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RESUMEN

Mediante récnicas electrofisiolégicas se
estudia el efecto que tiene el radén sobre el
potencial de membrana de la célula F76 de
Helix aspersa. Como consecuencia de la accién
del radon se observa una variacién, despolari-
cacion o hiperpolarizacion, del valor del poten-
cial de membrana. Se discuten los resultados
obtenidos a la luz de los efectos que se obtienen
en balnearios radiactivos.
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RESUME

On etude les resultats de l'irradiation avec
radon dans le potentiel de repos de la membra-
ne cellulaive de F76 Helix aspersa. Depuis de
lirradiation surgit une variation du potentiel de
membrane, depolarisation ou hyperpolarisa-
tion, suivi par une nouveau valeur d'asvmiptote.
Ces faits experimentaux peuvent exploquer cer-
tains observations dans Uhidroterapie.
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SUMARY

Changes in the membrane potential of F76

cell of helix aspersa were investigated after

irradiation with radon. Inmediately after irra-
diation a despolarisation or hyperolarisation in
observed that is followed by a tendency to a new
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membrane potential value. Implications of the
results on the observed effects in radioactive
spas in discuss.
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INTRODUCCION

Entre las radiaciones ionizantes que afectan
al hombre ocupan un lugar principal las produ-
cidas por el radén (**Rn) y por sus descendien-
tes. Estos isotopos radiactivos de origen natural
producen en ¢l hombre una dosis equivalente
que puede evaluarse en 1mSv/afio, en promedio,
que se libera en el sistema respiratorio por la
desintegracién de los descendientes del radén
retenidos en €l por la respiracién, (BEIR V,
1990; ICRP, 1994).

La dosis promedio anual anterior puede tener
variaciones importantes en el caso del tratamien-
to de pacientes en balnearios radiactivos donde,
aun recibiendo dosis bajas, puede tomar valores
superiores en cada tratamiento.En estas condi-
ciones, el radén penetra en el cuerpo por distin-
tas vias, generando dosis en los diferentes tejidos
en proporcion a su solubilidad en ellos, (PRAT-
ZEL, 1993; GOMEZ, 1994). Por su mayor solu-
bilidad en los lipidos, las dosis mayores se libe-
ran en el tejido nervioso, describiéndose efectos
especificos que parecen derivados de la accidn
de las aguas sobre este sistema.

En este trabajo exponemos la metodologfa y
los primeros resultados de una serie de expe-
riencias realizadas para conocer el efecto que
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tiene el radén sobre el potencial de membrana
de células nerviosas in vitro, tomando como
modelo experimental el sistema nervioso del
caracol comun.

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio del efecto que producen las
radiaciones ionizantes en el potencial de mem-
brana celular hemos elegido el caracol comtin,
Helix aspersa, como modelo experimental. Los
caracoles se recogen en el campo y se conservan
en terrario hasta el momento de ser utilizados.
La preparacion de las muestras a medir se reali-
za por extirpacion del sistema nervioso del cara-
col que se coloca en un baio en solucién salina.
La solucién salina usada tiene una composicién
de 120 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 3,5 mM de
Mg Cl,, 6 mM de CaCl, y 10 mM de HEPES,
ajustada a ph 7,5 mediante NaOH, 1 M. Utili-
zando una lupa marca WIND se pueden visuali-
zar las células individuales y, especificamente,
la denominada F76, situada en el ganglio parie-
tal derecho, que es distinguible facilmente
por su gran tamano, unas 150 pm de didmetro
(NORIEGA, 1992).

La medida del potencial de membrana de la
célula F76 se realiza insertando un microelec-
trodo de vidrio lleno de solucién de KCI, 3 M,
en la que se introduce un hilo de plata y colo-
cando otro electrodo metélico de referencia en
la solucién salina externa. la diferencia de
potencial medida entre los dos electrodos es
amplificada y filtrada con un sistema AXO-
CLAMP 2A vy visualizada en un osciloscopio
TEKTONX a la vez que muestreada en funcién
del tiempo mediante un ordenador con progra-
ma SPIKE 2 que graba en memoria los valores
medidos. El esquema del sistema experimental
utilizado se representa en la figura .

Para exponer las células a distintas dosis de
radiacién por el radén hemos construido un dis-
positivo experimental cuyo esquema estd repre-
sentado en la figura 2. Consiste en una ampolla
conteniendo **Ra en solucién acuosa unida
mediante un sistema cerrado con un extremo
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donde se conecta un tubo conteniendo solucién
salina. El radér emanado desde el radio difunde
a través del sistema hasta la solucién salina
disolviéndose en estd. La concentracién de
radén que se alcanza en la solucién es funcién
del tiempo que ésta estd expuesta en el sistema,
(SOTO, 1994).

La concentracién de radén obtenida en la
solucién se mide mediante espectrometria
gamma. Para ello se mantiene cerrado el tubo
con la solucién durante, al menos, 3 horas para
que el radén alcance el equilibrio radioactivo
con sus descendientes de vida media corta. A
continuacién se mide usando una cadena de
espectrometria gamma con detector de Ge in,
protegido por un casillete de hierro, conectado a
un analizador multicanal. La concentracién de
radén disuelto se calcula a partir del contaje
bajo los fotdpicos de 352 Kev del Pb 214 y de
611 Kev del Bi 214, ambos descendientes de
vida corta del radén y en equilibrio con él. El
sistema de medida ha sido calibrado con mues-
tras de actividad conocida de *Ra en equilibrio
con el radén y sus descendientes, preparadas
con la misma geometria que las muestras a
medir, (SOTO, 1995).

Una vez obtenida la solucién conteniendo
radén se sustituye por ésta la que bafa la pre-
paracién celular. El recambio del medio se rea-
liza una vez que la célula F76 ha alcanzado su
potencial de reposo después de insertado el
microelectrodo, haciendo gotear la solucién
con radén en un extremo de la cubeta y reco-
giendo el liquido en el otro extremo. El proce-
so de recambio del medio se hace en 1 mm.
aproximadamente. Durante todo €l, el poten-
cial de membrana registrado se graba en la
memoria del ordenador, prolongdndose la gra-
bacién durante las 4 horas siguientes. No
hemos prolongado el registro por tiempos
mayores por el deterioro que sufre la célula
preparada que darfa lugar a variaciones del
potencial de membrana no relacionadas con el
fenémeno estudiado. Al finalizar cada expe-
riencia se mide el posible error a la salida del
electrodo de registro.



RESULTADOS

La metodologia experimental utilizada nos
ha permitido obtener concentraciones de radén
en equilibrio con sus descendientes de vida
corta en la solucién salina entre 1.5 10°y 3.2 -
10" Bg/Il. Durante el recambio de medio el radén
disuelto para desde la solucién salina hasta el
aire, al encontrar una presién parcial mucho
menor en el aire, de manera que la irradiacién a
las células serd debida inicamente a los descen-
dientes radiactivos de vida corta del radén, soli-
dos que permanecen disueltos en la solucién. De
entre los descendientes de-vida corta del radén
los que contribuyen en mayor grado a la dosis
absorbida son los emisores de radiacion alfa, Po
218 y Po 214, debido a la mayor energia de las
particulas alfa y a su pequeiio recorrido en el
agua que hace que se deposite toda la energia en
la solucidn.

La dosis absorbida en la solucién, y también
en las células, en cada experiencia puede calcu-
larse, después de las consideraciones anteriores,
por la energia depositada por la desintegracién
completa de los descendientes de vida corta del
radén emisores alfa. Esto es asi porque el tiem-
po de exposicién a la radiacién es muy superior
al periodo de los descendientes del radén, que
puede considerarse que decaen totalmente.
Conocida la concentracién inicial de todos ellos,
ya que se encuentran en equilibrio radiactivo
con el radén, puede calcularse facilmente la
dosis absorbida total que producen. A partir de
las concentraciones iniciales de radén obtenidas
en la solucién salina puede calcularse que las
dosis absorbidas resultantes estdn comprendidas
entre 8.2 10*y 1.6 107 Gy.

De la misma manera que se calculan las dosis
totales pueden calcularse las tasas de dosis. Estas
se corresponden con la velocidad de desintegra-
cion de una muestra formada por descendientes
del radén, inicialmente en equilibrio radiactivo.
La dosis por unidad de tiempo no es constante
sino que disminuye desde el instante inicial,
liberdndose la mayor parte de la energia en la
primera hora después del recambio del medio.

Con la metodologia descrita hemos hecho
una serie de experiencias de estudio del efecto
de la radiacién sobre el potencial de membrana
de la célula F76. De entre las experiencias reali-
zadas hemos eliminado aquellas en las que la
célula estudiada no poseia un potencial de repo-
so normal, entre -40 y -60 mV, y también aque-
Ilas otras en las que el electrodo de medida pre-
sentaba un error a la salida superior a 5 mV.

Excluyendo los casos anteriores hemos
hecho 12 registros de la evolucion del potencial
de membrana. En ellos se observan dos tipos de
respuestas. La primera forma de evolucién del
potencial de membrana consiste en una despola-
rizacién lenta de pequefia magnitud, 6 a 16 mV,
a partir del valor del potencial de reposo inicial.
Este tipo de respuesta se encuentra en la tercera
parte de las células estudiadas. La segunda
forma de evolucién del potencial de membrana
consiste en una hiperpolarizacién, rdpida al
principio y més lenta después, de una magnitud
comprendida entre 6 y 40 mV, tendiendo hacia
un nuevo valor del potencial. Este tipo de res-
puesta se encuentra en dos terceras partes de las
células estudiadas. Las hiperpolarizaciones pro-
ducidas tiene magnitudes muy diferentes. En la
mayor parte de los casos son de poca intensidad,
entre 6 y 16 mV, aunque aparecen otras de mag-
nitud mucho mayor, hasta 40 mV, que se corres-
ponden con células que tenian inicialmente un
potencial de reposo elevado, inicialmente des-
polarizadas.

Los registros obtenidos en caso de hiperpola-
rizacién presentan una evolucién del potencial
de membrana semejante. A partir del potencial
de reposo inicial, una vez estabilizado después
del insertado el electrodo, el recambio de medio
produce ondas de despolarizacién por estimula-
cién mecdnica que producen el disparo de la
célula cuando superan una amplitud. Después
de cada una de ellas el potencial de membrana
recupera su valor inicial. Una vez recambiado el
medio se produce una hiperpolarizacién conti-
nua de la célula que es mds rapida al principio y
mds lenta después pareciendo tender hacia un
nuevo valor del potencial.
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No hemos encontrado relacién entre los dos
tipos de respuesta y la dosis empleada, ni tam-
poco correlacién entre la dosis liberada y la
magnitud del cambio del potencial

DISCUSION

Es bien conocido que el potencial de mem-
brana de las células nerviosas es una consecuen-
cia del gradiente electroquimico de los iones K-,
Cl'y Na® que se establece a través de ella. Las
diferencias de concentracién de estos iones y la
diferencia de potencial entre los dos lados de la
membrana establecen flujos dependientes de la
resistencia que son compensados por los crea-
dos por la bomba Na-K; lo que, en condiciones
estacionarias, determinan el potencial de mem-
brana. El valor del potencial puede alterarse,
ademds de cambiando las concentraciones intra
y extracelulares de alguno de los iones o apli-
cando campos eléctricos, por variaciones de la
resistencia de la membrana, (ECKERT, 1990).

A pesar de que no existen experiencias de
estudio del efecto del radén sobre el potencial
de membrana, se ha estudiade cémo es afectado
por otros tipos de radiaciones, como los rayos X
o la radiacién gamma. En estas esperiencias se
encuentra que dosis elevadas de radiacion pro-
ducen una despolarizacién de la membrana. La
despolarizacién se justifica por un aumento de
la resistencia de la membrana consecuencia del
deterioro inducido por la radiacién, (ANNAE-
VA, 1985, GUNTHER, 1974). Experiencias con
dosis bajas dan resultados menos concluyentes
descritos como oscilaciones del valor del poten-
cial de membrana (REDMAN, 1977). A la vez
se observa la existencia de flujos de K* depen-
dientes de la dosis de radiacién, (KUO, 1993).

Los resultados encontrados por nosotros afia-
den nuevos datos a los anteriores. En algunas
ocasiones, igual que anteriormente, parece pro-
ducirse un deterioro de la membrana, con
aumento de su resistencia, que genera una des-
polarizacién de aquella. La disminucién de la
resistencia de la membrana puede justificarse
por la accién de los oxidantes producidos por la
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radiacién en el agua sobre grupos sulfurados de
la membrana, (VILLS, 1979). Sin embargo, en
la mayor parte de las experiencias se produce
una hiperpolarizacién, en algunos casos de mag-
nitud importante, que no podria justificarse de la
misma manera.

Tanto en el caso de despolarizacién de la
membrana como en el de hiperpolarizacion, el
efecto producido parecer ser indirecto, por accién
de la radiacién sobre el medio, debido a la peque-
fia probabilidad de que una célula en la prepara-
cién sea alcanzada por una particula alfa. El efec-
to del rad6n sobre la membrana se muestra asi
como primario con respecto a otros efectos tipi-
cos de la accién de las radiaciones sobre las célu-
las, como la rotura de moléculas de ADN, que
serfan una consecuencia de la entrada de iones y
de la modificacién de las concentraciones de
éstos en sus interiores, (MORGAN, 1986).

Es interesante sefialar que el estudio de los
efectos sobre células nerviosas recupera alguna
de las propiedades que se suponen debidas a la
radiacién en los balnearios radiactivos. En éstos
se sefiala la existencia de un efecto regulador
del tono en los pacientes, que se atribuye a una
respuesta hormonal, (ARMIJO, 1994). Sin
negar la posibilidad de efectos hormonales, las
experiencias descritas parecen seiialar que el
efecto puede darse por la accién a nivel celular.
El valor del potencial de membrana determina
en gran medida la magnitud de los efectos a los
cuales dan respuesta las células nerviosas, fijan-
do un determinado valor para el estimulo
umbral. Una hiperpolarizacién de la membrana
es equivalente a un aumento en el valor del estj-
mulo umbral, a una respuesta sélo a estimulos
mayores, y a una accion relajante y antiespas-
mddica a nivel global.

La explicacién anterior puede completarse a
partir de las experiencias realizadas. Segun los
datos encontrados se producird una accién rela-
jante solamente en determinados casos, mientras
en otros se producird la accién contraria. Sin
embargo, las acciones relajantes intensas, que se
corresponderian con hiperpolarizaciones impor-
tantes, aparecerdn en individuos inicialmente



débiles, como aparecen en las células en las que
el potencial de membrana inicial es demasiado
elevado.

La pequeia probabilidad de que la célula
pueda ser alcanzada por una particula alfa obliga
a considerar que la accidn del radén sobre la
membrana no es una consecuencia de la dosis de
radiacion en las células sino a la produccion de
oxidantes en el agua por la radiacién. Los grupos
oxidantes producidos por el radén actuarian
sobre fa membrana dando lugar a reacciones que
modificarian el valor del potencial del reposo.
Admitiendo esta explicacion, los efectos encon-
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Fig. 1: Esquema del dispositivo experimental utilizado
para la medida del potencial de membrana celular.

trados derivados de la accién del radén dejarfan
de ser especificos, pudiendo producirse por la
accion de otros agentes oxidantes, (KONINGS,
1979). Consecuentemente, el mismo tipo de
efectos podria ser caracteristico de balnearios
con aguas no radiactivas aunque con sustancias
disueltas capaces de producir oxidacidn.
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preparaciones celulares.
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