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Fisiopatologia del daio neuronal postisquémico I:
cambios de volumen neuronal secundarios
a la inhibicion de la bomba de sodio

F. Javier Alvarez-Leefmans!?, Sergio Marquez Gamifio!, Luis Reuss?

Summary

Cell volume maintenance is generally believed to be achieved by net ion efflux mediated by the Na* pump, which
balances the higher intracellular colloid-osmotic pressure resulting from impermeant intracellular anions. Hence,
pump inhibition in neurons (eg. secondary to ATP depletion resulting from ischemia or trauma) should result in
net solute and water entry and cell swelling. To test this hipothesis we used electrophysiologic techniques to mea-
sure changes in membrane voltage and cell water volume during Nat pump inhibition in identified neurons from
subesophageal ganglia of Helix aspersa. In 21 neurons studied, upon inhibition of the pump by sustained exposure
to 1 mM ouabain, most neurons shrank by 6.5 + 0.7% (X + S.E., n = 14). In 5 of these cells, shrinkage was preceded
by a short-lived swelling phase, at a rate of > 20%/min. In the 9 cells that shrank without swelling phase, the shrin-
kage ensued 1.9 + 0.4 min. after the onset of ouabain action (signalled by the start of ouabain induced membrane
depolarization) and persisted for at least 10 min. In 2 out of the 21 cells we observed only the transient increase in
cell volume. In other 5 cells, ouabain had no measurable effect on cell water volume. The data suggest that while
the pump may be necessary for cell volume maintenance, nerve cells may be endowed with ouabain-insensitive
mechanisms of volume control, whose activation following Na* pump inhibition prevents them from short-term
swelling and lysis.

Resumen

Se acepta que el mantenimiento del volumen celular se debe a la operacién de la bomba de Na*. Esta contrarresta
el gradiente de presién coloidosmética resultante de la presencia de aniones protéicos intracelulares, que no per-
mean a través de la membrana plasmatica. La anoxia del tejido nervioso (vg.: en procesos isquémicos) se acom-
pafia de una répida disminucién en el contenido celular de ATP, que resulta en la inhibicién de 1a bomba de Na*.
Se ha postulado que la inhibicion de esta ultima produce edema y eventual lisis celular. Para evaluar esta hipotesis
utilizamos una técnica electrofisiologica que mide simultdneamente cambios en el volumen celular y en el poten-
cial de membrana, durante la inhibicién de la bomba de Na*, en neuronas identificadas de Helix aspersa. Se estu-
di6 el efecto de la inhibicién de la bomba de Na* con uabaina (1 mM) sobre el volumen celular en 21 neuronas. La
mayoria de éstas respondieron con una disminucién del 6.5 + 0.7% (X + E.E., n = 14) de su volumen inicial. En 5
de estas células, la disminucién del volumen fue precedida por un incremento transitorio y rapido (> 20%/min.) del
mismo. En las otras 9 células el encogimiento ocurri6é 1.9 + 0.4 min. después del inicio de la accién de la uabaina
(inferido a partir de la despolarizacién inicial de la membrana). En 2 de las 21 células estudiadas, se observo el
incremento inicial del volumen celular, pero éste unicamente retorné a su valor inicial sin presentarse el encogi-
miento de la célula. En otras 5 células no se detectaron cambios de volumen, sin embargo, esto no se debi6 a falta de
resolucion de la técnica. Los resultados sugieren que las neuronas son capaces de regular su volumen aun cuando la
bomba de Na* esté inhibida. Esto sugiere que ademas de la bomba de Na*, las neuronas, cuentan con otros meca-
nismos, que en ciertas condiciones patolégicas (vg.: anoxia postisquémica) previenen el edema y la lisis celular.
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Introduccién

Es bien sabido que las células nerviosas requieren
del aporte continuo de glucosa y oxigeno para man-
tener normal el funcionamiento cerebral. La hipo-
glicemia o todo proceso que conduzca a la anoxia
del tejido nervioso, como la isquemia secundaria a
trombosis y embolias cerebrales, produce deplecién
de ATP celular, la principal fuente energética neu-
ronal. Se sabe que la deplecién de ATP celular pro-
duce inhibicién de la bomba de Nat. Esta iltima es
una enzima que se encuentra localizada en la
membrana plasmatica y que expulsa de las células
iones de sodio (Na*) a la vez que introduce a las
mismas iones de potasio (K*), utilizando para ello
la energia derivada de la hidrolisis de ATP. Esta
enzima es el principal dispositivo de expulsién de
Na* con el que cuentan las células y se cree que
constituye el mecanismo mediante el cual éstas
mantienen su osmolaridad y su volumen constan-
tes en condiciones fisioldgicas*>6. Ya que el Na* se
encuentra mas concentrado en el exterior que en el
interior celular y que este ultimo es eléctricamente
negativo con respecto al primero, el gradiente elec-
troquimico del Na* estd dirigido hacia dentro de
las células, lo cual explica la tendencia de este
catidon a entrar a las mismas. Dado que la mem-
brana plasmatica es permeable al Na*, cuando se
inhibe la bomba que lo expulsa, sea en condiciones
patologicas (vg.: anoxia postisquémica) o experi-
mentales (vg.: con glucdsidos cardiacos como la
uabaina), este catién entra a las células impelido
por su gradiente electroquimico y por la presién
coloidosmoética que ejercen los aniones no difusi-
bles intracelulares. Esto trae como consecuencia la
acumulacion de Na* en el interior celular lo que,
de acuerdo con las ideas cominmente aceptadas,
produce un imbalance osmético a través de la
membrana plasmatica, que culmina con el edema y
aun la lisis celular (Figs. 1 y 2). Esta secuencia de
hechos derivada de una hipétesis propuesta hace
tiempo por Tosteson y Hoffman®$, se acepta
ampliamente como uno de los mecanismos de pro-
duccién de daiio neuronal subsecuente a hipoglice-
mia o anoxia3. Desafortunadamente la evidencia
que sustenta a dicha hipétesis y el involucramiento
de la misma en la fisiopatologia de dichas entida-
des nosoldgicas es hasta ahora débil, fragmentaria
e incompleta (vide infra).

Para avanzar en el conocimiento de la patogéne-
sis del supuesto edema citotéxico, considerado
como preludio al dafio neuronal irreversible, es
indispensable dilucidar los mecanismos celulares
responsables de mantener y regular el volumen de
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las neuronas en condiciones fisioldgicas asi como
las consecuencias de su disrupcion en condiciones
patologicas. A pesar de que se acepta universal-
mente que la inhibicion de la bomba de Nat*
produce edema celular, no existe evidencia directa
que sustente esta suposicion. Mas aun, a pesar de
su importancia, se desconocen la magnitud y sen-
tido de los cambios en el volumen celular que ocu-
rren en neuronas como resultado de la inhibicién
de la bomba de Nat, asi como los movimientos
transmembranales de solutos osmdticamente acti-
vos que les subyacen.

En el presente trabajo usamos una novedosa téc-
nica para estudiar los cambios de volumen celular
acuoso, en neuronas aisladas, en respuesta a la
inhibicién de la bomba de Na* por medios farma-
cologicos. Ademds, se estudiaron los flujos de iones
que ocurren a través de la membrana plasmatica y
que subyacen a dichos cambios del volumen neu-
ronal. Las técnicas empleadas en éste y en los traba-
jos siguientes, nos han permitido evaluar critica-
mente la hipétesis de Tosteson y Hoffman’¢ que,
aunque originalmente propuesta para el caso parti-
cular de los eritrocitos, ha sido generalizada y
adoptada a priori para explicar cdmo las células
animales mantienen su volumen constante en con-
diciones fisioldgicas y como éste se altera cuando se
inhibe la bomba de Nat.

Nuestros resultados muestran que, contrario a lo
predicho por la hipétesis de Tosteson y Hoffman®,
las neuronas responden principalmente con una
disminucién de su volumen cuando se les inhibe la
bomba de Na*. En ocasiones, esta disminucion del
volumen celular es precedida por un incremento
rapido y transitorio del mismo. Estos hallazgos
sugieren que ademas de la bomba de Nat, las neu-
ronas estdn dotadas de mecanismos que les permi-
ten regular y mantener su volumen constante. Uno
de estos mecanismos parece ser un canal de Kt que
se activa por un incremento en la concentracién de
calcio ionizado intracelular, [Ca®*],, secundario a la
acumulacién de Nat que resulta de la inhibicién
de la bomba, como se vera en los dos trabajos que
siguen a éste. Postulamos que el daiio celular con-
secuencia de la inhibicién de la bomba de Na*,
probablemente resulta més de la acumulacién de
calcio ionizado en el interior celular que de cam-
bios en el volumen celular.

Fundamentos tedricos

La membrana plasmética es permeable al agua y a
pequerios iones como el Nat y el K*. Adema4s, las
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células contienen aniones protéicos que no per-
mean la membrana pero que gjercen un gradiente
de presion coloidosmdtica dirigido hacia el interior
celular. En la figura 1 se ilustra cémo se genera un
gradiente de presidn coloidosmética entre dos com-
partimientos separados por una membrana semi-
permeable, uno de los cuales contiene aniones no
difusibles.

En las células animales, cuya membrana es dis-
tensible, si los iones se distribuyesen siguiendo el
equilibrio de Gibbs-Donnan, el gradiente de pre-
sion coloidosmotica resultante produciria un incre-
mento de volumen y eventual lisis celular. Tosteson

Estado inicial (t=0)

Compartimiento "0"
[Na*t}= 100mM
[CI7] = 100mM

Compartimiento »j"
[Na*]= 100mMm
[P"1= 100mM

v
é
?
7

Equilibrio (t=m)

[Na*] = 100mM [Nat]=~ 162mM

[CI7] = 100mM [CI7] = 62mM AT>0

[P7]= 100mM

ONNNANNNNNARNNRNNNNNN

Figura 1. Generacion de un gradiente de presién coloidosmé-
tica en un sistema fisico comprendido por una membrana semi-
permeable rigida que separa dos compartimientos: el “i”, que
esta cerrado a la atmdsfera y el “0” que estd abierto a la misma.
Las paredes del compartimiento “i”, al igual que la membrana,
son rigidas. La membrana es permeable al agua y a pequeiios
iones (Na+ y Cl-), pero impermeable a aniones protéicos (P-).
En la parte superior de la figura se ilustran las condiciones ini-
ciales del experimento: al tiempo t = 0 se afiade una solucién
acuosa de NaCl al compartimiento “0” y una solucién hecha de
la sal sédica de una proteina (proteinato de Na*) al comparti-
miento “i”. Las concentraciones en mmoles/l, son iguales en
ambos compartimientos, de modo que no existe diferencia de
presién osmotica entre ellos, es decir An = 0. Conforme transcu-
rre el tiempo, el agua y los iones a los que 1a membrana es per-
meable, difunden hasta alcanzar el estado de equilibrio (al
tiempo t = «), €l cual se ilustra en el diagrama inferior. Este
estado de equilibrio es el predicho por la teoria de Gibbs-Don-
nan. Notese que en el estado de equilibrio, las concentraciones
idnicas entre los dos compartimientos difieren de tal manera
que: [Na*]; > [Na*], y [CI); ¢ {CI'],; ademds la concentracién
total de iones es mayor en “i”, de modo que ahora existe una
diferencia de presiéon osmotica (An ) 0) entre los dos comparti-
mientos. Si la membrana y las paredes del compartimiento “i”
fuesen distensibles, como la membrana plasmadtica de las célu-

las animales, entonces el volumen del compartimiento “i
aumentaria.

y Hoffman5® postularon que este edema celular
coloidosmotico se previene normalmente por la ac-
cion de la bomba de Na*, la cual, por cada ciclo,
expulsa 3 Nat a la vez que introduce 2 K*, gene-
rando asi la salida neta de una particula osmética-
mente activa, manteniendo el balance osmotico
celular. Una de las predicciones de esta hipdtesis es
que la inhibicidn de la bomba de Nat conduce al
edema celular a consecuencia de la entrada neta de
Nat y agua a la célula (Fig. 2).

Meétodos

Se utilizaron neuronas identificadas del ganglio
subesofagico de Helix aspersa, ya que por su tamafio
permiten realizar experimentos electrofisiolégicos
que resultarian, hasta ahora, técnicamente imposi-
bles en neuronas de vertebrados. Estas células son
un modelo idéneo pues en ellas se encuentran los
mismos sistemas de transporte de iones presentes
en neuronas de vertebrados incluyendo las huma-
nas. El ganglio aislado se sumergié en una camara
(volumen = 0.5-0.8 ml) en donde se perfundié a
una tasa de 5 ml/min con una solucién salina de la
siguiente composicion (en mM): NaCl 82.5; KCl, 4;
CaCl,, 7; MgCl,, 5; HEPES, 5; glucosa, 5; pH 7.5.
Para inhibir a la bomba de Na* se afiadi6 uabaina
(1mM) a la solucién anterior.

Se adapté una técnica electrofisiologica para
medir simultdneamente cambios en el potencial de
membrana (E_) y en el volumen celular (V) de neu-
ronas individuales!. La técnica permite medir de
manera continua cambios de volumen celular
menores del 5%. Su fundamento se ilustra en la
figura 3. Esencialmente consiste en introducir a las
células un marcador del volumen acuoso intracelu-
lar. Una vez introducido, el marcador debe perma-
necer en el espacio intracelular, sin salirse de la
célula o metabolizarse por la misma, de tal manera
que midiendo su concentracion, es posible calcular
el volumen acuoso celular.

Se utiliz6 tetrametilamonio (TMAY) como mar-
cador del volumen de agua intracelular. Las células
se cargaron hasta obtener una concentracién final
de TMA* de 6.2 £ 2.7mM (X £ EE, n = 21), expo-
niéndolas a una solucién Ringer en la cual el Na*
se sustituy6 por TMA*. Se encontré que una vez
que el TMA* entraba a las células, quedaba vic-
tualmente atrapado dentro de las mismas. En los
experimentos aqui reportados, la salida neta de
TMA™ una vez que la preparacién era perfundida
nuevamente con Ringer normal fue menor de 0.5
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UABAINA
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Am=0 An>o0 An=0
ESTA[PO BOMBA DE Na* EDEMA CITOTOXICO
FISIOLOGICO INHIBIDA

Figura 2. Mantenimiento del volumen celular mediante la operacion de la bornba de Nat y su
disrupcién por inhibicién de la misma: hipotesis de Tosteson y Hoffman. En los esquemas, los
vectores representan los flujos de iones a través de la membrana, generados tanto por la opera-
cion de la bomba de Na* como por electrodifusion. Cada esfera representa diferentes estados
de una misma célula. Segiin la hipotesis de Tosteson y Hoffman356 el equilibrio osmotico de la
célula se debe a la operacion de la bomba de Na+ que expulsa dicho catidn a una tasa igual a la
que éste entra a la célula. Cuando se inhibe la bomba de Na*, indicado por el diagrama del
centro, ya sea por la accion directa de la uabaina o por disminucion de la concentracion intra-
celular de ATP, se altera el equilibrio osmético de la célula (An ) 0) produciéndose un influjo
neto de Nat, Cl- y agua. Dado que la membrana plasmatica es distensible, estos movimientos
de agua e iones culminan con un nuevo estado de equilibrio osmético en donde el gradiente de
presién osmotica a través de la membrana (An) vuelve a ser aproximadamente de cero, a

expensas de un aumento del volumen celular (edema citotoxico).

VOLUMEN CELULAR NORMAL

Figura 3. Principio de la técnica electrofisiolégica para medir el
volumen celularl. Los circulos representan una célula que con-
tiene una cantidad de marcador (Qp,), en este caso 9 particulas
del mismo, que permanece constante en el citosol, independien-
temente de cambios en el volumen celular. Esta condicion es
requerimiento esencial para usar una sustancia como marcador
del volumen de un compartimiento acuoso. El volumen de agua
intracelular (V) esta relacionado con la concentracion del mar-
cador C,, (moles/l) de acuerdo con la ecuaciéon V = Q. /C,.
Dado que Q. m (moles) es constante, los cambios de volumen
celular pueden inferirse midiendo C;, de tal manera que un
incremento en V corresponde a una disminucién en C y vice-
versa. Usando tetrametilamonio (TMA+) como marcador intra-
celular, los cambios relativos del volumen de agua celular con
respecto al tiempo (V/V,), se calculan de acuerdo con la ecua-
cién:

ViV, = [TMA*]/[TMA*],
donde: V, = volumen celular acuoso inicial (t = 0); V, = volu-
men celular acuoso al tiempo t; [TMA*], = concentracién intra-

celular inicial de TMA™* (t = 0) y [TMA*], = concentracién
intracelular de TMA* al tiempo t.
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mM/hr. La concentracion intracelular de tetrametil-
amonio, [TMA®],, se midié con microelectrodos
dobles, cuyas puntas tenian didmetros menores de
1 pM, conteniendo una resina de intercambio
ionico sensible al TMA*. Un incremento del volu-
men celular acuoso (V) se reflejé en una disminu-
cion de la {TMA™], y viceversal.

Resultados

Se estudio el efecto de la inhibicion sostenida de la
bomba de Na* con uabaina (1 mM) sobre el volu-
men celular acuoso en 21 neuronas. Contrario a lo
predicho por la hipdtesis de Tosteson y Hoffman3$,
la mayoria de las neuronas respondieron con una
disminucién del 6.5 + 0.7% (X £ E.E,n = 14)de su
volumen inicial (Fig. 4A). En 5 de estas células, la
disminucién del volumen, fue precedida por un
incremento transitorio y rapido (3 20%/min) del
mismo (Fig. 4B). En 2 de las 21 células estudiadas
se observé el incremento inicial del volumen celu-
lar, pero éste unicamente retorné a su valor inicial
sin presentarse el encogimiento de la célula. En
todos los casos la uabaina produjo una despolari-
zacion de la membrana neuronal, como es de espe-
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rarse ante la inhibicion de una bomba de Nat elec-
trogénica. En las 9 células en las que la dis-
minucidn de su volumen acuoso no fue precedida
por una fase de aumento inicial del mismo, el enco-
gimiento celular comenzé 1.9 + 0.4 min después de
iniciada la accidén de la uabaina. El inicio de la
accion de esta ultima se tomé como el comienzo de
la despolarizacion de la membrana. Las células

En 5 de las 21 células no se detectaron cambios
en el volumen celular durante la inhibicion soste-
nida (10-15 min.) de la bomba de Na*. La ausencia
de cambios de volumen no se debio a falta de reso-
lucién de la técnica pues la exposicidn de estas mis-
mas neuronas a soluciones 4 y 12% hipoosméticas
con respecto a la solucidn control, provocd los
esperados incrementos en el volumen celular.

permanecieron encogidas durante por lo menos 10
minutos después de iniciada la accion de la
uabaina.
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Figura 4. Efecto de la inhibicién de la bomba de Na* sobre el volumen celular
acuoso en dos neuronas (A y B). En cada bloque, el trazo superior es €l registro
del volumen celular relativo (V,/V,) computado a partir de la ecuacién descrita en
el pie de la figura 3 y el trazo inferior es el registro simultdneo del potencial de
membrana (E,). La barra horizontal indica el tiempo de aplicacion de la uabaina
(1 mM). En la parte A se muestra un ejemplo de los cambios, que con mayor fre-
cuencia, se observaron. Nétese que el volumen celular relativo (V,/V,) disminuyé
durante la inhibicién de la bomba de Na+*. En la parte B la disminucion del volu-
men celular relativo fue precedida por un incremento répido pero transitorio del
mismo. Nétese que en ambos ejemplos, la uabaina produjo una despolarizacién
de la membrana (E,, se hizo mads positivo). Esta despolarizacion se debe a la inhi-
bicién de la bomba de Na+*, que en éstas, como en muchas otras células, es elec-
trogénica. Nétese ademas que la reduccion en V en la célula mostrada en B se
acompafié de una hiperpolarizacién de la membrana (E,, se hizo mas negativo).
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Discusion

Los resultados muestran que las neuronas respon-
den principalmente con una disminucién de su
volumen cuando se inhibe la bomba de Na*. En
ocasiones esta disminucién del volumen celular es
precedida por un incremento rapido y transitorio
del mismo (Fig. 4B). Este comportamiento es
incompatible con la hipdtesis de Tosteson y Hoff-
man*3® que predice que la inhibicién de la bomba
de Na* conduce al edema y eventual lisis celular.
Esto sugiere que las neuronas estdn dotadas de sis-
temas de mantenimiento del volumen celular que
operan ademads de la bomba de Nat y que el dafio
celular probablemente resulta mas de la acumula-
cién de Ca?* intracelular que de cambios en el
volumen celular?.

La disminucion del volumen celular cuando se
inhibe la bomba de Na* sugiere la activacién de un
mecanismo que permite la salida neta de particulas
osmoticamente activas de la célula. Los registros de
corrientes ionicas utilizando la técnica de fijacién
de voltaje con dos microelectrodos muestran, como
se vera en el trabajo de Altamirano y colaboradores
en este mismo nimero, una corriente saliente, que
parece ser mediada por K+ a través de canales
selectivos a este cation, los cuales son activados por
un incremento en la [Ca?*]. En experimentos que
estamos realizando con técnicas &pticas hemos
demostrado tal incremento en la [Ca?*],. Como se
verd en el trabajo de Merediz y colaboradores en
este mismo numero, es posible que la concentra-
cion de Ca?* aumente en el interior celular a conse-
cuencia de un aumento en [Na'], que en teoria
invertiria al intercambiador Na*/Ca?* que es un
mecanismo de transporte que normalmente saca
Ca?* de las células.

En cuanto al incremento transitorio del volumen
celular observado en algunas células, las medidas
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realizadas en nuestro laboratorio con electrodos
intracelulares selectivos al Nat muestran que al
inhibirse la bomba, este cation aumenta monotoni-
camente a una tasa inicial menor de 1 mM/min.
Este incremento en [Na'];, es insuficiente para
explicar el aumento transitorio en el volumen.
Explicaciones posibles a este interesante hallazgo
se discuten en el trabajo de Altamirano y colabora-
dores en este numero.
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