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Resumen

Se estudid el efecto que sobre la conductancia total de la
membrana (G,) tiene laalteracion del gradiente electroquimico
del Na* en neuronas de Helix aspersa. La sustitucion del Na*
extracelular por un catién impermeante (glucamina) produjo
una disminucién inicial de G, (4.6 +2.9 por ciento), seguida
de un sostenido aumento de la misma (30.3 + 10.5 por ciento),
acompafiado por una hiperpolarizacién de la membrana. Se
sugiere que la eliminacion del Na* extracelular provoca la
inversion del intercambiador Na*/Ca™, produciendo un au-
mento en la concentracidn intracelular de calcio idnico,
[Ca*], que incrementa la permeabilidad de Ia membrana al
K*. La inhibicion de la bomba de Na* con mabaina (ImM),
también produjo un aumento en G_, coincidente con un eflujo
de K* previamente descrito.

Se modelé matemditicamente la conducta del
intercambiador Na*/Ca™, encontrandose que aumentos mo-
destos en la [Na*], producen cambios, significativos en la
[Ca*];, congruentes con resultados previos. Se postula que la
inhibicién de la bomba de Na* provoca un aumento ¢n la
[Ca™], que dispara la permebilidad al K*. La salida de K*
(junto con aniones y agua), produce una disminucién del
volumen celular acuoso. Se sugicre que al inhibir labomba de
Na*, el Ca** entra a las neuronas via intercambiador Na*/Ca™
y canales de Ca*™. Los resultados se discuten en relacion a los
cambios que ocurren en el tejido nervioso durante isquemia
anéxica.

Palabras clave: Bomba de Na*; intercambiador Na*/Ca™;
isquemia; anoxia; muerte neuronal.
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Summary
The effect of altering the tr brane electroch
Na* gradient on total membrane conductance. (G,) of Helix
aspersa neurones was investigated with intracellular
microelectrode recording techniques. Replacement of
extracellular Na* with an impermeant cation (glucamine)
produced a modest and short lived decrease in G_ (4.6 2.9
%) followed by a pr tand dincrease of it (30.3
+10.5%). The latter effect was accompanied by membrane
hyperpolarization. These results suggest that removal of
external Na* leadsto an increase in [Ca*"] probably through
the Na*/Ca** exchanger operating in reverse mode. The
resulting rise in [Ca**], would be sufficient to produce an
increase in membrane permeability to K*. Inhibition of the
Na* pump with ouabain results in a similar increase in G,
suggesting arise in [Ca**] .through the Na'/Ca** exchanger
and voltag jtive Ca™ ch
Mathematical modelling of Na*/Ca** exchange in these
neurones showed that modest increments in [Na'], produce
significant increases in [Ca™"], inagreementwith [Na*] and
[Ca**] measurements performedwith fluorescent indicators
and ion-selective microelectrode techniques. The results are
discussed in r with the cellular ch occurring in
ischemic-anoxic nervous tissye.
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Introduccién

Las neuronas, como cualquier otra célula animal, tienden a
aumentar su volumen acuoso en condiciones fisiolégicas.
Esto se debe a la presencia, en el interior celular, de
macromoléculas cargadas negativamente alas cualesla mem-
brana pl qtica es impermeable. Como esta iltima es
permeable al agua y a pequefios iones, lo aniones proteinicos
intracelulares generan un gradiente de presion coloidosmética
que actiia como fuerza impulsora para el influjo neto de agua.
Desde hace mds de tres décadas se cree que las células
mantienen su volumen acuoso constante por 1a accién de la
bomba de Na*/K*, una enzima localizada en la membrana
plasmatica que por cada ciclo expulsa de las células 3 iones
Na* alavez que introduce a las mismas 2 iones K", utilizando
para e¢llo, la energia derivada de la hidrélisis de ATP . Esta
estequiometria determina el que 1a enzima produzca un eflujo
neto de iones, que contrarresta al mencionado gradiente de
presion coloidosmdtica, impidiendo el edema celular.'*
Como consecuencia de este esquema hipotético, se acepta casi
de manera universal que la inhibicién de 1abomba de Na*, ya
sea por medios farmacolégicos (vg.: con el glicésido uabaina)
0 por agotamiento de las reservas de ATP neuronal, como en
Ia hipoglicemia o en todo proceso que conduzca a la anoxia
(vg.: en procesos isquémicos), produce edema citotéxico y
eventual lisis celular.* Sin embargo, recientemente encontra-
mos que, contrario al dogma imperante, al inhibir la bomba
de Na* en neuronas, €stas responden principalmente con una
disminucion del 6.5 £ 0.7 por ciento de su volumen acuoso,
que sdlo en algunas ocasiones es precedida por an aumento
rapido y transitorio del mismo.> AdemAs encontramos® que a
estos cambios de volumen subyace un influjo de Na* a través
de la membrana y un prominente eflujo de K* via canales
selectivos, que se activa por un incremento en la concentra-
ci6n intracelular de calcio iénico ([Ca*]). Se postulé que la
reduccién del volumen celular al desactivar a la bomba de
Na*, se explica cnantitativamente por esta salida de K* (
acompafiada de un anién hasta ahora no identificado y agua)
de las neuronas, que sobrepasa a la entrada inicial de Na* (y
agua)alasmi Misreci 7 utilizando el indicador
fluorescente FURA-2, demostramos que la inhibicién de la
bomba de Na* en las neuronas, resulta en el ya

de la bomba de Na*, puede deberse, por un lado, a la entrada
de Ca™ via canales que se activan cuando la membrana se
despolariza a consecuencia de 1a inhibicién de la bomba de
Na*, y por otro, a la disminucién del eflujo de Ca** a través del
sistema de transporte conocido como intercambiador Na*/
Ca*, o a la entrada de Ca™ a través de dicho intercambiador
funcionando en reversa. Este intercambiador normalmente
opera como un sistema de extrusién de Ca™ acoplado a la
entrada de Na*, con unaestequiometria de 3Na* por cada Ca*™*
expulsado de Ia célula.®® Este transportador utiliza para su
funcionamiento la energia almacenada en el gradiente
electroquimico del Na*, por lo que es altamente sensible a
alteraciones del mismo, como las que ocurren cuando el Na*
se acumula intracelularmente al inhibirse la bomba que lo
expulsa 0 su concentracion extracelular se disminuye experi-
mentalmente. Ademds del analisis teérico, se presentan me-
didas dela conductancia total de la membrana (G, ) cuando s
alteran las concentraciones intra y extracelulares de Na*, con
¢l objeto de provocar un aumento en la concentracion interna
de Ca™. Los resultados de éste y los trabajos anteriores**” se
discuten de manera global para ofrecer una visién integrativa
de los cambios que ocurren en las células nerviosas cnando la
bomba de Na* se inhibe a consecuencia de condiciones
patologicas tales como la anoxia postisquémica.

Material y métodos

Los experimentos se tealizaron en neuronas identificadas de
los ganglios subesofigicos del caracol terrestre Helix aspersa.
Estas céhulas constituyen un modelo experimental convenien-
te ya que por su tamafio (150 a 200 mm) permiten realizar
experimentos electrofisiolégicos que resultarian, hasta ahora,
técnicamente imposibles en neuronas de vertebrados. Ade-
mas, en ellas se encuentran los mismos sistemas de transporte
de iones presentes en neuronas de vertebrado, incluyendo las
humanas. En trabajos previos hemos publicado descripciones
detalladas de 1a diseccion.’ Una vez aislada, la preparacion se
monté en una cAmara de perfusion por donde fluian solucio-
nes fisioldgicas auna tasa de 5 ml/min, manteniendo constan-
tes las concentraciones idnicas extracelulares. Se utilizé la
técnica de fijacion de corriente con microelectrodos

mencionado en la [Ca™], , cuya magnitud es suficiente para
activar el eflujo neto de K*. Estos hallazgos sugieren que
ademds de 1a bomba de Na’*, las neuronas cuentan con otros
mecanismos que coadyuvan al mantenimiento y regulacion
del volumen celular, previniendo el edema y la lisis celular
osmética a corto plazo en condiciones patologicas, por lo que
postulamos que el dafio celular subsecuente a la inactivacién
de 1a bomba de Na* debe resultar mds de la acumulacién
intracelular de Ca*™ que de cambios en el volumen celular. En
€l presente trabajo se ofrecen argumentos tedricos cuantitati-
vos en favor de la hipotesis de que el aumento en [Ca™];
secundarioal incremento en {Na*], que resultade la inhibicién
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intracelul llenos de KC1 3M. El registro intracelular del
voltaje de transmembrana y la inyeccién de corriente a la
célula se hicicron de manera simultdnea a través de un mismo
microelectrodo por medio de un circnito ““puente’” (WPIKS-
700). Los datos se almacenaron en cintas magnéticas por
medio de una grabadora de FM (Racal Store 4) y en papel, con
un graficador (Gould Brush 220).

La resistencia de entrada (R, ) se midio periédicamente
aplicando pulsos de corriente hiperpolarizante con una fre-
cuencia de 1 Hz, cada uno de 500 ms de duracién, y de
amplitud tal que no excediese el rango lineal de la relacion
corriente versus voltaje, 0 seamenor que 1 nA. LaR,_ se midié
tanto en la solucién Ringer control (NaCl, 82.5 mM; KCl,



4 mM; CaC12, 7 mM; MgC12, 5 mM; HEPES, 5 mM;
glucosa, 5 mM; pH=7.5 ajustado con NaOH), como en una
solucién de idéntica composicién a 1a anterior pero en la cual
el Na* se sustituyd equimolarmente por el cation impermeante
N-metil-D-Glucamina. Para inhibir a la bomba de Na* se
utilizé uabaina (1 mM) disuelta en la solucion control.

LaR, se calculé por medio de la expresion:

donde V, es el cambio en el potencial de membrana en
respuesta a la aplicacién de una corriente I, en un punto del
interior del soma neuronal, que en estas células es esféricoy
tiene solamente una prolongacién neuritica. La R, puede
expresarse también como su reciproco, la conductancia de
entrada (G, ), detal mancraque, deacuerdo con la ley de Ohm:

G = V, (2)

donde 1) y V, se definen de la misma manera que en la
ecuacién 1. Como R es un pardmetro que vatfa con la
geometria ceJular, para normalizar las medidas se calculd la
resistencia por cm? de membrana (R, ) Dado que los cuerpos
neuronales son esféricos:

LSRG ()

en donde r es el radio de la célula medido con un
micrémetro ocular después de cada experimento. El inverso
de R ¢sla conductancia total por cm? de membrana (G =1/
R)

Resultados
Efecto del Na* extracelular sobre la conductancia de la
membrana

La figura 1 muestra el efecto de Ia eliminacién del Na*

extracelular sobre 1aR, con respecto al tiempo (R/R ) en una
neurona. Durantelos primeros 150 segundos de perfusién con
la solucién experimental, se observa un incremento, gradual
y transitorio en R, que alcanza un maximo del 13 por ciento
seguido de una rapida disminucion de la misma de hasta un
28 por ciento por debajo del control. El efecto revirti6 al
readmitir el Ringer normal en el bafio. El Cuadro 1 muestra
1os resultados de tres experimentos de este tipo, incluyendo el
ilustradoenla Figura 1. Séloen doscélulas ocurridel aumento
inicial en R, pero en las tres se presento la disminucion
reversible de lamisma. Este decrementode 1aR,, se acompafié
de una hiperpolarizacién de la membrana,

R/R,

| 0 Na
a 5 10 15
Tiempo (min)
Figura 1. Cambios en la resistencia de entrada relativa con respecto
al tiempo (R/R ; Ro = 39.92 MW). La barra representa el tiempo en

el que se aplicd ta solucién Ringer libre de Na*. La linea punteada
indica el valor de la R, control.

La G, secalcul6a partir de los valores de R, obtenidos en
los experimentos anteriores, utilizando las ecuaciones 1, 2 y
3. Estos resultados se muestran en el Cuadro 2. G, disminuy¢
en los primeros segundos después de la eliminacion del Na*
extracelular hasta alcanzar un maximo minutos después, Al
restituir el Na* externo G| revirti6 a valores control.

Cuadro 1. Cambios en (a resistencia de entrada producidos por la eliminacién del Na* extracelular.

CELULA AUMENTO INICIAL TIEMPOS DISMINUCION V,C-V E* TIEMPOS
DE R, (%) (seg) DE R, (%) (mV) (seg)

2E +2560.7 38 -54 -25 202

20" +3 152 -28 -40 406

77F o] == 1052+ 0.6 -25 252

* Experimento graficado en la figura 1

§ Las columnas de tiempo indican el pariodo desds 8l inicic de Ja perfusién con la solucién libre de Na* hasta que se alcanzé

un maximo o un minimo en la resistencia de entrada.

uV, C-V, E esladiferenciaentre el V, control (C)y el experimental (E) y se refiere alamagnitud maxima de la hiperpolarizacién

de |la membrana al disminuir R, ,
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Cuadro 2, Cambios de la conductancia de membrana ante la ion de! Na* futar,
CELULA RADIO G, CONTROL EXP. 1* EXP. 28 LAVADO
(mM) (uSfem? ) (uSfom? ) (nSicm? ) (uSlem? )
2E 51.0 883+1.1 668+05 146.9 780189
2D 575 60.3 533 84.1 56.1
77F 89.6 256 256 282 256405

* Conductancia de membrana durante la fase inicial de Incremento en R,
§ Conductancia de membrana durante !a fase de decremento en R, .

Efecto de la inhibicion de la bomba de Na* sobre la
conductancia de la membrana neuronal.

La figura 2 muestra una célula tipica en la que la uabaina
produjo una disminucién promedio del 32 por cientoenlaR, .
El efecto fue reversible minutos después de la restitucion del
Ringer normal. En el Cuadro 3 se presentan los resultados
obtenidos en cinco experimentos. En todos los casos, la
inhibicién de1abomba de Na', produjouna clara disminucion
enR,, que en su caso extremo, alcanzé hastaun 77 por ciento
con respecto a los valores control. El tiempo en el que ocurrié
el efecto miximo fue variable incluso entre neuronas del
mismo tipo, como es ¢l caso para la célula 77F.

Cuadro 3. Efecto de la uabaina sobre la resistencia de entrada.

CELULA % DE DISMINUCIONDE R, TIEMPO*
(seg)
TIF 142102 404
1F 26 1200
77F8 317212 100
76F 44507 278
1D v 902
* Tiempo desde el inicio de la aplicacién de fa uabaina.
§ Experimento graficado en la figura 2.
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Figura 2. Cambios en la resistencia de entrada relativa con respecto
al tiempo, antes, durante y después de la apliacion de uabaina
(indicada con a barra). La linea punteada representa ala R, contro!
(R, = 8.69 MW).

Discusién
Efecto del Na* extracelular sobre la conductancia de la
membrana neuronal

La sustitucién del Na* extracelular por glucamina, un i6n no
permeante, produjo una disminucién inicial eit G, (4.6 +
2.9%), que representa la fraccion de G, correspondiente a la
conductancia al Na* en reposo. El aumento en G que sigue
a la disminucion inicial de la misma, se acompafié de una
hiperpolarizacion de la membrana, sugiriendo la posible
activacidn de canales de K*. Resultados recientes obtenidos
por nuestro grupo 6, utilizando la técnica de fijacion de
voltaje, muestran que Ia hiperpolarizaciény el aumentoen G
aqui descritos, representan una corriente saliente de K,
probablemente activada por Ca**.

Sabemos que la energia que wtiliza el intercambiador Na*/
Ca** para su operacién se deriva de la magnitud del gradiente
electroquimicodel Na*, Aleliminarel Na* extqrno, ¢l gradiente
clectroquimico de este i0n se invierte, dirigiéndose hacia el
exterior celular. En estas circunstancias el intercambiador
Na*/Ca** fanciona en modo reverso, es decir, metiendo Ca™
alacélulay sacando Na* de la misma (ver las consideraciones
tedricas del intercambiador Na*/Ca™ mds adelante), lo cual
resulta en un incremento en la {Ca™} submembranal, con la
consecuente activacion de canales de K*.'

Labombade Na*yla conductancia de lamembrananeuronal
La inhibicién de 12 bomba de Na* con uabaina provocd un
ripido aumentoen G_, similar al observado con la sustitucion
extracelular del Na*. Ambos resultados pueden explicarse por
un incremento en la conductancia al K* activado por una
elevacion en [Ca®™].

En un trabajo reciente® demostramos que la inhibicién de
la bomba de Na* en neuronas, resulta como era de esperarse,
enuna acumulacién de Na* intracelular. Esta acumulacion de
Na'* genera una disminucion de su gradiente electroquimico,
lo cual reduce la capacidad del intercambiador para expulsar
Ca*y por ende, este iltimo se acumula en ¢l citosol. Nuestros
resultados concuerdan con los de Casteels y cols." quienes
encontraron que al inhibir la bomba de Na* en células
musculares lisas se provoca un aumento en G subyacente a
1a pérdida de K* intracelular. Schiue® también proporciond
evidencia sugerente en favor de que la inhibicién de la bomba



con uabaina en neuronas de sanguijuela produce una dismi-
nucion en la actividad intracelular de K* al tiempo que se
incrementan las actividades internas de Na*y Ca*.

Consideraciones tedricas acerca del intercambiador Na*/
Ca**

El intercambiador Na*/Ca™ es una proteina que transporta
Ca* através de la membrana de manera acoplada e inversa al
movimiento de Na*, siguiendo la direccién y magnitud del
potencial electroquimico de este ¥ltimo." La mayoria de los
autores aceptan que el intercambio de ambos iones ocurre con
una estequiometria de 3Na":1Ca** por lo cual, es
electrogénico,™'*! es decit, genera una corriente a través de
Ila membrana. Este proceso de contratransporte puede descri-
birse termodindmicamente de acuerdo con Ia siguiente expre-
sién:

nzF (E,,, -E ) > zF (E,,, -E) 4

La ecuacion 4 presupone que la direccitn en que se mueve
¢l Ca™ depende de la direccién y magnitud del gradiente del
Na*. En esta ecuacidn, n es el cociente de acoplamiento del
intercambiador Na'/Ca™ cuyo valor, dada la estequiometria
3:1, es igual a 3; z es la valencia de los iones; F la constante
de Faraday; E,, y E.._, , l0s potenciales de equilibrio del Na*
y el Ca™ respectivamente y Em el potencial de membrana. En
estado de equilibrio termodindmico tenemos que:

nzF (E,,,-E )=2F(E_,-E

) (5)

Cuando el intercambiador alcanza el estado de equilibrio,
suponiendo que es el inico mecanismo de transporte de Ca*
y queno hay amortiguamiento intracelular del mismo, [Ca*™];
puede predecirse por medio de la siguiente ecuacidn, cuya
derivacion a partir de la ecuacién 5 se encuentra en el
apéndice:

[Ca™], = [Ca™] , ( [Na'])?
E_F
([Na'] )'e RT (6)

en donde [Ca™], [Ca™] , [Na*],Y [Na'] , son las concen-
traciones intra y extracelulares de Ca™ y Na* respectivamen-
te; E_esel potencial de membranayF, Ry T sonlas constantes
anteriormente descritas.®"*

Resolviendo 1a ecuacién 6 para el caso particular de las
neuronas de [ aspersa, bajo nuestras condiciones expetimen-
tales iniciales: [Ca™] =7 mM; [Na*], = 82.5 mM; [Na*'],=5
mM; E_ = -50 mV, es posible predecir que cuando [Na*],
disminuye por debajo de ciertos valores se produce un incre-

mento en la [Ca™], 1a cual se eleva explosivamente cuando la
[Na']_ se aproxima a cero (Figura 3). En la figura 4 se ilustra
esquematicamente como la eliminacién del Na* extracelular
produce un incremento en [Ca™), a través del intercambiador
Na'/Ca*.(Figuras 3 y 4).

d FIG. 3

M)

|I {x 10
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1
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20 an 40 a0 60 T0 an

[Na'], (mM)

Figura 3. Curvatedrica delos cambios en laconcentracion intracelular
deCa* ([Ca**]), mediados por el intercambiador Na*/Ca**, al disminuir
la concentracion extracelular de Na* ([Na*]). Es suficiente con una
disminucion relativamente pequefia enla[Na*], para que se produzca
unaumento importante en la{Ca*’}. La curva se obtuvo por medio de
la ecuacién® considerando que: [Ca), = 7 mM; [Na] =5mM; E_=-
50mv.

%1-

Figura 4. Esquema que ilustra el incremento en la concentracion
intracelular de Ca*™ mediado por el intercambiador Na*/Ca**, cuando
se elimina el Na* extracelular. El esquema izquierdo muestra una
céluta en condiciones fisiologicas en las que la bomba de Na*
mantiene al gradiente eiectroquimico de ese catién permitendo a
expulsibnde Ca** através de imercambiador Na*/Ca* Laeliminacion
del Na* extracelular provoca fa inversién de este intercambiador
induciendo un aumento en la [Ca*], como se ilustra en el esquema
de la derecha.

Consideremosahora el casoencl quela [Na*], seincrementa
monoténicamente, como ocurre al inhibir la bomba de Na*,
Resolviendo 1a ecuacion 6 para valores crecientes de [Na'], se
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Cambios de voli celular durante la inhibicién de la

obtiene la grafica de la Figura 5. Nétese que peq
aumentos en la [Na*], afectan considerablemente a Ia [Ca™],
llevandola incluso a valores del orden micromolar. Conside-
randounE_=-60 mV, latasa de aumento de [Ca*]; se reduce
notablemente. debido a que el potencial de membrana se hace
m4s negativo queel potencial deinversiéndel intercambiador
Na*/Ca,, . El efecto de la inhibicion de 1a bomba de Na+ sobre
1a operacion del intercambiador Na*/Ca™ se ilustra en la

figura 6. (Figuras 5y 6).

M)
-

.ll g0

A, =

[ca
ot

[Na'], (mM)

Figura 5, Cambios teéricos en la concentracién intracelufar de cakcio
libre ([Ca**]) al el la cor ion ir de Na* ([Na*})
ante la inhibicién de ta bomba de Na*. Los calculos se realizaron
considerando dos potenciales de membrana(E, ). Pequefios cambios
enel Na*intraceiular son suficientes paraincrementar sensiblemente
los niveles intracelulares de Ca**. Cuando E, esiguala-50 mV (curva
punteada), la tasa de aumento del Ca*™ es mayor que con un E,_ de
-80 mV (curva continua). Las lineas punteadas indican Iz [Ca*), con
una [Na*], fisiolégica.

Na*

Figura 6. Esquema que ilustra los cambios que ocurren en [Na'] y
[Ca™], al inhibir la bomba de Na2*. En condiciones fisiclogicas
(esquemna izquierdo), la bomba expulsa al Na* que entra a la céiula
por canales y transportadores. La inhibicién de la bomba produce
una acumulacién de Na* en el interior celular, alterando su gradiente
electroquimico lo cual invierte al intercambiador Na*/Ca*™ como se
aprecia en el ésquema de la derecha. Este proceso induce al
aumento en [Ca*"],
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bomba de Na*, en neuronas: una visién integral de los
mecanismos de produccién de dafio neuronal

LaFigura 7 ilustra los cambios que, con base en los resultados
expuestos en éste y en los trabajos anteriores,>*’ suponemos
ocurren en las células nerviosas cuando se inhibe la bomba de
Na*, sea por medios farmacologicos (ej: con uabaina), a
consecuencia de cuadros hipoglicémicos o por procesos que
produzcan anoxia, tales como fa isquemia o los traumatismos.
Enel esquemade laextrema izquierdase muestra la condicion
fisiologica de una neurona, En esta situacién la bomba de Na*
remueve de 1a célula al Na* que tiende a entrar a la misma,
manteniendo el gradiente electroquimico de este ién. Para
ello, la bomba consume ATP, cuya sintesis depende de la
disponibilidad de oxigeno y glucosa. La energia almacenada
en el gradiente electroquimico del Na* es utilizada por el
intercambiador Na*/Ca™ para mantener una [Ca™]; 10,000
mas baja que en el exterior. En estas condiciones no hay ni
flujos netos de agua, ni gradientes de presion osmoéticaa través
de la membrana. El esquema de la parte media superior
muestraqueal inhibirlabombade Na*, 1a [Na*}, aumenta pues
el Na* sigueentrando a la célula pero ya no hay un sistema que
lo expulse. Esto altera su gradiente electroquimico, lo que
hace que el intercambiador Na*/Ca*™ funcione de manera
inversa (circulo negro), produciéndose un aumento en la
[Ca™]; capaz de disparar la salida de K* (y probablemente de
Clo de algin otro anién v.g.: glutamatc) a través de canales
especificos para estos iones. Ademds, dado que Ia bomba de
Na* es electrogénica, su inhibicion se acompafia de una
despolarizacion de la membrana, capaz de activar la entrada
de Ca™ via canales sensibles al voltaje de transmembrana.” El
eflujo de K* y de aniones trae como consecuencia la salida
osmoética de agua y la disminucién del volumen celular. Al
decrecer este ltimo, se produce un aumento adicional en las
concentraciones de Ca™y Na* como se muestra en el esquema
de la parte media inferior. Finalmente, el aumento en [Ca*™];
activa p con la cc necrosis celular.!'* En
ocasiones, el balance osmético producido después de que se
inhibe Ia bomba es tal, que se produce un aumento transitorio
en el volumen celular seguido de una disminucion del mismo
(esquema de la extrema derecha). Esto ocurre porque el Na*
intracelular aumenta mas rapidamente queel Ca*™y noes sino
hasta que este tiltimo catién alcanza una cierta concentracion
que se activan las conductancias al K" y a los aniones
produciéndose el eflujo de estos iones. Esto implica que el
dario celular no estd relacionado con una lisis osmética, como
se postula reiteradamente en la literatura, sino mds bien, con
una acumulacién de Ca** intracelular que se sabe es letal para
la célula.'™” Cabe mencionar que el eflujo de K* en las
neuronas sometidas a la inhibicidn de la bomba, por isquemia
o cualquier otra causa, produce un aumento en el K*
extracelular, que ha sido registrado por otros autores'® y que
seria responsable de la liberacién neuronal de glutamato con
la consecuente activacion de receptores tipo NMDA que




incrementan aiin mas ¢! infiujo de Ca** y Na* a la célula,
disparando un proceso patolégico que involucra a neuronas
localizadas en zonas circunvecinas a aquellas en las que se
inicié el fenémeno isquémico.”

Figura 7. Mecanismo implicado en los cambios de volumen celuiar
secundarios a la inhibicién de la bomba de Na* en neuronas.
Contrario a lo generalmente aceptado, la inhibicién de la bomba de
Na*, sea por uabaina o por deplecién de ATP, resulta en una
disminucion de volumen celular en ocasiones precedida por un
aumento del mismo.

Apéndice

En el estado de equilibrio:
E,. -E =0 (7

Ya que el intercambiador Na*/Ca*™ funciona con una
estequiometria de 3Na*:1Ca*™, de acuerdo con la ecuacion 5:

3 (E,.-E)=0 (8)
es decir,
3E,,.-=3E, (L]
endonde E,, es ¢l potencial electroquimico del Na'y E
el potencial de membrana.
De acuerdo con la ecuacion de Nernst para E,__, es posible

expresar a la ecuacién 9 como:

3RT 1nNa'l) = 3Em
2F [Na'],

(10y

por lo que:

3In [Na'] =3 FE_ (1

[Na'),  RT

En la expresion anterior, z = 1, por ser el Na* un catién
monovalente,

Al sacar antilogaritmos a ambos lados de 1a ecuacién 11,
tenemos que:

FEm
([Na'])*=e°RT (12)
[Na"],
Multiplicando la expresion 12 por la unidad, se obtiene:
FE,
(Na']) *() =&’ RT (1) 13
[Na'];
de donde:
FE,
{Na'])’ e RT =1 (14)
[Na},

Para ¢l caso del Ca™, y en el estado de equilibrio:
(15)
EC-H = Em (16)
De acuerdo con ecuacion de Nernst para ECa™ se obtiene

que:

RTIn[Ca ] =E,
ZF  [Ca”),

amn

Multiplicando ambos lados de esta ecuacién por 2F/RT
dado quez=2por serel Ca™ un catioén divalente, tenemosque:

1Ca""T,=FE,

2

In[Ca*], RT

(18)

si sesaca el antilogaritmo ala expresién 18 y se reacomoda
de la misma manera que como se hizo con la ecuacion 13, se
lega a la siguiente formula:

FE,

2 m

RT =1

[Ca*],e

[Ca™, (19)



Igualando las expresiones 14 y 19 de acuerdo con la
ecuacion 5:

-ZFEM 3 -IFEH
[Ca”], ¢ RT =([Na‘lje RT (20}
[Ca™], [Na'],
Despejando el de las iones de Ca*™
resulta que:
-JFE-
[Cat++]0_( [Na'])'e RT
[Ca™],  [Na'l,  ,FE_ @
[ RTm

De acuerdo con las propiedades de los exponentes, e™/e’
Y=g ¥4 ] ecuacion 21 puede expresarse como;

[Ca*], = ([Na]) e, ” (22)
[Ca"l’ [Na']i L3

Despejando [Ca™'], delaecuacion 22 seobtienc la ecuacion
6.

Agradecimientos

Estetrabajo se llevd a cabo gracias a donativos otorgados a FJAL por
el National Institute of Neurologioal Discrders and Strokae de los EUA
(Grant N528227) y CONACYT México, donativa D111-803836.
Agradecemas el magnifico apoyo técnico del sefor Serglo Marquez
Baltazar y los comentarios del doctor Luls Reuss, dal doctor Humberto
Cruzblanea, del biéloge Julie Altamirano y del bidlogo Andrés Nani,
La fotografin estuvo & cargo del sefor Raul Cardozo.

Referencias

1. Tesieson DC, Hoffman JF. Regulation of cell volume by active cation
transport in high and low potassium sheep red cells, J. gen, Physiol
1960; 44; 169

2. Tosteson DC. Regulation of eell volume by mdmm and pommssium
transport. En: the cetlular funciions of spori. Ed.

354

Hoffman, ). F. Prentice Hall, Englewood Cliffs, New lersey, 1964;
322,

3. Stein WD. Channels, carriers, and pumps: An introduction membrane
transporl. Academic Press, Californin. 1990,

4, RosenbergGA. Brain fluids and metabolism. Osford University Prass.
1990,

5. Alvaroz-Leefmans Fl, Gamiflo SM, Reuss L. Cell volume changes
upon sodium pump inhibition in felix aspersa neurones, I, Physiol,
Lond 1992; 458: 603,

6. Cr H, Nani A, Altamirano J,

Al 1 aafy FILIon

B‘: Merediz G,

il volume changes

following sodium pumpmhlblllonh)ﬁdft.rmnmnm Biophy.1.1992;
61: AJ8S,

7. Gamifio SM, A 1. Reuss L, Al Leefr F1. Changes
in [Co*'], during Na® pump inhibition in Fura-2-10aded Heltxneurons.
Biophys. J. 1993; 64: A347,

. Mullins L1, lon transport in heart. Capltulo 4: Na'/Ca** exchange.
Raven Press, New York, 1981: 20,

9. Reeves IP, Philipson KI): Sodium-calcium exchange activity in plas-
ma membrane vesicles. En: Allen, Noble, Reuter {ed.), Sodium-
caleium exchange. Oxford University Press, 27-48, 1989,

10, Meeeh RW. Calcium-dependent potassium activation in nervous
tissucs, Ann. Rev, Biophys. Bicang. 1978; 7:1.

11. DiPolo R. The sodium-calcium exchange in intact cells, En: Allen,
Moble & Reuter (ed). Sodium-calcium exchange. Oxford University
Press, 1989 15,

12, Bers DM, Exeilation-coniraction coupling and cardiae contractile
force. Capitulo 5; Na"/Ca™ exchange and the sarcolommal Ca**-
pump, Kluwer Academic Publishers, 1991:71.

13, Reuter H. Intreduction, En: Allen, Moble, Reuter (ed.) Sodium-
calcium exchange. Oxford Iniversity Press, 1089:1

14. Matsuokn 8. y Hllsemnnn DW, Steady-state and dynamic properties
ofcardinc sod I : lon and voltage dependencies of
the transport eyelo. J. Gen. Physiol, 1992; 100:963.

15. Mullins L1, The generation of eleciric currents in cardine fibers by Na*/
Ca' exchange. Am. J. Phisyol, 236(3); C103-C110, 1979.

16. Nigotera P, Bellomo G, Orrenius 8. Caloium-medinied mechanisms in
chemically induced cell death. Annu. Rov. Pharmacol. Toxicol. 1992;
32:449,

17. Chot DW. Cerebral hypoxin: Some new approaches and unanswered
quostions, J, Neurosci, 1990; 10:2493,

18, Hansen AT Effect of anoxia on 1on distribution in the bruin. Physial,
Rev. 1985, 65:101.

19. Casteels R, Droogmans O, Hendrickx H: Membrane potential of
smooth muscle cells in K*-free solutions. J, Physiol, Lond, 1971,217:
281,

20. Schlue WR. Effects of ounbainon i ion { sensory
neurones ol the leech central nervous system. I Meurophysiol. 1991;
65(3):736,

derlyi






