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RESUMEN

La homeostasis de los fluidos extracelulares requiere de un balance entre la ingesta y
excrecion de Na* y agua. Esta dindmica es controlada por el complejo osmorreceptor
central, el cual se encuentra formado por neuronas capaces de detectar los cambios
osmoticos. Los nucleos supradptico y paraventricular forman parte de este complejo.
Sus productos de secrecion, oxitocina y vasopresina, participan en el control osmético
de los fluidos extracelulares. Las neuronas magnocelulares de estos nucleos expresan
canales catiénicos TRPV1 capaces de detectar cambios osmoéticos. Ademas,
expresan canales de Na* del tipo Nax, que les confiere la capacidad de detectar
cambios en la concentracion extracelular de Na*.

En neuronas disociadas del nlcleo supradptico de la rata, y mediante el empleo de
técnicas electrofisiologicas, determinamos que las soluciones hiperosmoéticas con alta
concentracion de Na* extracelular provocan una despolarizacion de la membrana en
ambas poblaciones de neuronas magnocelulares:  oxitocinérgicas @y
vasopresinérgicas, misma que se asocia a una corriente entrante y a la disminucion
de la resistencia de entrada. Ademas, para distinguir entre el efecto hiperosmotico
mediado por los canales TRPV1, y el efecto debido a la elevacion del Na* extracelular,
que se sugiere es mediado por los canales Nax, utilizamos una solucién isoosmaética

e hipernatrémica que reproduce los efectos ya mencionados.



ABSTRACT

Homeostasis of extracellular fluids requires a balance between the intake and
excretion of Na* and water. This dynamic is controlled by the central osmoreceptor
complex, which is formed by neurons capable of sense osmotic changes. The
supraoptic and paraventricular nuclei are part of this complex. Its secretion products,
oxytocin and vasopressin, participate in the osmotic control of extracellular fluids. The
magnocellular neurons of these nuclei express cationic TRPV1 channels capable of
sense osmotic changes. In addition, they express Na* channels of the Nax type, which
gives them the ability to detect changes in the extracellular concentration of Na*.

In dissociated neurons of the rat supraoptic nucleus, and by means of
electrophysiological techniques, we determined that hyperosmotic solutions with high
concentration of extracellular Na*, cause a membrane depolarization in both
population of magnocellular neurons: oxytocinergic and vasopressinergic, which is
associated with an inward current and the decrease of the input resistance. In addition,
to distinguish between the hyperosmotic effect mediated by the TRPV1 channels, and
the effect due to the elevation of extracellular Na*, which is suggested to be mediated
by the Nax channels, we used an isoosmotic and hypernatremic solution that

reproduces the effects before mentioned.
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1 INTRODUCCION
1.1 Generalidades

El Na* es el electrolito mas abundante de los fluidos extracelulares y junto con sus
aniones acompafantes (ClI y HCOgs"), determinan la osmolaridad. El incremento de la
osmolaridad de los fluidos es un problema comun que se debe principalmente a la
disminucién en el contenido de agua en el cuerpo y/o a la ingesta excesiva de Na* (De
Luca et al., 2014; Noda, 2007).

La osmorregulacion es un proceso esencial para la funcion normal de las células. El
control de la osmolaridad de los fluidos extracelulares es una dindmica entre la ingesta
y excrecion de sales y agua (Hussy et al., 2000; Squire et al., 2003). En mamiferos, la
osmolaridad del fluido extracelular es mantenida cerca de los 300 mOsm (Bourque,
2008).

1.2 Control de la osmolaridad

El mecanismo de control de la osmolaridad se da principalmente a nivel central. Se
han reportado dos estructuras esenciales para la regulacién de la osmolaridad: el
organo subfornical (SFO) y el érgano vascular de la lamina terminal (OVLT), ambos
pertenecen a los llamados drganos circunventriculares que se caracterizan por
carecer de barrera hematoencefalica (Hussy et al., 2000; Squire et al., 2003). Estas
estructuras envian conexiones directas tanto al nacleo supradptico (NSO) como al
nacleo paraventricular (NPV) para el control de la osmolaridad (Figura 1). Se ha
reportado también una tercera estructura, el nacleo preéptico medial (MnPO) que
envia sus proyecciones a las neuronas del NSO y del NPV luego de recibir aferencias
del SFO y del OVLT (Hussy et al., 2000; Bourque et al., 1994).

El control de la osmolaridad también se da a nivel periférico debido a la presencia de
neuronas sensoriales localizadas en el tracto gastrointestinal, la vena porta hepatica
y el higado. Estas neuronas periféricas envian sus proyecciones a nucleo del tracto
solitario (NTS). Finalmente, las neuronas del NTS influyen directa o indirectamente (a
través del MnPO) en la actividad de las neuronas del NSO por cambios en la

osmolaridad a nivel periférico (Figura 1) (Hussy et al., 2000; Choe & Bourque, 2015).
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Figura 1. Complejo osmorreceptor central y control de la osmolaridad. Los
osmorreceptores del cerebro y la periferia envian proyecciones al NSO para
controlar su actividad de disparo. La actividad de disparo de las neuronas del NSO
esta directamente relacionada con la osmolaridad del plasma y determina la cantidad
de VP secretada en la neurohipofisis (Choe & Bourque, 2015).

Tanto el SFO, el OVLT y el MnPO presentan neuronas osmosensibles, conocidas
como osmorreceptores, que responden a estimulos osméticos que excitan o inhiben
la actividad de estas neuronas (Bourque et al., 1994; Grob et al., 2004). Bourque y
colaboradores en 1995 haciendo registros en explantes que contenian al OVLT vy al
NSO (Figura 2A), reportaron que ante la presencia de un estimulo hiperosmotico con
manitol sobre el OVLT las neuronas del NSO también aumentan su frecuencia de
disparo, debido al aumento en los potenciales postsinapticos excitadores (EPSP)
(Figura 2B, 2C), y que estos EPSP son sensibles a bloqueadores glutamatérgicos,



concluyendo que el OVLT envia proyecciones glutamatérgicas hacia las neuronas del
NSO ante un estimulo hiperosmotico. Por otro lado, un estimulo hipoosmaético sobre
el OVLT genera una disminucion en la frecuencia de disparo de las neuronas del NSO
asociada con una reduccion en la frecuencia de los EPSP (Figura 2B, 2C) (Richard &
Bourque, 1995).
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Figura 2. Efectos de la estimulacién osmatica del OVLT sobre la actividad de las
neuronas del NSO. A) Diagrama de un explante hipotalamico que contiene al OVLT
y al NSO. B) Registros intracelulares del potencial de membrana de las neuronas del
NSO. La aplicacién de un estimulo hiperosmoético sobre el OVLT provoca un
aumento reversible de la actividad de disparo de las neuronas del NSO, mientras
gue un estimulo hipoosmatico produce una disminucién reversible de la actividad de
disparo de las mismas. C) Promedio de los cambios en la frecuencia de los EPSP
como resultado de la estimulacién osmotica. (Adaptado de Richard & Bourque 1995;
Bourque 1999).
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Esta capacidad intrinseca del OVLT, del SFO y del MnPO para detectar cambios en
la osmolaridad debidos a la concentracion de Na* extracelular ([Na*]o) se debe a dos

tipos de canales i6nicos: a los canales que son activados en respuesta a los cambios
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en el volumen celular (Bourque, 2008; Liedtke et al., 2000), y a la presencia de canales
de Na* dependientes de la [Na*]o (Nax) (Noda & Sakuta, 2013; Watanabe et al., 2000).

1.3 Nucleo Supradptico

Como ya se mencion6 antes, el NSO es importante en el control de la osmolaridad.
Este nlcleo es un agregado neuronal que pertenece al hipotdlamo tuberal. Esta
formado por células neurosecretoras magnocelulares encargadas de la sintesis de
oxitocina (OT) y vasopresina (VP). Estas neuronas magnocelulares se caracterizan

por tener un diametro celular entre 16-24 um (Lambert et al., 1994).

Tanto en humanos como en roedores el NSO posee una forma triangular. Se localiza

lateral al quiasma 6ptico y a la altura del nacleo supraquiasmatico (Mgller et al., 2018).

El NSO junto con el NPV son las fuentes principales de OT y VP que se liberan en la
neurohipdfisis en el llamado sistema hipotalamo-neurohipdfisis (H-N), en respuesta al
parto y lactancia (OT), y en la homeostasis de fluidos (VP y OT) (Hussy et al., 2000;
Squire et al., 2003).

Las neuronas magnocelulares del NSO envian un solo axén hacia la neurohipofisis.
De cada axén surgen 2,000-10,000 terminales neurosecretoras que contienen una
gran cantidad de granulos de secrecion. La llegada de un potencial de accién a estas
terminales permite la liberacion de la hormona (OT o VP), que pasa a la circulacién
general por difusion a través de capilares fenestrados, donde finalmente alcanzaran

sus Organos blanco (Leng et al., 1999; Brown et al., 2013).

Este sistema H-N resulta ser homologo de otros sistemas de vertebrados inferiores,
asi como de invertebrados (Figura 3). Por ejemplo, el sistema érgano X-glandula
sinusal de los crustaceos, formado por neuronas neurosecretoras que envian sus
axones a la glandula sinusal, donde, secretan hormonas que regulan la osmolaridad,
la conducta sexual y el crecimiento (Figura 3A). Este sistema endocrino resulta ser
muy parecido al sistema cuerpo cardiaco-cerebro de los insectos (Carlisle & Passano,
1953; Knowles & Carlisle, 1956), formado por los nucleos, pars intercerebralis y pars
lateral (Figura 3B). Ambas estructuras contienen células neurosecretoras que

proyectan sus axones a pequefias glandulas conocidas como corpora cardiaca y
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corpora allata. Este sistema resulta importante para el crecimiento, retencion de agua
y reproduccion, como lo es el sistema H-N en mamiferos. (Veelaert et al., 1998;
Velasco et al., 2007).

Por otro lado, en vertebrados inferiores como los peces, también se presenta un
sistema homologo al sistema H-N de mamiferos, formado por el nacleo predptico que
contiene células neuroendocrinas que proyectan hacia la neurohipéfisis. El nacleo
predptico de vertebrados inferiores, se diferencia en el NSO y el NPV en vertebrados

superiores como los mamiferos (Figura 3C, 3D) (Kandel, 1964; Hayward, 1973).

Todos estos sistemas son equivalentes fisioldgica y anatdbmicamente, debido a que se
encuentran formados por neuronas magnocelulares secretoras; sus axones forman
tractos que llegan a lechos venosos o capilares donde las hormonas liberadas

alcanzan la circulacion general.

A B
sinus gland
X organ
pars intercerebralis-corpus cardiacum
C D
CBL. pVC

neurohypophysis
adenohypophysis

Figura 3. Sistemas neurosecretores en diferentes organismos. A) Sistema 6rgano X-
glandula sinusal de crustaceos. B) Sistema cuerpo cardiaco-cerebro de insectos. C
y D) Eje H-N de peces y mamiferos, respectivamente (Adaptado de Kandel, 1964;
Hayward, 1973).
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1.4Caracteristicas electrofisioldégicas de las neuronas magnocelulares del NSO
Se ha reportado que ambos tipos de neuronas muestran caracteristicas similares:

- Presentan sinapsis de tipo somato-dendritica, donde liberan su hormona
correspondiente que actua sobre auto-receptores. Generalmente este tipo de
contacto se utiliza para el control de su frecuencia de disparo. (Andrew, 1981;
Hirasawa et al., 2003).

- Las neuronas aisladas poseen una resistencia de entrada mayor a 500 MQ y una
constante de tiempo de 8.5 ms.

- Sus potenciales de accidn se caracterizan por tener una amplitud de 80 mV y una
duracién de 1.5 ms.

- Generan hiperpolarizaciones pospotencial (AHP) y desporalizaciones
pospotencial (DAP), ambas dependientes de Ca?*. (Oliet & Bourque, 1992;
Armstrong et al., 1994; Armstrong et al., 2019).

- Ambos tipos de neuronas responden a VP (Hirasawa et al., 2003).

También se ha reportado que ambos tipos de neuronas magnocelulares del NSO

presentan diferencias electrofisiologicas que las distinguen:

Neuronas oxitocinérgicas

La actividad de las neuronas oxitocinérgicas en condiciones basales es de baja
frecuencia, la cual se incrementa por un estimulo hiperosmatico, el parto y la lactancia,
generando trenes de potenciales de accidn periddicos que son sincrénicos en todas
las neuronas oxitocinérgicas, induciendo una liberacion de OT pulsatil en la sangre
(Hussy et al., 1997).

Estas neuronas también presentan una rectificacién de salida sostenida (SOR por sus
siglas en inglés) activada por un potencial de membrana despolarizado (Figura 4). La
SOR se expresa en la mayoria de las neuronas oxitocinérgicas, lo cual puede ser
utilizado para su identificacion (Stern & Armstrong, 1995; Armstrong & Stern 1998;
Hirasawa et al., 2003; Zampronio et al., 2010).

Otra caracteristica que las distingue es la presencia de una corriente de K* transitoria.

Un estudio realizado por Widmer y colaboradores (1997) demuestra que las neuronas
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oxitocinérgicas disociadas del NSO presentan este tipo de corriente también llamada
corriente tipo IA, mientras que las que liberan VP carecen de ella (Widmer et al., 1997,
Armstrong & Stern, 1998;). Esto no ocurre en registros en rebanadas, explantes o en
neuronas disociadas que conservan sus proyecciones, debido a que los canales que
median la corriente IA se encuentran en las dendritas de las neuronas
vasopresinérgicas (Armstrong & Stern 1998; Armstrong et al., 2019).

Neuronas vasopresinérgicas

A diferencia de las oxitocinérgicas, las neuronas vasopresinérgicas presentan una
actividad basal fasica tanto in vivo como in vitro (Armstrong & Stern 1998), la cual es
reforzada por estimulos hiperosmoticos e hipovolémicos. Su actividad no es

sincronica, lo cual genera que la liberacion de VP sea tonica (Hussy et al., 1997).

Como ya se menciond, estas neuronas no presentan SOR (Figura 4) (Stern &

Armstrong, 1995; Armstrong & Stern 1998; Hirasawa et al., 2003; Zampronio et al.,
2010).
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Figura 4. Diferenciacion electrofisioldgica entre las neuronas oxitocinérgicas y
vasopresineérgicas. Registros intracelulares durante la inyeccion de corriente
hiperpolarizante. Los trazos de la izquierda corresponden a una neurona
oxitocinérgica cuya curva I/V muestra rectificacion de salida. Los trazos de la derecha

corresponden a una neurona vasopresinérgica cuya relacion 1/V es lineal (Armstrong
& Stern 1998).
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1.5 El NSO en el control de la osmolaridad

Se ha comprobado que no solamente las neuronas del OVLT ni del SFO responden a
cambios en la osmolaridad. Varios estudios reportan que las neuronas del NSO y del
NPV son también osmosensibles. El primero en demostrarlo fue Mason en 1980
mediante estimulos hiperosmaéticos con manitol y NaCl sobre una rebanada que
contenia el NSO. Reportd que los estimulos hiperosméticos provocan un aumento en
la frecuencia de disparo de las neuronas magnocelulares del NSO. Otros estudios
demuestran que estas neuronas, tanto en registros en rebanada como en cultivos, se
excitan e inhiben por estimulos hiper e hiposmoticos, respectivamente (Oliet &
Bourque, 1992; Richard & Bourque, 1994; Praguer-Khoutorsky & Bourque, 2015).

Oliet y Bourque en 1992 reportaron que esta propiedad osmosensible Unicamente se
presenta en las neuronas magnocelulares del NSO y no en las neuronas
parvocelulares de este ndcleo (Figura 5A), en respuesta a un estimulo hiperosmotico
con manitol (+30 mosmol/kg). Ellos comprobaron que esta capacidad de detectar el
estimulo hiperosmoético se debe a cambios en la resistencia de entrada por la apertura
de canales catidénicos que no estan involucrados con el potencial de accién (Figura
5B) (Oliet & Bourque, 1992).

MNC + 30 mosmol kg
A MNC R,
20 mV
NOn-MNC: = | Giiiincisessssmsismise

20 mvV

Figura 5. Osmosensibilidad de las neuronas magnocelulares del NSO. A) El registro
superior muestra la respuesta de una neurona magnocelular al incremento de la
osmolaridad. El trazo medio, pertenece una neurona parvocelular que no modifica ni
su potencial de membrana ni la frecuencia de disparo ante el estimulo hiperosmaotico.
B) Registro de otra neurona que muestra los cambios en la resistencia de entrada
durante el estimulo hiperosmético. (Oliet & Bourque 1992).
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Ahora se sabe que parte de esta osmosensiblidad de las neuronas del NSO se debe
a la presencia de canales cationicos inhibidos por estiramiento (Voisin et al., 1999).
Gracias a los estudios de Liedtke y colaboradores en el 2000 se di6 a conocer que
estos canales cationicos pertenecen a la familia de los TRPV (Transient Receptor
Potential Cation Channel) (Liedtke et al., 2000). Estudios posteriores demuestran que
tanto el TRPV1 como el TRPV4 son importantes para los osmorreceptores (Liedtke et
al., 2000; Liedtke & Friedman, 2003). Fue hasta 2006 que se demostré que las
neuronas del NSO necesitan de una variante en el N-terminal del TRPV1 para detectar
los cambios en la osmolaridad. Esta variante permite que estos canales se activen
ante la presencia de un estimulo hiperosmotico (Naeini et al., 2006). Brevemente, el
mecanismo de activacion de estos canales es el siguiente: Los TRPVL1 interacttan con
los microttbulos debido a que presentan dos motivos de unién a la B-tubulina en su
C-terminal (Goswami et al., 2004; 2007). Ante estimulos osmaticos las neuronas del
NSO cambian su volumen celular (Figura 6A), lo cual activa a los TRPV1. Sin

embargo, no esta establecido si la activacién de los TRPV1 se deba a la modulacion

A B
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Isotonic
(set pomt
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shrinking ﬁ !‘ ?r

@==% plasma membrane © inactive TRPV1

e microtubule @ active TRPV1
Hypotonic

Figura 6. Las neuronas magnocelulares del NSO detectan los cambios en la
osmolaridad debido a la presencia de los TRPV1. A) Los cambios osmoticos causan
cambios proporcionales en el volumen celular. B) Posible mecanismo de activacion
de los TRPV1 por estimulos osméticos (Prager-Khoutorsky et al, 2014; 2015).
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de una fuerza entre la interaccion microtubulos-TRPV1, o tal vez a un cambio en la
densidad de los sitios en los cuales los microtubulos y el TRPV1 interacttan (Figura
6B) (Prager-Khoutorsky et al, 2014; Praguer-Khoutorsky & Bourque, 2015).

Por otra parte Voisin y colaboradores en 1999 demostraron que las neuronas
magnocelulares del NSO podrian operar como detectores de Na*. Ellos atribuyen la
deteccion del Na* extracelular a un mecanismo que involucra a los canales TRPV, sin

embargo el mecanismo no se ha esclarecido (Voisin et al., 1999; Naeini et al., 2006).

Néhme y colaboradores en el 2012 reportaron que las neuronas del complejo
osmorreceptor central expresan el canal de Na* dependiente de Na*, Nax. Mediante
inmunofluorescencia demostraron que el canal Nax se expresa en el NSO y en ambos

tipos de neuronas: las oxitocinérgicas y las vasopresinérgicas (Figura 7). La expresion

rabbit anti-Nax

.. SON

Figura 7. El canal Nax se expresa en las neuronas magnocelulares del NSO de rata.
Arriba se muestran la inmunofluorescencia del canal Nax. En medio se identificaron
a las neuronas con anti-oxitocina neurofisina (izquierda) y anti-vasopresina
neurofisina (derecha). Abajo se muestra la superposicion de ambas sefiales (Néhme
et al., 2012).
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de este canal en las neuronas magnocelulares del NSO sugiere que podria tener un
papel funcional detectando los cambios osméticos dados por Na*, y que no solamente

se deba a los canales de tipo TRPV1.
1.6 Canal Nax

El canal Nax es un miembro de la familia de los canales de Na* dependientes de
voltaje, sin embargo, muestra marcadas diferencias en las regiones clave para la
deteccidon del voltaje y la inactivacién, asi como una homologia del 40% a nivel
proteina con respecto a los otros canales de la familia (Goldin et al., 2000). En el
segmento S4, que es critico para detectar el voltaje, la secuencia de aminoacidos es
diferente en el canal Nax debido a que posee menos aminoacidos con carga positiva
comparada con otros miembros de la familia (Figura 8). De la misma manera su asa
intracelular 11l es poco conservada, por lo que estos canales son insensibles a la
tetrodotoxina (Akopian et al., 1997; Ogata & Ohishi, 2001; Matsumoto et al., 2015).

Nax  LVIQLIJL/L[S[R I(I/HV LRIPIGK GPK/VIF/HD LM

Nay1.2 LFRVIRLARIGRILRLIKGAKGIRTLL

Nay1.5 LFRVIRLARIGRILRLIRGARGIRTLL
Eel LFRVIRLARIARVLRLIRAARKGIRTLL

Figura 8. Secuencia de aminoécidos del segmento S4 del canal Nax. El canal Nax
presenta menos aminodcidos cargados positivamente en su segmento S4
comparado con otros canales de la familia dependientes de voltaje (Nav1.2 y Nav1.5)
y con el canal de Na* de la anguila eléctrica (Ogata & Ohishi, 2002).

Watanabe y colaboradores reportaron que este canal es predominantemente
expresado en las células gliales de los 6rganos circunventriculares incluyendo el SFO
y el OVLT (Watanabe et al., 2000), los cuales como ya se mencion6 forman parte del
complejo osmorreceptor central. Este mismo grupo genero ratones “knock-out” para
el canal Nax. Reportaron que en condicion de deshidratacion, los ratones knock-out
no paran de ingerir sal, a diferencia de los ratones silvestres, concluyendo que el canal
Nax también es importante en la ingesta de Na* (Watanabe et al., 2000). Estudios
posteriores demostraron que el canal expresado en las células gliales interactia con

la Na*/K*ATPasa para asistir su activacion (Shimizu et al., 2007), y que péptidos
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relacionados con la homeostasis de Na*, como la endotelina-3, pueden mejorar la

sensibilidad del Nax y suprimir su ingesta (Himaya et al., 2013).

Hasta el momento se ha reportado que la funcién principal del canal Nax es detectar
las altas concentraciones de Na* extracelular, mostrando un umbral en valores
aproximados o mayores a 150 mM de Na* extracelular in vitro, permitiendo su apertura
y la entrada de este ion (Noda & Himaya, 2005). Sin embargo, se sabe que la [Na*]o
es estrictamente controlada en valores de 135-145 mM en mamiferos, sugiriendo que
los sensores de la concentracidon de Na* pueden detectar el incremento del ion en
estos rangos para poder mantener los niveles fisiologicos (Noda, 2007; Hiyama et al.,
2013).

A diferencia de los trabajos hechos en ratones que demuestran la expresion del canal
Nax en las células gliales, los estudios realizados en ratas muestran que este canal es
expresado también en neuronas. Por ejemplo, como ya se menciond arriba, las
neuronas del complejo osmorreceptor central expresan el canal Nax (Néhme et al.,
2012). Ademas, se ha sugerido que el canal Nax expresado en las neuronas del MnPO
funciona como un canal de fuga para la deteccién del Na* extracelular (Tremblay et
al., 2011).
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2 ANTECEDENTES

Se sabe que la mayoria de las neuronas del complejo osmorreceptor central (OVLT,
SFO, MnPO, NPV y NSO) detectan cambios en la osmolaridad y expresan canales
de Na* del tipo Nax. En nuestro laboratorio se ha observado que las células del 6rgano
X del acocil Procambarus clarkii, presentan una corriente cationica de entrada al ser
estimuladas con altas concentraciones de Na* cuando se mantiene la osmolaridad en
valores fisioldgicos. Ademas, dicha corriente es insensible a tetrodotoxina y a cadmio,
y podria deberse a la expresion de canales de Na* dependientes de la [Na*]o (tipo

Nax), como los reportados en ovocitos de Xenopus (Vasilyev et al., 2002).

3 JUSTIFICACION

Se ha reportado inmunorreactividad a canales Nax en las neuronas magnocelulares
del sistema H-N, sin embargo, hasta el momento no se cuenta con evidencias
electrofisiolégicas que indiquen que dichos canales modulan la excitabilidad neuronal

en respuesta a cambios en la [Na*]o.

4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Los canales Nax son transductores y efectores, capaces de detectar los cambios en
la [Na*]o y modular la excitabilidad neuronal regulando el flujo de Na* a través de la

membrana plasmatica?

5 HIPOTESIS

La corriente generada por los canales Nax es una corriente de fuga cuya magnitud
depende de la [Na*]o, como se trata de canales abiertos a todos los valores de
potencial, el cambio en concentracién de cationes en el medio intracelular mueve el

potencial de membrana acercandolo o alejandolo del umbral de disparo neuronal.
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6 OBJETIVOS
GENERAL

e Determinar la respuesta de las neuronas magnocelulares a los estimulos altos en

Nat* extracelular.
ESPECIFICOS

e Establecer un cultivo primario de neuronas magnocelulares del NSO para su
registro electrofisioldgico.

o Evaluar los cambios en la excitabilidad de las neuronas magnocelulares del NSO
debidos a altas [Na*lo, y comparar con aquellas provocadas por cambios
hiperosmoticos no debidos a Na*.

e Determinar el umbral, la respuesta maxima y la concentracion media (C%2) de

Na* extracelular para la activacion de la corriente Nax.

7 METODOS

Se utilizaron ratas hembras Wistar de 5 semanas, las cuales se sacrificaron por
decapitacion. El encéfalo se obtuvo en la solucion de Hanks a 4° C con la siguiente
composicion (mM): 137 NaCl, 5.36 KCI, 0.44 KH2POa4, 0.33 Na2PO4, 5.54 glucosa y 20
HEPES, ajustada a un pH de 7.4. Después el encéfalo se colocd en una matriz para
obtener rebanadas de 1000 um, donde se ubica el NSO (7.2 - 8.2 a la linea interaural)
(Paxinos & Watson, 1997).

7.1 Disociacidon de las neuronas del NSO

Una vez obtenido el NSO, éste se incub6 en papaina 20 U/mL por 30 min a 37°C en
solucion de Earl con la siguiente composicion (en mM): 117 NaCl, 5.3 KCl, 1.8 CaClz,
0.8 MgSOs4, 26 NaHCOs, 1.17 NaH2PO4 y 10 HEPES, ajustada a un pH de 7.4.
Seguido de esto, las neuronas del NSO se disociaron mecanicamente con pipetas
siliconizadas, después se centrifugaron a 1000 rpm durante 2 min. El sobrenadante
se desech6 y el boton se homogeniz6 con 500 pL de medio Neurobasal
complementado con el suero B37, L-Glutamina y antibiético/antimicotico. Finalmente

las células se sembraron en camaras de registro.
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7.2 Electrofisiologia

Después de 24 horas de cultivo se hizo el registro electrofisiolégico de las neuronas.
Para el registro de célula completa se utilizaron pipetas con una resistencia de 4-8
MQ. Se realizaron registros en la configuraciéon de célula completa en fijacion de
voltaje y fijacion de corriente usando el amplificador Axopatch 200A. Todos los
registros fueron filtrados a 5 Hz (“Lowpass Bessel Filter”). Los protocolos utilizados

fueron los siguientes:
7.2.1 Identificacion de las neuronas del NSO

Mediante la técnica de fijacion de voltaje se llevé a las neuronas a un potencial de
mantenimiento (Vh) de -60 mV y se dieron 12 pulsos cuadrados de voltaje en pasos

de 10 mV con una duracion de 100 ms.

Después mediante fijacidn de corriente se utilizd6 un protocolo que consistié en 8
pulsos cuadrados de corriente de -100 a 40 pA en pasos de 20 pA con una duracion

de 1 sy se obtuvieron las curvas I/V de las células para su identificacién.
7.2.2 Estimulos hiperosméticos

La solucion externa para este protocolo fue fluido cerebroespinal artificial (ACSF por
sus siglas en inglés) con la siguiente composicién (mM): 110 NaCl, 3 KCI, 2 MgClz, 2
CaClz, 10 Glucosa y 26 NaHCOgs, mientras que la composicion de la solucion interna
utilizada fue la siguiente (mM): 130 Gluconato de K*, 5 NaCl, 1 MgClz, 10 HEPES y
0.02 EGTA. A ambas soluciones se les ajust6 el pH a 7.4 y con una osmolaridad del
300 mOsm.

Después, tanto en fijacibn de voltaje como en fijacion de corriente, se utilizé el

siguiente protocolo:

e 20 s de perfusiéon con ACSF-> 60 s de ACSF alta en Na* (+25 mM NaCl) > 40 s
de recuperacion.

e 20 s de perfusion con ACSF-> 60 s de ACSF alta en NMGIn-CI (+25 mM NMGIn-
Cl) = 40 s de recuperacion.
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7.2.3 Curva de activacioén

Se realizaron registros en fijacion de corriente utilizando 3 tipos de estimulos
hiperosmoéticos establecidos con NaCl (+ 10, 20, y 30 mM), con el protocolo descrito
arriba: 20 s de perfusién con ACSF-> 60 s de ACSF + 10, 20, 30 mM NaCl > 40 s de

recuperacion.
7.2.4 Estimulo hipernatrémico isoosmotico

La solucidn externa para este protocolo tenia la siguiente composicion (mM): 136
NaCl, 3 KCI, 2 MgClz, 2 CaClz, 10 HEPES. La composicion de la solucion interna
utilizada fue la siguiente (mM): 130 KCI, 10 NaCl, 2 MgClz, 0.02 EGTA y 10 HEPES.
Ademas se utiliz6 una solucién hipernatrémica isoosmética con la siguiente
composicién (mM): 68 Citrato de Na*, 34 NaCl, 3 KCI, 2 MgClz, 2 CaClz, 10 HEPES.

Todas las soluciones se ajustaron a un pH de 7.4 y una osmolaridad de 300 mOsm.

Las células se registraron en fijacion de voltaje y de corriente. El estimulo

hipernatrémico isoosmético tuvo una duracion de 20 s.
7.3 Andlisis estadistico

Todos los resultados son expresados como el promedio + SEM. Las comparaciones
de los promedios entre los grupos fueron hechas utilizando una prueba de t Student
pareada o analisis de varianza de una via. En este caso las diferencias en los
promedios fueron considerados significantes cuando p<0.05. Ademas se utilizé la

prueba de Tukey para comparar los promedios entre los grupos.

23



8 RESULTADOS

8.1 Obtencion de las neuronas magnocelulares del NSO

Mediante el método de disociacién utilizado, se obtuvieron neuronas del NSO que
tenian un diametro entre 18-24 um, y no presentaron proyecciones (Figura 9). Para el

registro electrofisiolégico solamente se utilizaron las neuronas con estos diametros.

Figura 9. Neurona magnocelular del NSO.
Obtenida mediante el método de disociacion
descrito arriba.
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8.2 Identificaciéon de las neuronas del NSO

Se realizaron registros de estas neuronas en la configuracion de célula completa, en
fijacion de corriente y voltaje. Algunas neuronas presentaron actividad espontanea
como ya se habia reportado (Armstrong et al., 1994), con potenciales de accion que
tienen una amplitud de aproximadamente 80 mV pico a pico. Ademas presentan AHP
de 8-9 mV. Estas neuronas con disparo espontaneo responden aumentando su
frecuencia de disparo ante la inyeccion de una corriente despolarizante (Figura 10A).
Ademas al obtener los trazos de corrientes, por el protocolo descrito antes, se observé
gue estas neuronas presentan una corriente transitoria de Na® y una corriente
sostenida de K* (Figura 10B).
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Figura 10. Registro en fijacion de corriente y voltaje de una neurona del NSO con
actividad espontanea. A) Registro en fijacion de corriente. La inyeccion de corriente
despolarizante provoca un aumento en la frecuencia de disparo. La linea punteada
representa el Vm= 0 mV. B) Obtencion de los trazos de corriente de la misma
neurona mediante fijacién de voltaje.
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También se registraron otras neuronas que no presentan disparo espontaneo pero
disparan un potencial de accién cuando se les inyecta corriente despolarizante (Figura
11A). Al obtener los trazos de corrientes (Figura 11B) se observo que estas neuronas
presentan una corriente transitoria de Na*, una corriente sostenida de K* y una

corriente transitoria de K* (IA) sefialada con el area sombreada.

A
> 1] O0mV-fF-=-—-—-—-—-—-
£
(=}
o
350 ms
B
600
< -
& o4
E ]
-600 -
60 mV
Vh-60mV —— 100 ms

Figura 11. Registro en fijacion de corriente y voltaje de una neurona del NSO silente.
A) La inyeccién de corriente despolarizante provoco el disparo de solamente un
potencial de accion. B) Trazos de corriente de la misma neurona. El area sombreada
sefala la corriente tipo IA.
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Finalmente se utilizé el criterio de identificacion establecido por Armstrong en 1995,
en el cual se observo que la inyeccion de corriente hiperpolarizante genera dos tipos
de respuesta, neuronas que presentan una relacion I/V lineal (Figura 12A)
identificadas como neuronas vasopresinérgicas, y heuronas que presentan una SOR,
identificadas como oxitocinérgicas (Figura 12B). La SOR se nota en los valores del

potencial de membrana mas despolarizados.
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Figura 12. ldentificacion de las neuronas magnocelulares mediante el criterio
establecido por Armstrong (1994). A) Registro en fijacion de corriente de una
neurona identificada como vasopresinérgica debido a que presenta una relacion 1/V
lineal. B) Neurona identificada como oxitocinérgica debido a la presencia de la SOR.
En la curva I/V se nota la SOR a valores mas despolarizados.
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8.3 Estimulos hiperosméticos

Posterior a la identificacion de las neuronas del NSO, se registraron neuronas en
fijacion de corriente para ver el cambio en el potencial de membrana debido a los
estimulos hiperosmoticos que fueron de dos tipos: un estimulo hiperosmotico alto en
Na* (+ 25 mM NaCl) y un estimulo hiperosmotico generado con NMGIn-Cl (+25 mM
NMGIn-Cl), el cual se disocia en un cation monovalente no permeable y el ion CI.
Ambas soluciones tenian una osmolaridad de 350 mOsm, mientras que la soluciéon
control tenia una concentracion de Na* = 136 mM (300 mOsm). La mayoria de las

neuronas registradas presentaron un potencial de membrana cercano a -50 mV.

Como se muestra en la Figura 13, los estimulos hiperosmaéticos producen una
despolarizacién de la membrana en las neuronas silentes. Sin embargo, el estimulo
hiperosmético alto en Na* (160 mM Na* 350 mOsm) provocéO una mayor
despolarizacién (Figura 13A) comparado con el estimulo hiperosmético con NMGIn-
Cl (136 mM Na* 350 mOsm) (Figura 13B).

A Na* 136 mM ACSF Na* 160 mM (350 mOs) Na* 136 mM ACSF
comes e e

-51 mV F—

B Na* 136 mM + NMGIn-CI (350 mOs)

-48 mV

Figura 13. Los estimulos hiperosmaoticos provocan una despolarizacion de la
membrana en una neurona silente (n=21). A) El estimulo hiperosmatico alto en Na*
(barra azul) produce una despolarizacion. B) En la misma célula, el estimulo
hiperosmético con NMGIn-Cl (barra gris) produce una despolarizacion. Note que la
despolarizacion es mayor con el estimulo alto en Na*. La linea punteada representa
el potencial de reposo.
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Esto mismo se observd en las neuronas que presentaron disparo espontaneo, es
decir, el estimulo hiperosmético alto en Na* produce una mayor despolarizacion de la
membrana, ademas de aumentar su frecuencia de disparo de potenciales de accion
(Figura 14A). El estimulo hiperosmoético con NMGIn-Cl en este tipo de neuronas
también produce una despolarizacion, de menor magnitud, y no se observa un cambio

evidente en su frecuencia de disparo (Figura 14B).

A Na* 136 mM ACSF Na* 160 mM (350 mOs) Na* 136 mM ACSF
(300mOs) (300 %)

-60 mV YR TR T || YT YR T n.lnlh 1T

Na* 136 mM + NMGIn-CI (350 mOs)

-62 mV Ao ko bk m R gt ) A s Sledd 104 wd o A (| b, Rl (B

20 mV

Figura 14. Los estimulos hiperosmaticos provocan despolarizacion de la membrana
en una neurona con disparo espontaneo (n=6). A) El estimulo hiperosmatico alto en
Na* produce una despolarizacion y un aumento en la frecuencia de disparo. B) En la
misma célula, el estimulo hiperosmético con NMGIn-Cl produce despolarizacién sin
un cambio evidente en la frecuencia de disparo. Nétese aqui también que la
despolarizacién es mayor con el estimulo hiperosmético alto en Na*.
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Al hacer el analisis estadistico observamos que ambos estimulos hiperosmoticos
provocan una despolarizacion de la membrana (Figura 15A, 15B). Sin embargo, se
puede apreciar que el cambio en el voltaje es mayor con el estimulo hiperosmoético
alto en Na*. Ademas, la prueba de t Student pareada arroj6 que este cambio es
significativo (Figura 15C) (n =18 p < 0.01).

A 160 mM Na* (350 mOsm) B 136 mM Na* + NMGIn (350 mOms)

Vm (mV)

-604

-704

(@)
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104

A Voltaje (mV)

160 mM 136 mM

Figura 15. El estimulo hiperosmotico alto en Na* provoca una despolarizacion de
mayor magnitud. A) Despolarizacién debida al estimulo hiperosmotico alto en Na*.
B) Despolarizacion provocada por el estimulo hiperosmotico con NMGIn-Cl (en la
gréfica C representa el Vm en solucién controly E el Vm cuando se aplica el estimulo
hiperosmotico. C) Cambio en el voltaje provocado por medio hiperosmético con 160
0136 mM de Na*. El cambio es mayor y es significativo con el estimulo hiperosmético
alto en Na*. El analisis se realiz6 mediante una prueba de t Student pareada con una
n =18, p < 0.01. Nota: A las 18 células se les aplicé ambos estimulos.
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Posteriormente, se hicieron registros en fijacién de voltaje, llevando las neuronas del
NSO a un Vh=-50 mV, para ver el cambio en la corriente. En la Figura 16 podemos
observar, como ya se habia visto en otras neuronas, que el estimulo hiperosmaético
alto en Na* produce una despolarizacion de la membrana, y que esta despolarizacion
coincide con una corriente de entrada (Figura 16A). Al realizar el andlisis estadistico
podemos observar que el promedio de la corriente de entrada es de -14.72 pA con
una n=10. No hay un cambio significativo comparado con la corriente de entrada que

provoca el estimulo hiperosmaético con NMGIn-Cl (Figura 16B).

Na* 136 mM ACSF
(300 mOs)

Na* 136 mM ACSF
(300 mOs)

Na* 165 mM (360 mOs)

Vm= -48 mV

Vh=-50 mV

50 pA
B 10 mv
o165 mM 136 mM + NMGIn

10s

=104

Im (pA)

-154

-204 n=10 n=3

Figura 16. El estimulo hiperosmoético alto en Na* produce una corriente de entrada.
A) La despolarizacién debida al estimulo hiperosmético alto en Na* (trazo de arriba)
correlaciona con una corriente entrante (trazo de abajo). B) Al realizar una prueba
de t para comparar promedios no se muestra una diferencia significativa entre la
corriente de entrada producida por el estimulo hiperosmatico alto en Na* (n=10) y la
debida estimulo hiperosmético con NMGIn-Cl (n= 3), aunque el promedio de la
corriente debido al primer estimulo es mayor. Los promedios de la corriente fueron
de -14.72+2.71y -4.03+2.28, para el estimulo hiperosmético alto en Na* y debido a
NMGiIn, respectivamente.
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8.4 Curva de activacion

Después se realiz6 otra serie de experimentos para observar la dependencia a Na*
extracelular de la respuesta al estimulo hiperosmético. Se aplicaron 3 estimulos
hiperosmoéticos que tenian 10, 20 y 30 mM adicionales de NaCl con una osmolaridad
de 320, 340 y 360 mOsm, respectivamente. Estos estimulos se aplicaron a 6 neuronas
del NSO y se observé que todos provocan una despolarizacion de la membrana
(Figura 17A-C).

Se realiz6 un andlisis de varianza de una via con una prueba de Tukey para comparar
los promedios de los estimulos (Figura 17D). Se observd que el estimulo
hiperosmotico con 10 mM de NaCl (145 mM Na*) es suficiente para provocar la
despolarizacién de la membrana, y que este cambio es significativo (con un promedio
de 3.92 mV) comparado con la solucion control (136 mM Na*) que no genera una

despolarizaciébn de la membrana, y comparado con los otros dos estimulos

A 145 mM Na* (320 mOsm) B 155 mM Na* (340 mOsm) ¢ 165 mM Na* (360 mOsm)
-204
-304
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§« -40 /
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Figura 17. La magnitud de la despolarizacion depende del Na* extracelular. A, B, C)
La despolarizacion provocada por 3 estimulos hiperosmoticos +10, 20 y 30 mM de
NacCl. D) El cambio en el voltaje por los 3 estimulos. Note que también se graficd que
la solucion control que contenia 136 mM de Na* no provoco un cambio en el voltaje.
Se realizd una ANOVA de una via y una prueba de Tukey con unan=6y p <0.0001.
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hiperosmoticos. Ademas, se observo que entre el estimulo con 20 mM adicionales de
NaCl (155 mM Na*) y con 30 mM adicionales de NaCl (165 mM Na*), el cambio en el

voltaje no fue significativo (los promedios fueron 8.91 y 10.4 mV, respectivamente).
8.5 Estimulo hipernatrémico isoosmaotico

Finalmente se aplicaron estimulos altos en Na* (hipernatrémico) pero con la misma
osmolaridad que la solucion control (300 mOsm). Esto se logro con la solucién descrita
en métodos. Se observo que este estimulo alto en Na* e isoosmoético sobre las
neuronas del NSO provoca una despolarizacion reversible de la membrana (Figura 18
trazo superior), y que ademas correlaciona con una corriente entrante (Figura 18 trazo

inferior).

Na* 170 mM (300 mOs)

Na* 136 mM ACSF Na* 136 mM ACSF

(300 mOs) | (300 mOs)

-47 mV

Vh -50 mV

90 pA
30 mV

5s

Figura 18. Trazo representativo de la respuesta de una neurona del NSO ante un
estimulo hipernatrémico isoosmatico. En fijacion de corriente (trazo de arriba) se
observa que la célula responde con una despolarizacion de la membrana. En fijacion
de voltaje (trazo de abajo) se observa una corriente de entrada que correlaciona
temporalmente con la despolarizacion.
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Al realizar el andlisis estadistico, se observo que el estimulo alto en Na* isoosmotico
provoca una despolarizacion de la membrana, ademas este cambio es significativo al
realizar una prueba de t Student pareada (n=4, p <0.01) (Figura 19A). Esta respuesta
se comparo con las provocadas por los estimulos hiperosmaéticos y se observo que
tanto la corriente de entrada como el cambio en el voltaje son mayores cuando se
aplica el estimulo alto en Na* isoosmoético. Al realizar el andlisis de varianza ANOVA
de una via y la prueba de Tukey para comparar los promedios. Se observé un cambio
significativo en la corriente de entrada entre el estimulo hiperosmotico con NMGIn y el
estimulo hipernatrémico isoosmotico. Los promedios de la corriente fueron -4y -27.65
pA, respectivamente (p < 0.0001) (Figura 19B). También se observé que el cambio en
el voltaje ante el estimulo alto en Na* isoosmaético fue mayor y significativo comparado

con ambos estimulos hiperosmoticos (Figura 19C).
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Figura 19. El estimulo hipernatrémico isoosmotico provoca una despolarizacion de
la membrana que coincide con una corriente entrante. A) Despolarizacion de la
membrana provocada por el estimulo alto en Na* isoosmotico. Se observa un cambio
significativo al realizar la prueba de t Student pareada con una n=4 y p < 0.01. B)
Corriente de entrada. C) Cambio en el voltaje. Estimulo hiperosmético alto en Na*
(azul); el estimulo hiperosmoético con NMGIn-ClI (gris); y el estimulo alto en Na*
isoosmatico (morado). B y C se analizaron con un ANOVA de una via mas la prueba
de Tukev.
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9 DISCUSION

Con el método de disociacion empleado se obtuvieron neuronas magnocelulares del
NSO que presentaron diametros entre 18 y 24 um. Estas neuronas generan
potenciales de accién espontaneos o durante la inyeccion de corriente despolarizante,
de aproximadamente 80 mV pico a pico y en ambos casos presentaron una
hiperpolarizacion pospotencial de acuerdo con Armstrong (1994). En fijacion de
voltaje, identificamos neuronas oxitocinérgicas y vasopresinérgicas, las primeras
presentan una corriente transitoria de potasio del tipo IA, mientras que en la corriente
de salida de las segundas, Unicamente se observa corriente de potasio tipo IK
(rectificador retardado). La presencia de corriente IA, limita el disparo repetitivo de
potenciales de accidn, por tratarse de una corriente transitoria de signo opuesto a la
corriente de Na* (Widmer et al., 1997). Las neuronas vasopresinérgicas presentaron
disparo espontaneo, una relacion I/V lineal y no presentan corriente transitoria de K*.
En general su actividad espontanea es mayor y presentan disparo repetitivo ante la

inyeccion de corriente despolarizante (Stern & Armstrong en 1995).

Posterior a la identificacion, se observé que los dos tipos de neuronas magnocelulares
responden a los estimulos hiperosmoticos produciendo una despolarizacion de la
membrana que correlaciona con una corriente entrante. Ambos fenémenos son
reversibles al restablecer la osmolaridad normal (Figuras 13-16). Esto ya habia sido
reportado por Mason en 1980, aunque nuestros resultados sugieren que el estimulo
hiperosmotico alto en Na* produce una respuesta de mayor magnitud, y fue observado
en ambos tipos de neuronas. Nosotros proponemos que esta respuesta se debe a la
suma de dos mecanismos, es decir, a la apertura de los TRPV1 por el estimulo
hiperosmético (Naeini et al., 2006) y a la activacion de los canales Nax por el

incremento de Na* extracelular.

Tratando de determinar el umbral de activacion de la respuesta al estimulo
hiperosmotico debida al Na*, se utilizaron 3 soluciones a las cuales se les aumento la
concentracion de NaCl 10, 20 y 30 mM. Se observo que el estimulo con 10 mM mas
de NaCl y con una osmolaridad de 320 mOsm ya es capaz de provocar la

despolarizacién de la membrana (Figura 17), comparado con la solucion control que
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tiene 136 mM de Na*. Sin embargo, no podemos determinar si esta despolarizaciéon
se deba al incremento de la concentracién de Na* o al estimulo hiperosmatico per se.
Se requiere utilizar otras soluciones con concentraciones en el rango de 136-146 mM
de Na* para determinar el umbral de activacion, ademas de comparar la respuesta

con las provocadas por el mismo estimulo hiperosmotico, pero no debido a Na*.

Posterior a esto, se decidié comprobar si las neuronas del NSO son capaces de
detectar cambios en la [Na*Jo mediante el empleo de una solucion hipernatrémica
isoosmatica, es decir, una solucién con una concentracion de Na* = 170 mM y con
una osmolaridad de 300 mOsm. Esto se logro utilizando citrato de sodio, el cual aporta

2 iones de Na* y genera solamente 3 particulas osméticamente activas.

Las neuronas del NSO registradas fueron capaces de detectar el incremento de Na*
extracelular respondiendo con una despolarizacion que coincide con una corriente de
entrada. Ademas, se observo que esta despolarizacion es mayor comparada con la
provocada por los estimulos hiperosmaéticos. Estos resultados nos sugieren que el
incremento en el Na* extracelular, sin aumentar la osmolaridad, activa una corriente
gue no depende de los TRPV1 y que, probablemente, se deba a la activaciéon de los

canales Nax como ya se ha visto en otros osmorreceptores (Tremblay et al., 2011).

Con base en estos resultados nosotros sugerimos la siguiente dinamica: La Figura
20A es una representacion de una neurona magnocelular del NSO la cual expresa
TRPVL1 y el canal Nax (Naeini et al., 2006; Néhme et al., 2012). Segln lo propuesto
por Voisin y colaboradores en 1999, los estimulos hiperosméticos generan una
disminucion en el volumen celular, lo que permite que los TRPV1 se activen (Figura
20B) (Voisin et al., 1999; Naeini et al., 2006). Sin embargo, nosotros observamos que
la magnitud de la respuesta al estimulo hiperosmotico alto en Na* es mayor que el no
debido a Na* proponiendo la activacion de dos mecanismos, tanto los TRPV1 por la
disminucién del volumen celular, como los Nax por el incremento de Na* extracelular
(Figura 20C).

Nuestros resultados también sugieren, como ya lo habiamos mencionado antes, que
las neuronas del NSO son capaces de detectar los incrementos en el Na* extracelular

sin cambios en la osmolaridad, por la activacion de los canales Nax y no al mecanismo
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gue involucra a los TRPV1 debido a que no hay cambio en el volumen celular (Figura
20D).

Sin embargo, aun se requiere de mas investigacion para determinar que esta

respuesta se deba a la activacion de los canales Nax.

Il TrRPV1

‘ Na,

\) NMGIn*
® Na*

Figura 20. Mecanismos propuestos para el control de la osmolaridad. A)
Representacion de una neurona magnocelular del NSO, que se sabe expresa
canales TRPV1 y Nax. B) Neurona expuesta a un estimulo hiperosmotico (NMGIn-
Cl) que solamente permite la activacion de los TRPV1 asociada a la disminucién en
el volumen celular (mecanismo propuesto por Voisin et al., 1999; Naeini et al., 2006.
C) El estimulo hiperosmético alto en Na* provoca la activacién de dos tipos de
canales: los TRPV1y los Nax. D) El incremento de Na* extracelular sin cambio en la
osmolaridad provoca la activacion de los Nax.

37



10 CONCLUSIONES

» Se obtuvieron y se pudieron identificar neuronas oxitocinérgicas y
vasopresinérgicas del NSO.

» Ambos tipos responden a los estimulos hiperosmoticos con una despolarizacion
de la membrana que coincide con una corriente de entrada.

» La magnitud de la respuesta es mayor con el estimulo hiperosmotico alto en Na*
debido probablemente, a la suma de dos mecanismos: la activacion de los TRPV1y
la activacion de los canales Nax.

» Las neuronas magnocelulares del NSO son capaces de detectar el incremento de
Na* extracelular que no depende del mecanismo de los TRPV1, y que probablemente

se deba a la activacion de los canales Nax.

11 PERSPECTIVAS

e Aislar la corriente Nax utilizando bloqueadores para los canales de K*; los canales
de Na* dependientes de voltaje; y los canales de Ca?*.
e Determinar la naturaleza i6nica de la respuesta al aumento en la [Na*]o sin

cambios en la osmolaridad mediante el empleo de métodos fluorométricos.
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