas veces maés,
constantes de tiempo en su circuito de retroalimentacion y estos sistemas tien-
den a oscilar conforme se incrementa la ganancia. Los retrasos en el sistema
de fijacion son ocasionados por las constantes de tiempo del amplificador de
control. Habra también un retraso en la medicion del potencial de membrana
causado por la capacitancia a la entrada del seguidor de voltaje y la capaci-
tancia parasita del microelectrodo, cuando éste es usado. Este retardo puede
reducirse usando un seguidor de voltaje con compensacién de capacitancia.
La ganancia del sistema de control necesita ser grande, para asegurar un buen
control del voltaje.

7.1.4

La técnica de patch clamp

Un gran avance en el estudio de los canales i6nicos, llegd con el desarro-
llo de los métodos de gigasello y patch-clamp. Esta revolucionaria técnica
afectd profundamente el estudio de todos los canales. Erwin Neher y Bert Sa-
ckmann querian registrar en una fina drea de la superficie de la membrana al
presionar una pipeta pulida contra una célula viva. En 1976, ellos reportaron
las primeras corrientes de canal unitario con un canal activado por acetilco-
lina. Pero el logro mas impactante fue reportado en 1981, cuando mostraron
que las pipetas pueden formar un sello de alta resistencia con la membrana;
este sello tiene una resistencia muy alta y es mecanicamente estable. Ellos lla-
maron al sello gigasello ya que puede tener una resistencia eléctrica de orden
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de decenas de gigaohms. El gigasello permite cuatro nuevas configuraciones
de registro, que se presentan en la figura 7.4. Tan pronto como la pipeta es
sellada con la membrana celular, se puede registrar un solo canal en el modo
de célula atrapada, también llamado on-cell patch 7.4a. El sello es tan estable
que el parche puede ser atraido y sometido a una variedad de soluciones de
prueba, en el modo llamado parche hacia adentro 7.4c. Una vez logrado el
sello, la membrana puede romperse deliberadamente por succién y entonces
el registro se realiza en el modo de célula completa o whole-cell 7.4b. Este
método permite el intercambio de moléculas entre el citoplasma y la pipeta.
Partiendo del modo de célula completa, se puede retirar la pipeta de la célula
y se obtiene como resultado el modo de parche hacia afuera 7.4d.

Figura 7.4: Representacion esquematica de las configuraciones de registro con el método de patch
clamp. a) célula atrapada, configuracién utilizada para el registro de un solo canal, b) célula com-
pleta, c) parche hacia adentro y d) parche hacia afuera. Las variantes presentadas en las figuras a,
¢ y d se utilizan para el registro de canal unitario, mientras que la técnica mostrada en la figura b)
se emplea para registrar la corriente total de la membrana celular.
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7.2

La técnica de registro intracelular

7.2.1

El seguidor de voltaje

El método tradicional para registrar el potencial al interior de la célula
es la técnica de fijacién de corriente, cominmente conocida como registro
de puente. La esencia de esta técnica es la conexién de una micropipeta a
un amplificador de ganancia unitaria que tiene una resistencia de entrada
muchos érdenes de magnitud mayor que la resistencia de la micropipeta y
la resistencia de entrada de la célula (Figura 7.5). La salida del amplificador
sigue el voltaje en la punta del electrodo. El amplificador ideal no presenta
corriente de bias, por lo que la corriente a través de la micropipeta es fijada
a cero amperes.

A Al B

Al

Figura 7.5: A) El amplificador Al representa en forma esquemética una etapa de amplificacién de
ganancia uno. B) El amplificador A1l se dispone de esta manera para lograr una retroalimentacién
con ganancia unitaria.

Si un circuito de inyeccién de corriente de alta calidad se conecta en el
nodo de entrada, toda la corriente inyectada fluye por la micropipeta hacia
el interior de la célula (Figura 7.6). La fuente de corriente puede usarse para
inyectar pulsos de corriente para estimular a la célula o una corriente constante
para despolarizar o hiperpolarizar a la célula, o puede inyectar una forma de



131

onda variable que el usuario introduce por la entrada de control de la fuente
de corriente.

A2
VpHVe X1——o0 Vc

X1

'l ' Al

—> Vp

| Vm

|

¥

Figura 7.6: Se puede construir una fuente de corriente al agregar un segundo amplificador. Las
entradas al amplificador A2 son el voltaje comando Vc y el voltaje de la pipeta Vp. El voltaje a
través del resistor de salida Ro debe ser igual al voltaje de la pipeta. Entonces la corriente a través
de Ro es I=Vc¢/Ro. En el caso ideal, toda esta corriente fluye a través de la pipeta al interior de la
célula.

7.2.2

Balance del puente

Si la corriente inyectada a través del microelectrodo es variable, el potencial
intracelular no puede ser medido correctamente. Para poder medir adecua-
damente el potencial del interior de la célula, se requiere de una circuiteria
especial. La forma de onda variable de la corriente, provoca una caida del vol-
taje a través de la pipeta, por lo que resulta muy dificil distinguir el potencial
intracelular del voltaje medido en la pipeta. Por lo tanto, debe emplearse una
circuiteria especial de compensacion, para eliminar la caida de voltaje de la
pipeta del potencial registrado. La idea basica de esta técnica es generar una
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senal que sea proporcional al producto de la corriente y la resistencia de la
micropipeta. Entonces, esta senal se resta de la salida del amplificador (figura
7.7A). Esta técnica de substraccién es conocida cominmente como “balance
del puente”, porque en los inicios del registro con micropipetas, se usaba un
circuito resistivo, conocido como “Puente de Wheatstone”, para lograr la sus-
traccién de la caida del voltaje. En los amplificadores modernos, se emplean
circuitos con amplificadores operacionales para generar la substraccion, pero
la técnica se sigue llamando “balance del puente”.

A

Vp =—] X1
Vm
| —

Vp=Vm + IRp

B

w1~

N ™

Figura 7.7: La técnica de balance del puente. Esta técnica es usada para separar el potencial de
membrana Vm, del potencial total registrado por la micropipeta Vp. Una representacién esquemati-
ca de la técnica se presenta en la parte A de la figura. Se utiliza un amplificador diferencial para
restar una fraccién de la corriente I al voltaje de la pipeta. El factor de escala de la corriente es la
resistencia de la micropipeta. Los trazos de la parte B de la figura muestran la operacién del circuito
puente. Cuando se aplica el pulso de corriente, se presenta un escalén de voltaje en la pipeta, debido
a la caida de voltaje lineal (6hmico) en la micropipeta. Después se presenta el cambio en el poten-
cial debido al voltaje de la membrana, que ya esté incluido en la medicién de Vp. El amplificador
del puente remueve ese escaléon de voltaje, dejando dnicamente la contribucién del potencial de la
membrana Vm.

Existen diversas maneras de lograr el balance del puente. Una forma utili-
zada comunmente es aplicar breves pulsos de corriente a la pipeta, de manera
repetida, mientras esta sumergida en el bano. El control de balance del puente
se logra hasta que la respuesta de estado estable del pulso se elimina, como
se muestra en la figura 7.7B. En ese momento el circuito estd balanceado y la
resistencia de la micropipeta puede medirse a la salida del control de balance
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del puente. La misma técnica puede utilizarse aun cuando la micropipeta ha
penetrado la célula.

7.2.3

Potenciales de unién

Hay otro elemento que debe evitarse cuando se desea medir el potencial
de la membrana: los potenciales de union. Los potenciales de unién ocurren
cuando dos conductores distintos estan en contacto. Los potenciales de union
mas grandes se presentan en las uniones entre liquido y metal, formadas don-
de el alambre de entrada al amplificador esta en contacto con el electrolito
en la micropipeta y en la unién liquido-liquido formada en la punta de la
micropipeta. La suma de todos los potenciales de uniéon puede eliminarse in-
troduciendo un potencial de DC de polaridad contraria. En los experimentos
con micropipetas, el potencial de unién puede llegar a ser de unos cientos de
milivolts.

71.2.4

Monitor de corriente

Los equipos de fijacién de corriente incluyen una salida para monitorear
la senal proporcional a la corriente. En algunos amplificadores de fijacion de
corriente, la salida del monitor solo es una versién escalada del voltaje de
control del circuito de fijacién de corriente. Si la resistencia de micropipeta
no es muy grande y la salida del circuito de fijacion de corriente no excede su
rango de operacion lineal, esta técnica es exacta. Sin embargo, si la resistencia
de la micropipeta es muy grande y el amplificador de fijacién se satura, la
corriente a través de la micropipeta serda menor que la corriente esperada.
Esta salida para monitorear la corriente no indicard la falla. Una alternativa
es medir la corriente al monitorear la caida del voltaje a través de un resistor,
en serie con la micropipeta (figura 7.8). Esta técnica es una versién modificada
del sistema mostrado en la figura 7.6, al agregarle un aplificador diferencial
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para medir la caida de voltaje a través del resistor R,. Esta caida de voltaje
es proporcional a la corriente total I, que fluye a través de R,.

A2 ¥1k— &V

Vo

Figura 7.8: Medicién de la corriente en serie. Para senales de alta frecuencia, la corriente a través
de R, no es idéntica a la corriente de la membrana I,,,. Hay una corriente adicional que fluye a
través del capacitor C, de la pared del microelectrodo y otra corriente que fluye por el capacitor
del amplificador C;. Si se logra minimizar C, y Cj, el error debido a estas corrientes puede también
minimizarse y la senal de salida Vp es una buena representacién de la corriente de la membrana.

Otra manera de medir la verdadera corriente de la membrana es utilizar
un circuito separado conocido como “tierra virtual”. En lugar de conectar
el electrodo del bano directamente a la tierra, se conecta a la tierra virtual
formada en la entrada negativa del amplificador operacional A3 (figura 7.9).
En esta configuraciéon, la entrada inversora del amplificador operacional se
conoce como tierra virtual, porque el comportamiento del amplificador ope-
racional mantiene la entrada inversora al mismo potencial que se encuentra
en la entrada inversora. Para lograr este objetivo, el amplificador operacional
debe inyectar desde la salida una corriente que pasara a través del resistor
de retroalimentacion. Esta corriente debe ser igual y de sentido opuesto a
la corriente del bano. Por lo tanto, el voltaje a la salida del amplificador
operacional A3 es directamente proporcional a la corriente del bano.

Esta técnica de tierra virtual presenta algunos inconvenientes:

(a) La carga de entrada a la tierra virtual es muy sensible a la frecuencia de
la linea y a otras interferencias.
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Figura 7.9: Medicién de la corriente en tierra virtual. El electrodo del bafio se conecta en la entrada
inversora del amplificador operacional

(b) Resulta muy dificil usar dos microelectrodos con dos amplificadores en
la misma preparaciéon si uno o ambos usan un circuito de medicién de
corriente con tierra virtual. Si uno de los amplificadores usa una tierra
virtual, el microelectrodo que mide la corriente tendra dificultad para
identificar la corriente de la membrana, porque el monitor de corriente
mide la suma de las corrientes debidas a todas las fuentes. Si los dos
microelectrodos estan en la configuraciéon de tierra virtual, habra una
gran corriente de DC fluyendo entre los circuitos de tierra virtual, debida
a la pequena diferencia en los voltajes de offset entre los dos circuitos.

(c) El amplificador de tierra virtual implica una circuiteria adicional que
debe ser montada en la sonda.

Sin embargo, la técnica de tierra virtual es usada en ciertas circunstancias,
por ejemplo, con amplificadores de fijacién de alto voltaje (con dos electrodos),
pues en este caso hay dificultades técnicas para que el circuito que mide la
corriente en serie opere adecuadamente en altos voltajes.
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71.2.5

Compensacion de la corriente capacitiva,

El funcionamiento en alta frecuencia del amplificador, esta comprometido
por la presencia de capacitancia en la entrada del amplificador. Esta capaci-
tancia proviene de diversas fuentes: la capacitancia entre la pared de capilar
de la parte inmersa de la micropipeta; la capacitancia del resto de la micropi-
peta y superficies cercanas a la tierra, y la capacitancia a tierra en la entrada
del amplificador operacional.

La capacitancia de entrada y la pipeta forman un filtro pasa bajas, y
hay diferentes formas de mejorar el ancho de banda del sistema de registro.
Lo mejor es minimizar la magnitud fisica de los elementos que contribuyen
a formar esta capacitancia. La capacitancia de la pared del capilar que se
encuentra inmersa en el bano puede ser bastante grande. Tipicamente es de 1
pF por cada milimetro que la pipeta esta sumergida. Una manera efectiva de
reducir esta capacitancia es engrosando la pared de la micropipeta. Esto puede
hacerse al recubrir la pipeta con Sylgard [147] o un material equivalente. Otra
forma de reducir la capacitancia de la pared, es reducir el nivel de la solucion,
de tal manera que la inmersion sea minima. Esto no siempre es efectivo,
puesto que la tension superficial provoca que la solucién del bano fluya hacia
la superficie de la pipeta, generando una capacitancia significativa entre el
interior de la pipeta y la capa de solucién. La formacién de esta capa se puede
prevenir al hacer hidrofébica la superficie de la micropipeta, si se sumerge la
punta en aceite mineral, justo antes de usarse. Considere que es necesario
llenar primero la micropipeta con la solucién adecuada para el experimento.
Finalmente, se puede intentar no colocar el holder del microelectrodo cerca
de superficies aterrizadas (como el objetivo del microscopio).

Una vez que se ha reducido la magnitud fisica de la capacitancia, se pueden
usar técnicas eléctricas para reducir la magnitud efectiva de dicha capacitan-
cia. Algunas técnicas empleadas para estos propdsitos son:

(1) Se coloca una pantalla metélico alrededor de la micropipeta. Esta pan-
talla se conecta a la salida del amplificador de ganancia unitaria del
sistema. Debe asegurarse que no hay voltaje a través de esta capacitan-
cia. Logrado esto, no hay corriente de alta frecuencia y por lo tanto se
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incrementa el ancho de banda. Lamentablemente esta técnica sacrifica el
funcionamiento por el ruido, puesto que el ruido aleatorio que se genera
en el amplificador se acopla a la entrada a través de la capacitancia del
apantallamiento.

(2) Compensacién de la capacitancia o capacitancia negativa puede utilizarse
para reducir el valor efectivo o el remanente de la capacitancia. Se coloca
un amplificador a la salida del amplificador de ganancia unitaria, que
inyectara una corriente al capacitor conectado a la entrada. En el caso
ideal, la corriente inyectada es exactamente igual a la corriente que pasa
por la capacitancia espuria. Si la ganancia del amplificador se incrementa,
la corriente inyectada regresara a la entrada, provocando que la senal
de entrada se incremente. Conforme la ganancia aumenta, el circuito
comenzara a oscilar, lo que es inadecuado para la célula.

7.3

Separacion y analisis de las corrientes idnicas

En los experimentos de fijaciéon de voltaje, el flujo iénico es medido co-
mo una corriente eléctrica. Las corrientes macroscopicas registradas en célula
completa o whole cell, representan la suma del flujo i6nico a través de muchos
canales, generalmente de més de un tipo. El primer paso para la interpretacion
de tales corrientes, consiste en la separacion de cada componente asociada a
un particular tipo de canal iénico. Separacién de las corrientes. En algunas
situaciones experimentales la corriente total de la membrana puede deberse
por completo al flujo a través de un solo tipo de canal, en cuyo caso, la separa-
cion de corrientes no es necesaria. En los experimentos de fijacion de voltaje,
la situacion no es sencilla ya que existen muchos tipos de canales activados
por voltaje y en este caso, se necesitan algunos métodos de separacion de las
corrientes. El proceso inicial consiste en eliminar las corrientes de fuga y ca-
pacitivas, tanto como sea posible; esto puede hacerse mediante compensacion
analogica o digital. A continuacién, la separacion de las corrientes se pue-
de hacer por el tiempo de medicién, por sustitucion idénica o por separacion
farmacologica.



138

7.3.1

Separacion por el tiempo de medicién

Si los canales i6énicos que contribuyen en la composicién de la corriente de
la membrana tienen una cinética diferente, es posible separar las corrientes
individuales al medirlas mediante pulsos de fijacién de voltaje de duracion
adecuada. Por ejemplo, en axon de calamar, la corriente medida después de
una despolarizaciéon de 10 ms, representara unicamente la contribucién de
los canales de K*, ya que en ese momento, los canales de Na™ ya se han
inactivado. Sin embargo, este método es adecuado sélo en algunos casos.

7.3.2

Separacion por sustitucion ionica

Este método puede ser usado para identificar y separar las corrientes en
términos de las especies ionicas que generan la corriente total. El ejemplo
clasico se encuentra en los estudios realizados por Hodgkin y Huxley en axoén
de calamar. Desde un potencial de mantenimiento de -65 mV, se despolariza
con un pulso hasta un potencial de -9 mV, y se registra la corriente, primero,
en agua de mar y después en solucién salina que contiene solo el 10 % de Na™
de lo que contiene el agua de mar. Se sabe que en el axén predominan dos
clases de canales, por lo tanto, en la preparacion con 10 % de Na™, la corriente
medida es la que fluye por los canales de KT y la corriente que fluye a través
de los canales de Na™, se puede obtener al restar esté corriente, de la medida
en agua de mar. Si se utiliza perfusion intracelular, la sustituciéon iénica se
puede realizar tanto en la solucion intracelular como en la extracelular. Esto
se puede hacer con la técnica de célula completa o whole cell. El método de
sustitucion idnica no puede ser usado para separar las corrientes que pasan a
través de diferentes canales que tienen al mismo ion permeable, por ejemplo,
diferentes tipos de canales de K.
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7.3.3

Separacion farmacologica

Se sabe de algunas sustancias actiian como bloquadores de canales idnicos.
Tales bloqueadores pueden actuar por dentro o por fuera de la membrana.
Algunos bloqueadores, con alta afinidad, actiian en concentraciones nanomo-
lares, mientra que en otros casos se requieren concentraciones micromolares.
Algunos bloqueadores son especificos para un tipo de canal, mientras que
otros pueden bloquear diversos tipos de canal, generalmente con diferente afi-
nidad. Estos bloqueadores de canales son una importante herramienta para
la separacion de corrientes y para la identificacién de tipos de canales. Las
sustancias bloqueadoras se utilizan de dos formas diferentes en la separacion
de corrientes. Primera: es posible bloquear todas las corrientes, con excepcion
de la que resulta de interés. Esto puede involucrar a uno o méas bloqueadores,
en ocasiones combinandolos con la sustitucion iénica. Segunda: se puede usar
un bloqueador especifico para el canal de interés. La corriente es registrada en
presencia del bloqueador y la corriente requerida se obtiene por substraccion.

7.4

Analisis de las corrientes

74.1

Relaciones corriente voltaje.

El primer paso en el analisis de las corrientes idnicas es determinar su
dependencia del voltaje en la forma de la relacion corriente voltaje. La forma
de la relacién corriente voltaje estda determinada por el efecto del potencial
de la membrana durante la apertura de los canales y por su efecto sobre los
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iones que permean. Una aproximacion utilizada en la separacién del efecto
del voltaje en la apertura de los canales es el calculo de la relacién de la
conductancia. La conductancia serda una medida razonable del ntmero de
canales abiertos, solo si la relacién entre la corriente ionica y el voltaje de la
membrana, para una permeabilidad constante, es aproximadamente lineal, de
tal forma que se pueda aplicar la ley de Ohm.

7.4.2

Experimentos de inactivacién.

Muchos canales iénicos, como los canales de sodio en el axon de calamar,
muestran una inactivacion dependiente del voltaje. La curva de inactivacion
puede medirse usando un protocolo de dos pulsos. El primer pulso o prepulso
es lo suficientemente largo para que aparezca completamente la inactivacion,
y su voltaje se varia, mientras que el segundo pulso o pulso de prueba es
utilizado para medir el grado de inactivacion.

7.5

Sistema de fijacion de voltaje y corriente

El sistema de fijacion de voltaje y corriente utilizado es similar al descrito
por Hamill y colaboradores en 1981 [65]. Este sistema cuenta con controles
para la compensacion analdgica de la corriente de fuga , de la corriente capa-
citiva , de la resistencia en serie y del potencial de corriente directa generada
por los electrodos. Antes de cada experimento, se compensa la resistencia en
serie, asi como las corrientes capacitivas y de fuga, como se ilustra en las
figuras 7.11 y 7.12. En estos casos, el equipo funciona en fijacién de voltaje
[154].
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Figura 7.10: Representacién esquematica del sistema de fijacion de voltaje.

La figura 7.10 muestra una representacion esquemaética del sistema de fija-
cion de voltaje y corriente que desarrollamos en el laboratorio de biofisica. En
la figura se puede apreciar que el sistema cuenta con un control para pasar
de fijacién de voltaje a fijacion de corriente. También cuenta con controles
para realizar la compensacién de las corrientes capacitivas y de fuga. El sis-
tema tiene la posibilidad de modificar la constante de tiempo de la corriente
capacitiva, por lo que la posibilidad de compensacién de esta corriente se in-
crementa. El equipo permite una adecuada compensacion de la resistencia en
serie. Cuenta con un control para fijar el potencial de mantenimiento en el
rango de milivolts, lo que permite una adecuada fijacién del voltaje antes de
aplicar los pulsos comando. La salida de corriente puede verse en su actual
magnitud o multiplicada diez veces, para el caso de corrientes muy pequenas.

La figura 7.11 muestra cémo se compensa la corriente de fuga, utilizando
un modelo de membrana [24, 92, 150]. El registro de la izquierda se obtuvo
al aplicar un pulso de voltaje. Note que antes y después del pulso la corriente
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es cero; al inicio y al final del pulso se presenta la corriente capacitiva, y
durante el pulso la corriente es diferente de cero. Esta corriente es lineal,
asi que no puede confundirse con las corrientes iénicas. Su compensacién se
logra al variar un nivel de corriente directa hasta lograr una corriente igual a
cero entre las espigas de la corriente capacitiva, como se observa en el registro
de la derecha. El sistema tiene un amplio rango de compensacion, tal que es
posible lograr una sobrecompensacion (corriente negativa entre los transitorios
capacitivos). La figura no muestra la sobrecompensacion.

a0q a0
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-254 =254
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tiempo [ms] tiempo [ms]
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Figura 7.11: Compensacién de la corriente de fuga , utilizando un modelo de membrana. a) Sin
compensacion. b) Corriente de fuga compensada. Nétese que el trazo entre las espigas regresa a la
linea basal.

La figura 7.12 muestra la compensacion de la corriente capacitiva, utilizan-
do un modelo de membrana. Nuevamente se aplica un pulso de voltaje y lo
que obtenemos es la respuesta del modelo, vista como una corriente capacitiva
y una corriente resistiva. Si los transitorios capacitivos resultan muy grandes
y no tan rapidos, esta corriente puede cubrir corrientes idnicas rapidas, co-
mo las corrientes de sodio [155, 181]. Esta corriente capacitiva también es
lineal, por lo que se puede suprimir generando corrientes capacitivas de sen-
tido opuesto y haciendo la suma algebraica. La figura de la derecha presenta
un registro realizado al compensar esta corriente capacitiva. Puede notarse
la disminucién en la magnitud de las espigas de corriente capacitiva. En este
caso, el sistema también permite una amplia compensacion, llegando hasta la
sobrecompensacién (no mostrada).
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Figura 7.12: Compensacién de corriente capacitiva utilizando un modelo de membrana. a) Sin
compensar. b) corriente capacitiva compensada. Nétese la disminucién en la amplitud del transitorio
capacitivo.

7.6

Generacion de senales de estimulacion y la adquisicion
simultanea de las repuestas eléctricas celulares

Se empleé una computadora personal con un procesador Pentium III y
una Tarjeta de conversion digital National Instruments PCI-MIO-16E-1 con
un cable conector SH6850. Para el diseno del SEASEC se empled el programa
Labwindows / CVI version 5.0 y el programa de adquisicion de datos NIDAQ
version 6.1. Para la adquisicion de datos se empleé un buffer sencillo para
una frecuencia de muestreo de hasta 512,000 muestras/seg. Se programaron
los convertidores de la tarjeta PCI-MIO-16E-1 de la siguiente manera: el con-
vertidor D/A en modo bipolar y rango £10 V y el convertidor A/D en modo
bipolar con rango definido por el usuario (mediante la interfaz grafica) de +5
V o £+ 10V. Se evalué el SEASEC con dos de las técnicas méas empleadas en
electrofisiologia celular. Se utilizaron los amplificadores Axopatch 200A (Axon
Instruments) y Dagan 8100 (Dagan Corporation). El amplificador Axopatch
se utilizo para evaluar el desempeno del SEASEC con las técnicas de Fijacion
de Voltaje y de Fijacion de Corriente empleando un modelo eléctrico de mem-
brana celular. El amplificador Dagan se utilizé para evaluar el SEASEC con la
técnica de Registro Intracelular, para lo cual se registré la actividad eléctrica
de neuronas peptidérgicas. Se programaron los convertidores digital analdgico
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D/A y analégico digital A/D de la tarjeta de conversién PCI-MIO-16E-1 de
National Instruments para que su inicio de operacién fuera por hardware, es
decir, al recibir un pulso de disparo externo generado por el programa, por lo
que de esta manera la estimulacién-adquisicion se realiza de manera sincrona.
Esta caracteristica es de gran importancia para el analisis, pues en un solo
archivo se tienen el protocolo de estimulacion y la respuesta generada.

Se inici6 construyendo la interfaz grafica de usuario con controles numéri-
cos de entrada, botones y gréaficas de visualizacion de senales, como se puede
observar en la Figura 7.13. Inicialmente se configura el programa de acuer-
do a las caracteristicas del amplificador empleado. Una vez introducidos los
parametros del tipo de amplificador, el programa realiza los ajustes y calculos
necesarios para la visualizacién correcta de la informacién, ademas de que se
modifican todas las etiquetas correspondientes con las unidades correctas de
voltaje o corriente. Si el amplificador es de Fijacion de Voltaje, entonces en
la seccion “parametros del amplificador”, se introduce la relacién mV/V del
convertidor D/A (RELACION DAC, Figura 7.13). Este dato frecuentemente
se indica en el amplificador en el sitio de entrada de la senal de estimulacion.
Una vez introducido éste dato, el convertidor D/A generara una senal de vol-
taje V, la cual es multiplicada por un factor, via el amplificador, para fijar el
voltaje de la célula en el rango de los mV. Por otro lado, si el amplificador
es de Fijacién de Corriente, la relacion seleccionada debe ser 1/V, en donde 1
tiene unidades de nA. Posteriormente, se introduce el valor de la relacién, la
cual también se indica en el panel del amplificador. Cuando se aplica un vol-
taje V a la entrada del amplificador de Fijacion de Corriente, éste la convierte
a corriente de manera lineal y serd la que se inyectara a la célula. Cuando
el usuario introduce los parametros del convertidor D/A, automaticamente
cambian las unidades del grafico superior de la pantalla donde se desplie-
gan las senales de estimulacién con las unidades y magnitudes apropiadas.
La introduccién del valor y unidades de la relacién del convertidor D/A se
realiza inicamente cuando se corre por primera vez el programa, ya que pos-
teriormente éste parametro es modificado sélo si se cambia el amplificador.
Un procedimiento similar se realiza para el caso del convertidor A/D: si el
amplificador es de Fijacién de Voltaje, se seleccionan las unidades mV /pA
y se introduce el valor indicado en el amplificador. En los amplificadores de
Fijacién de Voltaje, la salida es de voltaje y su magnitud es lineal con la co-
rriente transmembranal que se genera, por lo cual, al voltaje de salida en mV
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le corresponde un valor de corriente en pA. Asimismo, se introduce el factor
de proporcionalidad entre el voltaje de salida y la corriente transmembranal.
Una vez introducido éste parametro, las senales de corriente transmembranal
son desplegadas en el monitor (grafica inferior, Figura 7.13) con las unidades y
magnitudes apropiadas. Para el caso del amplificador de Fijacién de Corriente
las unidades seleccionadas son V/mV que corresponden al voltaje de salida V
del amplificador y el voltaje real de la célula en mV y posteriormente se in-
troduce el factor de escalamiento. También en este caso, las unidades y factor
de escalamiento para la conversién A/D (RELACION ADC, Figura 7.13) se
introducen sélo la primera vez que se corre el programa. Los amplificadores
de Fijacién de Voltaje y de Corriente también cuentan con la posibilidad de
amplificar la senal de salida por un factor seleccionado por el usuario. Para
que las magnitudes de las senales desplegadas y adquiridas no se alteren, es
indispensable introducir el factor de multiplicacién de la senal (GANACIA
X, Figura 7.13). La tarjeta de conversién PCI-MIO-16E-1 de National Instru-
ments puede operar en los rangos + 5 V o £ 10 V. El usuario puede seleccionar
por programa el rango de operacién de la tarjeta al que desea trabajar (Rango
de la Tarjeta Nacional, Figura 7.13). La introduccién de todos los parametros
anteriores se realiza la primera vez que se corre el programa y no se modifican
a menos que se empleé otro tipo de amplificador. Los siguientes parametros
que se introducen son variables y depende de los protocolos de estimulacion
y adquisicion disenados por el usuario. Primero se selecciona el tipo de senal
(Pulso(s)), Figura 7.13) que puede ser de tipo rectangular o rampa. Poste-
riormente, se selecciona el nimero de muestras (Muestras, Figura 7.13) cuyo
valor puede ser de 512, 1024, 2048 o 4096; estos valores cubren con amplitud
los utilizados normalmente. Es frecuente el empleo de mas de un trazo de
estimulacion y adquisicion de la senal, por lo cual el usuario cuenta con la
opcién de seleccionar el nimero de pulsos (Iteraciones, Figura 7.13). El tiem-
po entre cada pulso de estimulacién o iteraciéon puede afectar las propiedades
eléctricas que se pretenden estudiar, por lo cual, el usuario puede introducir
el valor del intervalo de tiempo entre ellos (Espacio entre registros, Figura
7.13) de acuerdo a sus condiciones experimentales.

Para generar los diferentes tipos de senales rectangulares de estimulacion
como las ilustradas en la Figura 1, el trazo de la senal de estimulacién se
dividié en cuatro segmentos, en cada uno de ellos es posible seleccionar la
polaridad, la amplitud y la duraciéon. Normalmente los protocolos de esti-
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Figura 7.13: Compatibilidad con Clampfit.

mulacién requieren de varios trazos de estimulacién con incrementos en la
amplitud de los pulsos rectangulares; por lo cual, cada segmento del trazo de
estimulaciéon cuenta con esta opcién. Todos estos valores son introducidos por
el usuario de acuerdo a las etiquetas que se muestran en la regién superior
izquierda del monitor (Figura 7.13). El usuario no tiene acceso a los pardme-
tros indicados por las etiquetas inferiores en tono gris V1i, V1f, etc..ya que
corresponden a los protocolos de generacién de rampas; al seleccionar pulsos
rectangulares, los parametros de las rampas se inhabilitan.

Cuando en la etiqueta “Pulsos(s)” se selecciona “Triangular” la senal de

estimulacién consistira de rampas. Las etiquetas V1i, V1f, V2i,..apareceran en
negro, permitiendo el acceso para la introduccion de valores, mientras que los
botones de los parametros de los pulsos rectangulares saldran en tono gris y se
inhabilita la introduccion de valores. En este caso, también se dividio el trazo
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de estimulacién en cuatro segmentos para que el usuario genere rampas con
caracteristicas diferentes como magnitud y pendiente. Una vez que concluye la
aplicacién del protocolo de pulsos, todos los trazos de estimulacion se desplie-
gan en al ventana “Pulsos de estimulacién” y las respuestas eléctricas de cada
uno de los trazos de estimulacion se despliegan en la ventana “Adquisicién”.
A los trazos de estimulacion y de respuesta eléctrica celular se les asignaron
colores con el fin de identificar rapidamente la respuesta eléctrica evocada por
un estimulo determinado. Al final de la aplicacion del protocolo de pulsos, el
usuario cuenta con la opciéon de almacenar el conjunto de respuestas eléctricas
adquiridas. El archivo de datos se almacena en cédigo binario y en un forma-
to compatible con el programa de andlisis mas empleado en electrofisiologia
celular (Clampfit de Axon Instruments) y que se encuentra libre en la red.
Ademads, este nuevo sistema cuenta con la opcién de almacenar los datos en
coddigo ASCII para el empleo de programa de analisis de propdsitos generales.
Una vez almacenados los datos, es posible leer los archivos con el SEASEC
tanto en codigo ASCII como binario, desplegandose en las ventanas los pul-
sos de estimulacién y las respuestas eléctricas celulares, asi como los valores
numéricos utilizados en el diseno del protocolo de estimulacion y adquisicion.
La ventana de respuestas eléctricas cuenta con un cursor (cruz verde, Figura
7.13) que puede ubicarse a lo largo de la senial desplegando los valores de las
coordenadas (“Coordenada X”, “Coordenada Y”, Figura 7.13) en unidades
apropiadas. Asimismo, un botén “Zoom” en la interfaz sirve para ampliar y
observar un area especifica de interés de la grafica de adquisicion dependiendo
de la colocacién de unos cursores auxiliares blancos en cruz, mientras que el
boton “Restaura”, restablece la gréfica a su tamano original. El programa
guarda automéaticamente en un archivo de texto la iltima configuracion uti-
lizada por el usuario antes de salir del programa, y de ésta manera el usuario
puede cargarla en su proxima sesion de trabajo con un botén, para evitar
introducir los valores que habia utilizado. El programa puede funcionar en
modo “Normal” o “Continuo” (Figura 7.13). En modo “Normal” se generan
los protocolos de estimulacién y adquisicion ya descritos. En el modo “Con-
tinuo” se estimula-adquiere de manera continua hasta que el usuario detenga
con un botén el proceso. En este modo, se refrescan las graficas en cada itera-
ciéon y no se guarda las adquisiciones. El modo “Continuo” es imprescindible
para el usuario y consiste en la aplicacion de un pulso de estimulacién breve y
de magnitud pequena. Cuando se emplea la técnica de Fijacion de Corriente



148

sirve para medir la resistencia del microelectrodo, compensar las capacitan-
cias parasitas, balancear el circuito puente y observar el cambio en el voltaje
de salida por cambio en la resistencia de la pipeta cuando se ubica sobre la
superficie de la membrana celular. En el caso de la técnica de Fijacion de
Voltaje, el modo “Continuo” permite medir la resistencia del microelectrodo,
observar los cambios en la magnitud de la corriente cuando se forma el “giga-
sello”, compensar la resistencia en serie y observar los transitorios capacitivos
para su compensacion.

7.7

Efecto de la colagenasa,

Los tejidos conjuntivos, derivados del mesénquima, constituyen una fami-
lia de tejidos que se caracterizan porque sus células estan inmersas en un
abundante material intercelular, llamado la matriz extracelular.

Existen 2 variedades de células conjuntivas:

1. Células estables, las que se originan en el mismo tejido y que sintetizan
los diversos componentes de la matriz extracelular que las rodea

2. Poblacién de células migratorias, originadas en otros territorios del or-
ganismo, las que llegan a habitar transitoriamente el tejido conjuntivo.

La matriz extracelular es una red organizada, formada por el ensamblaje
de una variedad de polisacaridos y de proteinas secretadas por las células
estables, que determina las propiedades fisicas de cada una de las variedades
de tejido conjuntivo.

Existen varios tipos de tejidos conjuntivos, localizados en diversos sitios
del organismo, adaptados a funciones especificas tales como:

= mantener unidos entre si a los otros tejidos del individuo, formando el
estroma de diversos érganos.

= contener a las células que participan en los procesos de defensa ante agen-
te extranos constituyendo el sitio donde se inicia la reaccién inflamatoria.
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= constituir un medio tisular adecuado para alojar células en proceso de
proliferacion y diferenciacién para formar los elementos figurados de la
sangre correspondientes a glébulos rojos y plaquetas, y a los distintos
tipos de glébulos blancos, los que migran luego a los tejidos conjunti-
vos, para realizar en ellos sus funciones especificas ya sea como células
cebadas, macréfagos, células plasmaticas, linfocitos y granulocitos.

= almacenar grasas, para su uso posterior como fuente de energia, ya sea
por ellos mismos o para otros tejidos del organismo.

= formar laminas con una gran resistencia a la traccién, tal como ocurre
en la dermis de la piel, y en los tendones y ligamentos.

» formar placas o laminas relativamente soélidas, caracterizadas por una
gran resistencia a la compresion.

» formar el principal tejido de soporte del organismo, caracterizado por su
gran resistencia tanto a la traccién como a la compresion.

Las células que estan presente, normalmente, en en los tejidos conjuntivos
corresponden a dos grupos distintos:

1. Células propias de cada tipo de tejido conjuntivo, las que constituyen
una poblacion celular estable, responsable de la formacion y sostén del
tejido al que pertenecen, razon por la cual se las llama células de sostén.

2. Células conjuntivas libres, que han llegado a residir en los tejidos conjun-
tivos. Estas células se forman en los 6rganos hematopoyéticos, circulan
como glébulos blancos en la sangre, y migran luego a un tejido conjuntivo
en particular, estableciéndose en él.

El analisis microscopico de la estructura del material intercelular muestra:

= elementos fibrilares bien estructurados llamados fibras conjuntivas, que
pueden ser colagenas, reticulares o elasticas,

= un material poco estructurado al que se denomina sustancia fundamental
amorfa y

= en los sitios en que la matriz extracelular conjuntiva se asocia a células
de otros tejidos se observan las laminas basales.
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El analisis de la composicion molecular del espacio intercelular demuestra
que las tres principales clases de macromoléculas extracelulares son:

1. Cadenas de polisacaridos de la clase de los glicosaminoglicanos, que pue-
den unirse covalentemente a proteinas, formando macromoléculas mas
complejas llamadas proteoglicanos. Estas moléculas forman el gel al-
tamente hidratado que constituye la sustancia fundamental en la cual
estan embebidas las células y fibras conjuntivas. La fase acuosa del gel
de polisacaridos permite una rapida difusion de nutrientes, metabolitos
y hormonas entre la sangre y las células tisulares

2. Proteinas fibrosas que se organizan para formar estructuras bien definidas
de la matriz extracelular como son las fibrillas colagenas, la ldmina densa
de las las laminas basales y las fibras elasticas.

3. Glicoproteinas de adhesién como fibronectina que asocian entre si a célu-
las, fibras y proteoglicanos del tejido conjuntivo y como laminina que
asocia la lamina basal a las células que estan rodeadas por ella.

Los fibroblastos sintetizan y secretan el procoldgeno, molécula de mayor
tamano que el colageno, la cual presenta en ambos extremos una porcién no
helicoidal.

Los pasos intracelulares en el proceso de sintesis de esta molécula implican
las siguientes etapas:

= Produccién del mRNA correspondiente al tipo o tipos de cadenas que se
requiera, de acuerdo al tipo de coldgeno que se va a secretar.

= Sintesis en ribosomas unidos a membrana e introduccion hacia el lumen
de cisternas del ergastoplasma de cada cadena pro-a, los cuales ademas
del péptido senal contienen una serie de aminodcidos adicionales llamados
propéptidos.

= En el lumen del ergastoplasma residuos precisos de prolina y lisina son
hidroxilados, formando hidroprolinas e hidroxilisinas. Este paso requiere
de la presencia de vitamina C.

= Algunas de las hidroxilisinas son luego glicosiladas.
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= Tres cadenas pro-a hidroxiladas y glicosiladas se acoplan entre si ini-
cialmente por los propéptidos y forman las moléculas de procolageno:
estructuras helicoidal triple estabilizada por puentes de hidrégeno, cuyo
extremos son mas globosos por la presencia de los propéptidos. Estas
moléculas se acumulan en el aparato de Golgi y son transportadas en
granulos de secrecion hacia la superficie celular liberandose por exocito-
sis hacia el extracelular.

Para que se formen las fibrillas de coldgeno a partir de las moléculas de
procolageno secretadas se requiren varios pasos, que dependen de la presencia
de enzimas especificas sintetizadas y secretadas por los fibroblastos en el es-
pacio extracelular, que ocupa profundas invaginaciones en la supeficie de los
fibroblastos.

Las etapas principales son:

= Remocién de los propéptidos de las moléculas de procolageno por ac-
cion las procolageno-peptidasas, eliminandose asi los extremos globosos
y quedando la molécula de colageno, de menor peso molecular.

= Las moléculas de colageno son menos solubles y tienden a asociarse entre
si por interacciones entre las caras laterales de moléculas vecinas, que se
disponen paralelas entre si pero desplazadas en aproximadamente un
quinto de su longitud. Esta interaccién entre moléculas de coldgeno se
estabiliza por la formacién de enlaces covalentes entre los residuos de
lisina de las moléculas vecinas, en una reaccion compleja que require de la
enzima lisil-oxidasa. La resistencia a la traccion de las fibrillas colagenas
va a depender del niimero de enlaces covalentes que existan entre las
moléculas paralelas de coldgeno. Si se inhibe a la enzima lisil-oxidasa la
resistencia a la traccion de la fibrillas disminuye drasticamente y ocurren
alteraciones graves en la estructura de los tejido conjuntivos.

= Como consecuencia de la polimerizacion del colageno quedan a espacios,
a largo de la fibrilla en formacion, entre los extremos carboxi- y amino-
terminales de las sucesivas moléculas de colageno, Al observar las fibrillas
al microscopio electronico luego de usar tincién negativa, se muestra la
penetraciéon del colorante en los sitios huecos de la fibrilla, que aparecen
como un bandeo denso a los electrones, mientras que los sitios de total
superposicion de las moleculas adyacentes no permiten la pentracién del
colorante y aparecen como un bandeo poco denso a los electrones.
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= La forma en que se van a organizar las fibrillas colagenas en el extrace-
lular depende tambien de los fibroblastos, ya que estos pueden expresar
ademads otros tipos de coldgenos como el coldgeno XII (a1(XII)3) el cudl
no forma fibrillas sino que se asocia lateralmente en forma periddica a
la superficie de las fibrillas de colageno I y contribuye a asociarlas entre
si formando manojos paralelos de fibrillas, y las asocia también a otros
elementos de la matrix extracelular.

7.8

Efecto de la ouabaina

La bomba sodio-potasio es una proteina de membrana fundamental en la
fisiologia de las células excitables, que se encuentra en todas nuestras mem-
branas celulares. Su funcién es el transporte de los iénes inorganicos mas
comunes en biologia (el sodio y el potasio) entre el medio extracelular y el
citoplasma, proceso fundamental en todo el reino animal.

La bomba sodio potasio es una proteina de membrana que actia como un
transportador de intercambio [26] (transfiere simultaneamente dos solutos en
diferentes direcciones) que hidroliza ATP (figura 7.14). Es una ATPasa de
transporte tipo P [162], es decir, sufre fosforilaciones reversibles durante el
proceso de transporte. Esta formada por dos subunidades, a y 3, que forman
un tetramero integrado en la membrana. La subunidad « esta compuesta por
ocho segmentos transmembrana y en ella se encuentra el centro de union del
ATP que se localiza en el lado citosélico de la membrana. También posee dos
centros de union al potasio extracelulares y tres centros de unién al sodio
intracelulares que se encuentran accesibles para los iones en funcién de si la
proteina esta fosforilada. La subunidad § contiene una sola regién helicoidal
transmembrana y no parece ser esencial para el transporte ni para la actividad
ATPasa. La enzima estd glucosilada en la cara externa (como la mayoria
de proteinas de membrana) y requiere de magnesio como cofactor para su
funcionamiento ya que es una ATPasa.

El funcionamiento de la bomba electrogénica de Na*/ K, se debe a un
cambio de conformacién en la proteina que se produce cuando es fosforilada
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Figura 7.14: Esquema de la membrana celular y la bomba Nt /K*.

por el ATP. Como el resultado de la catélisis es el movimiento transmembrana
de cationes, y se consume energia en forma de ATP, su funciéon se denomina
transporte activo. La demanda energética es cubierta por la molécula de ATP,
que al ser hidrolizada, separa un grupo fosfato, generando ADP y liberando la
energia necesaria para la actividad enzimatica. En las mitocondrias, el ADP
es fosforilado durante el proceso de respiracion generandose un reservorio
continuo de ATP para los procesos celulares que requieren energia. En este
caso, la energia liberada induce un cambio en la conformacion de la proteina
una vez unidos los tres cationes de sodio a sus lugares de unién intracelular, lo
que conlleva su expulsion al exterior de la célula. Esto hace posible la unién de
dos iones de potasio en la cara extracelular que provoca la desfosforilacion de
la ATP, y la posterior traslocacién para recuperar su estado inicial liberando
los dos iones de potasio en el medio intracelular. Los procesos que tienen lugar
en el transporte son, secuencialmente:

a) Unién de tres Na™ a sus sitios activos.

b) Fosforilacién de la cara citoplasmatica de la bomba que induce a un
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cambio de conformacién en la proteina. Esta fosforilacion se produce
por la transferencia del grupo terminal del ATP a un residuo de acido
aspartico de la proteina.

c¢) El cambio de conformacién hace que el Na™ sea liberado al exterior.

d) Una vez liberado el Na™, se unen dos moléculas de K* a sus respectivos
sitios de union de la cara extracelular de la proteina.

e) La proteina se desfosforila produciéndose un cambio conformacional de
esta, lo que produce una transferencia de los iones de K al citosol.

La bomba de sodio potasio es crucial e imprescindible para que exista la
vida animal ya que tiene las funciones expuestas a continuacion. Por ello se
encuentra en todas las membranas celulares de los animales, en mayor medida
en células excitables como las células nerviosas y células musculares donde la
bomba puede llegar a acaparar los dos tercios del total de la energia en forma
de ATP de la célula [23, 163].

La bomba de Na™ /K™ juega un papel muy importante en el mantenimiento
del volumen celular. Entre el interior y el exterior de la célula existen diferentes
niveles de concentracion, siendo mayor la concentracion de solutos dentro que
fuera de la célula. Como la bomba extrae de la célula mas moléculas de las
que introduce tiende a igualar las concentraciones y, consecuentemente, la
presién osmética [102]. Sin la existencia de la bomba, dado que los solutos
organicos intracelulares, a pesar de contribuir en si mismos poco a la presion
osmoética total, tienen una gran cantidad de solutos inorganicos asociados,
la concentracion intracelular de estos (que generalmente son iones) es mayor
que la extracelular. Por ello, se produciria un proceso osmético, consistente
en el paso de agua a través de la membrana plasmatica hacia el interior de la
célula, que aumentaria de volumen y diluiria sus componentes.

Esta bomba es una proteina electrogénica, ya que bombea tres iones carga-
dos positivamente hacia el exterior de la célula e introduce dos iones positivos
en el interior celular [10]. Esto supone el establecimiento de una corriente
eléctrica neta a través de la membrana, lo que contribuye a generar un po-
tencial eléctrico entre el interior y el exterior de la célula ya que el exterior
de la célula esta cargado positivamente con respecto al interior de la célula
[38, 60]. Este efecto electrogénico directo en la célula es minimo ya que sélo
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contribuye a un 10% del total del potencial eléctrico de la membrana celu-
lar. No obstante, casi todo el resto del potencial deriva indirectamente de la
accion de la bomba.

Recientemente, se ha descubierto que, independientemente de su funcién
de transporte ioénico, la bomba tiene una funcién como receptor de senales
(66, 174]. Asi, se ha descrito en miocitos de rata en cultivo una modificacién
en el ritmo de crecimiento tanto celular como mitético cuando se anaden
al medio andlogos de ouabaina [25, 113] que actiian sobre la proteina. Este
cambio no se debe a la modificacion de las concentraciones idnicas sino a
proteinas, senal que actia en la cascada de las MAP quinasas [110].

La bomba de sodio-potasio encontrada en la células del corazén [91] es
un blanco importante para los glucésidos cardiacos, como la digoxina [19] y
la ouabaina [5, 83, 179], drogas inotrépicas ampliamente usadas en la clinica
para incrementar la fuerza de contraccion.

7.8.1

Experimentos con ouabaina

Para los experimentos con ouabaina, se agregaron 50 M de ouabaina en
la solucion extracelular de la tabla 4.1. De manera similar a los experimentos
de registro intracelular, se perfundié la preparacién con esta solucién a una
razén de 1 ml/min. Un depdsito contiene solucion normal y el otro la solucién
con ouabaina. Se perfunde la preparacion con la solucién normal y se realiza el
registro del potencial; posteriormente se realiza el cambio y comienza a pasar
la solucién que contine ouabaina y sigue registrandose el potencial; después
de comprobar el efecto de la ouabaina sobre el potencial de la membrana, se
perfunde nuevamente con la soluciéon normal para verificar que el efecto es
reversible.
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7.8.2

Experimentos con ouabaina en neuronas de acociles Cherax
quadricarinatus

Con el propésito de corroborar la presencia de la bomba de Na™ /K™, reali-
zamos experimentos agregando 50 uM de ouabaina en la solucién extracelular,
y registramos el potencial de membrana en neuronas del érgano X de acociles
Cherax quadricarinatus.

259

Who + ouabana 50 M

0.0 2.8 5.0 7.0 10.0
tiempo [sec]

Figura 7.15: Efecto de la ouabania (50 pM) sobre el potencial de membrana de una neurona del
organo X del acocil Cherax quadricarinatus, registrada durante un experimento de registro intrace-
lular.

Al realizar un registro por varios segundos y después de aplicar la solu-
cion con ouabaina, la neurona comienza a despolarizarse. En la figura 7.15
puede verse la neurona despolarizada y sobre ese nivel de despolarizacion co-
mienzan a darse potenciales de accién, cuya frecuencia se incrementa en el
tiempo. Debido a que este es un registro por varios segundos y se mantuvo
la misma frecuencia de muestreo que en los registros anteriores, la amplitud
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de los potenciales parece no ser la misma. Esto es consecuencia tinicamente
de la frecuencia a la que se esta muestreando la senal. Cuando se ven estos
potenciales en el osciloscopio, a una frecuencia adecuada, puede comprobarse
que la amplitud de estos potenciales es la misma.

La figura 7.16 muestra la despolarizaciéon de la neurona, por efecto de la
ouabaina. La figura no muestra con claridad el potencial de reposo, puesto que
se quiere ilustrar el nivel de despolarizacién sobre el cual comienzan a darse
los potenciales de accién. Debido a la frecuencia de muestreo de la senal, la
amplitud de los potenciales parece ser diferente.

Vho + ouabaina 50 p I

-7

0 2 4 B 0 10
tiemnpo [sec]

Figura 7.16: Efecto de la ouabania (50 M) sobre el potencial de membrana de una neurona del
organo X del acocil Cherax quadricarinatus, observado durante un experimento de registro intrace-
lular.

Estas figuras ilustran el efecto de la ouabaina sobre la bomba Na® /K™,
puesto que al afectar la accién de la bomba, la neurona se despolariza por
efecto del incremento en el Na™, lo que provoca que la membrana llegue y
rebase el voltaje de umbral, y por ello se generan los potenciales de accién.
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7.9

Efecto del acido valproico

Desde su comercializacién como farmaco antiepiléptico (FAE) en Francia
hace 35 anos, el valproato se ha establecido mundialmente como uno de los
FAE mas extensamente usado para el tratamiento tanto de la epilepsia ge-
neralizada como de las crisis en adultos y en ninos. El amplio espectro de la
eficacia antiepiléptica de valproato se refleja en modelos preclinicos in vivo e
in vitro, incluyendo una variedad de modelos animales de crisis o epilepsia.
No hay un tinico mecanismo de accién de valproato que sea en su totalidad
el causante de los numerosos efectos del farmaco sobre el tejido neuronal y
su amplia actividad clinica en epilepsia y otras enfermedades cerebrales. En
vista de la diversidad molecular y los eventos celulares que subyacen en los
diferentes tipos de crisis, la combinacion de diversos mecanismos neuroquimi-
cos y neurofisiolégicos en un solo farmaco podria explicar la extensa eficacia
antiepiléptica de valproato. Ademas, actuando sobre diversos blancos regio-
nales que se cree que estan implicadas en la generaciéon y la propagacién de
las crisis, el valproato puede antagonizar la actividad epiléptica en diversos
niveles de su organizacion.

Actualmente hay una vasta evidencia experimental de que el valproato
incrementa el recambio del dcido gamma-aminobutirico (GABA) [44] y por
tanto potencia las funciones GABAérgicas en algunas regiones especificas del
cerebro que se cree estan implicadas en el control de la generacion de las
crisis y su propagacion [58,; 59]. Ademads, los efectos del valproato sobre la
excitacion neuronal mediada por el subtipo de receptores del glutamato N-
metil-D-aspartato (NMDA) pueden ser importantes para sus efectos anticon-
vulsionantes. Actuar alterando el balance entre inhibiciéon y excitaciéon por
medio de multiples mecanismos es claramente una ventaja del valproato y
probablemente contribuye a su amplio espectro de efectos clinicos. Aunque
la potenciacion GABAérgica y la inhibicién glutamato/NMDA puede ser una
explicacion probable para la accion anticonvulsionante en las crisis convulsivas
generalizadas y focales, esto no explica el efecto del valproato en las crisis no
convulsivas, tales como las ausencias. En este aspecto, podria ser de interés la
reduccion de la liberacién de gamma-hidroxibutirico (GHB) descrita para el
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valproato porque se ha sugerido que el GHB juega un papel crucial en la mo-
dulacién de la ausencia de crisis. Aunque se propone a menudo que el bloqueo
de las corrientes de sodio voltaje dependientes es un mecanismo importante
de la accién anticonvulsionante de valproato, no se conoce con precision el
papel que juega este mecanismo de accion a concentraciones terapéuticamen-
te relevantes en el cerebro de los mamiferos. La mayoria de los efectos del
valproato pueden explicarse mediante observaciones experimentales, aunque
queda mucho por aprender a diferentes niveles acerca del mecanismo de accion
del valproato [164]. Sin duda, viendo los avances de la neurobiologia molecular
y las neurociencias, futuros estudios mejoraran nuestra comprension acerca
de los mecanismos de accién del valproato.

El acido valproico o valproato, un importante y bien establecido anti-
epiléptico (anticonvulsionante) de primera linea, es uno de los farmacos anti-
epilépticos mas utilizados en el tratamiento de los diferentes tipos de epilepsia.
Valproato es el nombre trivial del acido 2-n-propilpentanoico (llamado tam-
bién dcido n-dipropilacético). Como un simple dcido graso ramificado, difiere
marcadamente en su estructura del resto de farmacos antiepilépticos de uso
clinico.

7.9.1

Experimentos con valproato

Para evaluar el efecto del acido valproico, se agregé 1 mM de valproato a
la solucién extracelular [30, 164, 172]. Esta solucién se prepara el mismo dia
del experimento [172]. Un depésito contiene solucién normal y el otro solucién
normal mas valproato. Entonces, el sistema de perfusion permite pasar de una
solucién a otra durante el experimento, lo cual permite lavar la preparacion
de la solucién que contiene el acido valproico y determinar si el efecto del
farmaco es reversible.
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7.9.2

Experimentos con valproato en neuronas de acociles Cherax
quadricarinatus

La figura 7.17 muestra el potencial de membrana de una neurona pep-
tidérgica, que presenta potenciales de accién cuando se le inyecta corriente
despolarizante. Al agregar valproato a la solucién extracelular, después de cin-
co minutos, ante la misma inyeccién de corriente, la neurona deja de producir
potenciales de accién, lo que indica la accion del acido valproéico.

A0 - a0 -
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Figura 7.17: Potencial de membrana registrado en neuronas del 6rgano X de acociles Cherax qua-
dricarinatus, antes y después de banar la preparacién con acido valproico.

La figura 7.18 presenta el potencial de membrana registrado antes de apli-
car el valproato y cinco minutos después de lavar con solucion normal el
acido valproico. Se puede observar que antes de aplicar valproato, al inyec-
tar corriente en una neurona peptidérgica, se generan potenciales de accion.
La accién del acido valproico provoca que estas espigas desaparezcan, aun
cuando haya inyeccion de corriente, como se ilustré en la figura 7.17. Pero
si se lava el valproato con la soluciéon normal, después de algunos minutos
vuelven a presentarse los potenciales de acciéon provocados por la inyeccion
de corriente. Entonces, podemos asegurar que el efecto del acido valproico en
estas neuronas es reversible. Es importante destacar que este farmaco actuia
sobre las neuronas peptidérgicas de manera similar a la forma en la que actia
en neuronas de otro tipo [30].
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Figura 7.18: Potencial de membrana registrado en neuronas del érgano X de acociles Cherax qua-
dricarinatus. al lavar el acido valproico.

7.10

Efecto del etanol sobre las neuronas

El abuso del alcohol es un problema de salud mundial, que genera serias
consecuencias médicas, econémicas y sociales. El papel del sistema de dopa-
mina en los mecanismos cerebrales ha sido estudiado por décadas [124]

Los principales neurotransmisores que intervienen en la adiccion al alcohol
son:

1. Dopamina: Es un neurotransmisor que participa en varias funciones, des-
de el control motor hasta el manejo de estados depresivos. Estimula la
sensitividad de la neurona receptora a otros neurotransmisores, especial-
mente el glutamato. Actiia sobre los receptores de la familia D y G y es
producida principalmente en el drea del Nucleo Accumbens (NAc).

2. Serotonina: Es un neurotransmisor que influye en el animo y en el sueno
al tener la capacidad de excitar o inhibir la sensitividad de la neurona
receptora. Parece tener un papel importante en las depresiones. Actua
sobre los receptores de la familia 5-HT.

3. Acido gamma aminobutirico (GABA): Aminoédcido que actiia como neu-
rotransmisor inhibitorio, presente en la zona presinaptica de las neuronas
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de practicamente todo el cerebro. La uniéon del GABA a su receptor pro-
duce una hiperpolarizacion de la membrana impidiendo la transmision
del impulso nervioso, el consumo de alcohol perece incrementar su accion
inhibidora, actuando sobre los receptores GABA A.

4. Glutamato: Tiene un papel muy importante en el control de las funciones
del cerebro al ser el mas importante de los neurotransmisores excitatorios.
Actia principalmente sobre el receptor NMDA (N-metil-D-aspartato).

El etanol es un inhibidor del sistema nervioso central, ya que estimula la
produccion de GABA y su efecto sobre los receptores GABA A aumentando
su efecto inhibitorio. Esto genera un efecto sedante seguido por intoxicacion y
anestesia. La exposicion crénica al alcohol etilico reduce el niimero de recep-
tores GABA A en la membrana celular para contrarrestar el efecto del etanol,
lo que causa la tolerancia a esta sustancia [166].

Durante los periodos de abstinencia, el nimero reducido de receptores GA-
BA A no es suficiente y el cerebro los regula a la alza, lo que causa los sintomas
de ansiedad, excitacién y alucinaciones. El efecto inhibitorio de los receptores
GABA, potencializado por el alcohol, también provoca que varios grupos neu-
ronales queden aislados, lo que causa la muerte neuronal y las consecuentes
lagunas mentales.

Por su parte, el etanol también actia sobre los receptores glutamaérgicos,
especialmente los NMDA inhibiendo su accién. Asi, el organismo responde
produciendo una mayor cantidad de receptores NMDA para compensar la
accion inhibidora del etanol. Durante los periodos de abstinencia, la gran
cantidad de receptores NMDA produce una gran excitacion, lo que aunado a
la baja capacidad inhibidora de los receptores GABA A produce una hiperex-
citacion mayor, que deriva en crisis convulsivas, hipertensién, hiperactividad,
confusién y alucinaciones.

El alcohol etilico también estimula la produccién de serotonina e influye en
los receptores de este neurotransmisor [117]. El aumento en la produccién de
serotonina y el efecto estimulante del alcohol sobre el receptor 5-HT 3 incre-
mentan la actividad neuronal al liberar impulsos eléctricos, lo que contribuye
a estimular la liberaciéon de otros neurotransmisores como la dopamina. Esto
puede regular el consumo de alcohol al contribuir en los efectos de recom-
pensa. Asi mismo, la influencia del alcohol sobre el receptor 5-HT 2 puede
contribuir a producir los sindromes de abstinencia. El exceso de serotonina
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también contribuye en los efectos toxicos del alcohol.

Asi pues, el etanol también estimula la liberaciéon de dopamina, lo que
produce sensaciones de bienestar que inducen al sujeto y lo motivan para que
siga consumiendo alcohol. La dopamina es liberada desde el NAc y ATV en
la via de gratificacion. Esto causa que el sujeto contintie consumiendo etanol
para obtener los efectos de gratificacién producidos por la dopamina [166].

Una vez que el cerebro de una persona se haya adaptado a los efectos
del etanol mediante compensaciones y desarrollando tolerancia, los sindromes
de abstinencia se agudizan y es cuando el sujeto se vuelve alcohdlico. En
este momento, si el sujeto deja de consumir bebidas alcohdlicas su cerebro se
recupera lentamente y los neurotransmisores y sus receptores vuelven a sus
funciones normales. Pero si después de dejar el alcohol, el sujeto lo vuelve a
consumir, se disparan nuevamente los sistemas de gratificacion y recompensa,
por lo que el sujeto cae nuevamente en la adiccion.

7.10.1

Experimentos con etanol

Para evaluar el efecto del etanol sobre las neuronas del 6rgano X, se pre-
pard una solucién con 50 uM de etanol en la solucién extracelular [101]. La
solucién se prepard el mismo dia del experimento y se colocé en uno de los
depdsitos del sistema de perfusién. El otro depdsito contiene solucién extra-
celular normal, lo que permite hacer el cambio de soluciéon y lavado, para
poder registrar en presencia de etanol y comprobar si su efecto es reversible
(119, 123, 153].

7.10.2

Experimentos con etanol en neuronas de acociles Cherax
quadricarinatus

Se conoce el efecto del etanol sobre los fotoreceptores de los acociles [52],
y nosotros nos preguntamos si un efecto similar se observaria en las neuronas
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del érgano X. La figura 7.19 muestra el efecto del etanol sobre el potencial
de membrana. Al agregar 50 uM de etanol en la solucién extracelular, el
efecto sobre el potencial de membrana se ve reflejado en la magnitud de la
corriente necesaria para generar potenciales de accion. El lado izquierdo de
la figura 7.19 presenta el registro del potencial de membrana ante pulsos de
corriente despolarizante. El lado derecho presenta los registros de potencial de
membrana en presencia de 50 uM de etanol. Se aplicaron los mismos pulsos
de corriente, y puede observarse que en presencia de etanol, el voltaje de
umbral aumenta [50], por lo que se requiere de mayor corriente para generar
potenciales de accién.

404 WVho A0 Who + etancl 50 pld
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Figura 7.19: Efecto de 50 micromolar de etanol sobre el potencial de membrana y los potenciales
de accién, en neuronas del 6rgano X de acociles Cheraz quadricarinatus.

La figura 7.20 muestra el efecto de 0.5 mM de etanol sobre el potencial
de membrana. En este caso, al aumentar la concentracién de etanol de 50 a
500 uM, el potencial de membrana se ve afectado en la propagacion de los
potenciales. A diferencia de lo presentado en la figura anterior, en este caso,
al aumentar la corriente despolarizante sélo se genera una espiga de potencial
de accién, como se observé en neuronas axotomizadas.

La parte superior de la figura muestra la inyeccién de corriente despolari-
zante de 0.1 nA de amplitud antes y después de la aplicacion de 0.05 mM de
etanol. La parte inferior de la figura corresponde a la aplicacién de un pulso
de 0.2 nA de corriente despolarizante, antes y después de la aplicacién de 0.05
mM de etanol. Del lado izquierdo se puede ver que al aumentar la magnitud
del pulso de corriente, la frecuencia en los potenciales de accién aumenta,
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mientras que del lado derecho solo se presenta la primera espiga de potencial
de accion, aun cuando se incrementa la intensidad de la corriente inyectada.
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Figura 7.20: Efecto del etanol sobre el potencial de membrana y los potenciales de accién, en

neuronas del érgano X de acociles Cherax quadricarinatus.
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