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I - JUSTIFICACTION
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El1 estudio sistematizado de la unibn neuromuscular se inicid ha
ce va mas de un siglo con los trabajos sobre la morfologia de 1la
placa motora de VALENTIN y EMMERT (1836).

" "Pesde entonces, la evolucidn en el conocimiento de la estructura
y funcidén de la placa motora se ha visto enriquecida por la aporta-
cién cientifica de una pléyade de investigadores. Los hitos més

destacados en esta evolucidn han sido:

- desde el punto de vista de la morfologia, la clarificacidn de

la estructura de la unidn neuromuscular.

~ desde el punto de vista de la funcidn, el establecimiento de
la doctrina de la transmisidén sinfptica, extrapolable a la

unidn neuromuscular.

Es, sin duda, la base morfoldgica-funcional de la transmisibn de
informacidén desde una célula excitable a otra, uno de 1o§‘c£ﬁpos
mis atractivos de la investigacidn neurofisiolbgica. E1 interés
que suscita este terreno se vib enriquecido con el advenimiento a
mediados de este siglo de las técnicas de registro intracelulares

mediante la utilizacidén de microelectrodos.

Paralelamente se desarrollaron otras técnicas que abrieron nue-
vos cauces en el estudio de la transmisidn sinfptica. Una de es-
tas técnicas fué ideada por NASTUK (1953) y permitid por iontofore
sis, "simular", dentro de ciertos limites, la accién de los neuro-
- transmisores naturales y también permitid la aplicacidn de drogas

"foréneas" a nivel de zonas muy localizadas de la membrana celular.

[
En el terreno de la farmacologia, se ha descrito en las (ltimas

décadas el mecanismo de accidn de las drogas y desde otra vertien-
te, complementaria con la anterior, se abordd la caracterizaciébn

de los receptores sinépticos.

L e e i



.

Estudios multidisciplinarios confluyeron en determinar 1la natu
raleza proteica del receptor colinérgico. 'Sin embargo, la exacta
caracterizacién de la proteina receptora no ha sido lograda ya que
en la actualidad nos encontramos con dos concepciones sobre 1la es

tructura proteica del receptor.

Por una parte, el grupo de trabajo de DEL CASTILLO, ha consta-
tado que la aplicacibn iontoforética de reactivos de grupos SH a
.nivel de la placa motora de la rana y a nivel de la sinapsis coli
nérgica de la eleétroplacg, da origen a despolarizaciones fésicas
similares a las producidas por la acetilcolina. Lla sensibilidad
de la proteina receptora a los agentes oxidantes sugiere la presen
cia en el receptor de grupos SH libres, cuya oxidacién podria es-

tar implicada directamente en el proceso de activaciodn,

" Por otra parte, el grubo de trabajo de KARLIN, sugiere la pre-

" sencia de un puente disulfuro cerca del sitio activo del receptor.

1

Este grupo puede ser reducido y reoxidado in situ, pero la impor-
tancia de este enlace seria solamente estructural; ya que seg(n

esta linea de trabajo, el puente disulfuro no sufriria alteracidn

1

alguna durante la activacidn natural del receptor.

Ambas tendencias han aportadc abundante apoyo experimental a
sus hipbtesis si bién los métodos empleados en sus trabajos han si

do diferentes.

El Profesor J.A. SOBRINO, inicib en el Laboratorio de Neurobio-
logia de la Universidad de Puerto Rico, una linea de trabajo enca-
minada a abordar la caracterizacidn del receptor colinérgico a ni-

vel de la placa motora de la rana a la luz de las dos hipdtesis

4

existentes. Esta tesis nace fundamentalmente del deseo de conti-
nuar esta linea de trabajo v representa el inicio de una tarea que

nos proponemos continuar en el futuro.



La justificacidn primera de este trabajo radica en la todavia
existente discrepancia sobre la exacta naturaleza del receptor co
linérgico y, su justificacién il1tima viene representada por el em
pefio de establecer una linea de trabajo encaminada al estudio de
los receptores sinfpticos mediante la utilizacidn de técnicas elec

trofisiolbégicas actuales.
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A-MORFOLOGTIA D E L A PLACA MQTORA




1)}-EVOLUCION HISTORICA Y CONCEPTO ACTUAL

El! primer intento de describir la morfologia de la unidén neuro
muscular data del afio 1836. En este afio, VALENTIN y EMMERT descri
ben la U.N.M. comc una formacidn de tipo arciforme donde las termi
nales motoras se dividian en ramas que, reunidas nuevamente, forma

ban el componente aferente al sistema nervioso central.

ﬁsta concepcibn de la morfologia de la U.N.M. fue aceptada has-
ta el afio 1840, cuando DOYERE habla por primera vez de una inte-
rrupcién de la fibra motora a nivel de la fibra muscular. Seg(n
DOYERE, la fibra motora se unia a l1a fibra muscular en una zona po
co definida y formando a este nivel una eminencia en forma de cono,
"eminencia de Doyere”. La descripcidén fue hecha en el milnesium

tardigardum.

En 1862, KUHNE publica su primer trabajo sobre la estructura de
la U.N.M. Segun KUHNE, la fibra nerviosa se ramificaba y formaba
una arborizacibédn terminal después de penetrar en el sarcolema. En
su trayectc, la fibra conservaba la cubierta de Henle que se fusio-

+ naba con el sarcolema para formar terminaciones hipolemales. Por
primera vez, KﬁHNE describe 1a U.N.M. de la rana y en su descrip-
cibén queda patente que en este animal no se aprecia la "eminencia
de Doyere"™. En la rana, las terminaciones motoras, —endbiischel-,
aparecian como filamentos relativamente largos dispuestos sobre la

" superficie de las fibras musculares.

En el mismo afio, ROUGET (1862), reconoce la presencia de una zo
na especializada en forma de material granuloso a nivel de la ter-
minacién de la fibra motora en los misculos estriados de 1os repti

les, aves y pdjaros. A esta zona, &1 la denomina "Placa Terminal”.

KRAUSE (1863), fue el primero en utilizar el término de "Placa



Motora' como referido a la zona que relaciona la terminacidn de 1la
fibra motora. con la superficie muscular subyacente. Sus observa-

ciones fueron llevadas a cabo en los msculos del ojo del gato.

En la época clésica del estudio de la morfologia de 1la U.N.M.,
que abarca desde 1836 hasta 1947, se utilizaron como métodos de
tincién el Cloruro de Oro, el Nitrato de Plata y el Azul de Metile
no. El aspecto morfolbgico de 1a arbOfifacién terminal variaba se
glin el método empleado y ello fue la razéﬁ de la diversidad de pare
ceres a la hora de interpretar las imAgenes., Algunos de_los resul-

tados obtenidos con los diferentes métodos son los siguientes:

Tincidn con Cloruro de QOro

Utilizado, entre otros, por KUHNE. Este autor describidé dos

componentes basicos de la unidén neuromuscular:

- 10s terminales nerviosos que &1 llambd Axialbaum y

~ el estroma. Esta zona rodea a la anterior.

KﬁHNE(1883), observé que el estroma no era homogéneo y que su
periferia aparecia més granular. El denopiné esta &rea "borsten-
saum”. Hizo sus estudios en reptiles y ‘Considert que el "borsten
saum" era una estructura dentro o sobre la membrana que cubria la
U.N.M.

Impregnacidn Argéntica

Fue utilizado, entre otros, por CAJAL (1904,1925); TELLO (1905,
1917,1944).

Este método permite visualizar las neurofibrilillas. La zona
que aparecia sin tefiir, rodeando los filamentos nerviosos fue in-
terpretada por CAJAL como una capa de axoplasma libre de neurofilg

mentos.



Este método también puso de manifiesto la presencia de granu-

lcs, que eran muy abundantes a nivel de la terminal nerviosa.

Azyl de Metileno

Con este métddo, el axon y su ramificacidn terminal se tifien
de azul oscCuro. El resto de las estructuras se tifien de azul pa-
lido, DOGIEL (1890); FEIST (1890); KULCHITSKI (1924); TIEGS(1932);
TELLO (1944) y COUTEAUX (1947).

Ni la tincién con oro ni la tincidn con plata o azul de metile-
no permitia afirmar si las terminaciones yacian sobre el sarcolema
y eran por tanto, epilemales o si las terminales nerviosas penetra

ban 1a membrana superficial muscular y eran hipolemales.

A favor de la teoria epilemal estaban autores como KRAUSE y RET

ZIUs.

A favor de la teoria hipolemal se situaron autores como KUHNE,

TIEGS y CAJAL.

Desde que se comenzd a estudiar la morfologia de la U.N.M., l1la
mbé la atencidn la diversidad estructural de la misma, dependiendo
de la especie animal que se estudiara HINSEY (1934). Dentro de la
diversidad morfolbgica, los autores distinguieron los siguientes

grupos:

- terminaciones "en plaque", en placa de forma oval.
Son las terminaciones tipicas de las fibras muscula-

res de los mamiferos y reptiles.

- terminaciones "en grappe", en racimo. Son terminacio
nes alargadas que acaban en una estructura en forma
de racimo. Se encuentran en reptiles vy, ocasionalmeg

te en misculos de rana. Para algunos autores serian
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formas evolutivas inmaduras (ZACKS, SHEFF y SAITO,
1973).

- terminaciones "en ligne", alargadas. Son las termi-

naciones tipicas de las fibras musculares de la rana.

- terminaciones '"ultraterminales". BSe trata de fibras
amielinicas que, naciendo de la misma arborizacidn
terminal se dirigen hacia otra zona de la misma fibra
o hacia otra fibra vecina para formar otra arboriza-

cidén terminal.

Respecto a la estructura de la unibn neuromuscular propiamente
dicha, los diversos autores distinguieron los siguientes componen-

tes bésicos de la misma.

- la fibra terminal que pierde su vaina de mielina al

aproximarse al sarcoplasma.
- cubierta de Henle y Vaina de Schwann.

-~ una zona de sarcoplasma modificado que en algunas es-

pecies forma la llamada "eminencia de Doyere".

- nicleos de la U.N.M. Se distinguieron desde el prin-

cipio dcs grandes .grupos:

- nficleos que se visualizaban en el sarcoplag
ma, en la miofibrilla, y

—~ nlicleos de las cubiertas, correspondientes
a los nlcleos de 1a cubierta de Henle y de

la vaina de Schwann.

CAJAL (1881, 1952), distingue ademés los niicleos de la arboriza
cibén. Se trata de elementos extremadamente pilidos de forma elip-
tica y finamente granuloses. Su eje mayor es paralelo al haz mus-

cular y estén situados al lado de o sobre los filamentos palidos.
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Seglin su posicidn respecto a la arborizacidén terminal se distin-

" guén dos variedades:

- niicleos de las divisiones y

~ nlicleos de la continuidad de 1os tallos terminales.

ARBORIZACION TERMINAL

Segin CAJAL (1881, 1952), en el conjunto de la distribucidn ner

viosa se pueden distinguir:

- ramas madres: son tubos gruesos de mielina. Cada fibra mus-
cular recibe una rama madre.. Podria haber también dos o més
fibras originadas de distinfos cordones nerviosos. En este

caso, la terminacidn nerviosa seria miltiple ya que cada ra-
ma madre posee una distribucién independiente sobre la misma

fibra.

Las ramas madres estin cubiertas por la vaina de Schwann y

m&s exteriormente por la cubierta de Henle.

En general, toda fibra nerviosa mielinica préxima a su termi
nacién, se aparta del haz del que formaba parte llevéndose
consigo una hojuela homogénea continuada con la vaina lamino
sa (perineuro) y destinada a reforzar la vaina de Schwann.
Esta fina cubierta adventicia yace a distancia de la vaina de
Schwann y ha sido designada por Ranvier '"vaina de Henle". En
su espesor contiene de trecho en trecho unos nicleos alarga-

dos.

ramas hijas: son fibras mis delgadas y palidas. Tienen cubier
ta de Henle y vaina de Schwann, pero no siempre presentan cu-

bierta de mielina.

fibras pélidas o arborizacién terminal: constituyen las 1lti-

mas ramificaciones de las ramas hijas y son filamentos despro
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vistos de mielina. Para CAJAL, estas fibras p&lidas constitu
yen la verdadera terminacién nerviosa de los misculos estria-
dos y se corresponde con 1os "tallos palidos" de Ranvier y la-

"placa terminal motora" de Krause.

Cajal distingue, en la rana, cuatro tipos principales de ter-

minaciones:

~ digitoformes

ramificadas

reticulares

1

penniformes

Por 1o que respecta a la situacidén de la arborizacién ter-
minal, los distintos autores sostuvieron diversas opiniones.
Para algunos, Koelliker y Krause entre otros, las fibras pé-
lidas yacian por encima del sarcolema. Para otros autores,
Ranvier, Kihne.y Cajal entre otros, las fibras pAlidas yacian
por debajo del sarcolema. En efecto, en opinién de CAJAL, ha
bja "contacto inmediato entre la materia contractil y los ele
mentos de la arborizacién". Apoyaba su hipbtesis en los si-

guientes presupuestos:

- en las placas motoras de los mamiferos, la arboriza-

cibébn terminal era infrasarcolémica.

- las ramas pAlidas de la arborizacién eran fijas, "in

dislocables™.

- examinadas en estado fresco, las ramas palidas eran
invisibles, lo cual acreditaba para CAJAL, su posicidn

profunda, hipolemal.

- la arborizacidn terminal se tefila poco ccn el nitrato

de plata, como si éste hubiera de vencer obstaculcs en
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su camino hasta las fibras.

Con el método de impregnacidn argéntica las extremidades de
las fibras p&lidas se visualizaban como terminando a 1la mane

ra de un cabo redondeado.

CUBIERTA DE HENLE

Y

Segin opinién de la mayoria de los autores de la época, la cu-
bierta de Henle se prolongaba envolviendo a la fibra terminal y
acababa uniéndose con el sarcolema. E1 punto de fusibn no apare-

‘cia, sin embaréo, tan claro. ™ara CAJAL, la cubierta de Henle se
unia al sarcolema en el punto donde el tallo palido terminal pare
cia estrecharse. Para otros autores la unibén se verificaria a ni
vel de la estructura en "empalizada" descrita inicialmente por

KUHNE y que este autor denomind "estroma".

TERMINACION DE LA MIELINA Y DE LA VAINA DE SCHWANN

La terminacibén de 1a mielina se verifica de un modo brusco en

el punto inicial de las ramas p&lidas.

La terminacibén de la vaina de Schwann era sin embargo més difi-
cil de objetivar. Para la mayoria de los autores parecia probable
que la vaina de Schwann se prolongase aplicindose a la superficie
" de las ramas terminales, mas alla del punto donde cesaba la mieli-
na. Algunos autores, entre ellos TIEGS (1953), sostenian que de
existir un componente glial a nivel  de la U.N.M. éste debia corres

ponderse con el "estroma" descrito por KUHNE.

En opinibén de CAJAL, era probable que la vaina de Schwann acaba

se confundiéndose con el cilindroeje.
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EMINENCIA DE DOYERE )

A nivel de la U.N.M., en el safcoplasma. se observd una zona que
se distinguia como un acimulo local de protoplasma. A este nivel

se veia abundante material granuloso y n{cleos.

Esta zona podia ser muy prominente y formaba entonces la llama-
da "eminencia de Doyere". Esto ocurre en las uniones heuromuscula

res de los mamiferos.

Por otra parte, también se describieron uniocnes neuromusculares
donde esta agregacibén de material granuloso era précticamehte in-
existente. Esto se objetivaba en las uniones neuromusculares de la

rana.

Entre ambos extremos 'se describieron todo tipo de situaciones in
termedias. En todo caso, quedd claro que la U.N.M. era una estruc-
tura morfoldgicamente circunscrita a una zona muy determinada de 1la

fibra muscular.

La era moderna del conocimiento de la morfologia de la placa mo
tora comienza con los trabajos de COUTEAUX (1947). En este afio,
COUTEAUX identifica y describe el aparato subneural utilizando co-
mo método de tincién el verde jano. Este autor pensd que la estruc
tura en empalizada que delimitaba la arborizacibdn terminal motora,
representaba la superficie postsinéptica de 1la U.N.M.. Su razona-
. miento fué mAs bien de tipo intuitivo ya que los métodos de resolu-

cidn de la época no le permitian objetivar su hipdtesis.

En realidad, ya en 1887, KUHNE habia observado el aparato subneu
ral, pero creyd que la estructura en empalizada que veia era parte
del axén terminal y la denomind "estroma" o '"neuroplasma".

COUTEAUX fue el primero en identificar el aparato subneural como

una zona modificada de la superficie de la fibra muscular en la zo-
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na que corresponde precisamente a la U.N.M.. En efecto, para COU-
TEAUX el "aparato subneural” estaba conformado por pliegues o sur-
cos donde yacian las arborizaciones nerviosas; la unidn entre 1la

terminal nerviosa motora y la fibra muscular seria de tipo epilemal.

Quedaba pues establecido, que la U.N.M. esti formada por tres

componentes principales:
- una rama nerviosa terminal, motora.
- cubierta de Henle y vaina de Schwann

- una zona de sarcoplasma modificado en la zona sub-

yacente a la terminal nerviosa.

Se habia logrado establecer las relaciones bésicas perc ain que
daban muchas preguntas sin respuesta. Entre otras, quedaba toda-
via pendiente la demostracidn fehaciente de la existencia o no de
una "separacidén” entre el elemento nervioso y el elemento muscular

a nivel de la placa motora.

Con el advenimiento de 1a microscopia electrdnica se demostrd
la existencia de un limite de separacidén entre el axoplasma y el
sarcoplasma; PALADE (1954); ROBERTSON (1956); REGER (1958); ANDER-
SON y CEDERGREN (1959); de HARVEN y COERS (1959); BIRKS, HUXLEY y
KATZ  (1960) y CDERS (1967). » -

Con la microscopia electrbnica y los métodos histoquimicos para
’ la colinesterasa, se confirmd, mas alli de toda duda, la disconti-
nuidad entre nervio y misculo. De esta forma quedaba superada la
antigua disputa entre los que abogaban por terminaciones de tipo hi
polemales y los que favorecian las terminaciones de tipo epilemales.
Finalmente, la microscopia electrbdnica demostrd que el aspecto en
empalizada del aparato subneural era debido a un plegamiento profu-

so de la membrana sarcoplésmica.
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ESTRUCTURA DE LA UNION NEUROMUSCULAR ESTUDIADA CON MICROSCOPIA
ELECTRONICA

VAINA DE HENLE Y CUBIERTA DE SCHWANN

La fibra terminal motora pierde su vaina de mielina a nivel del
(l1timo nodo de Ranvier y yace sobre surcos o depresiones en la su-
perficie de la fibra muscular. Finas expansiones del citoplasma
de la célula de Schwann cubren las terminales nerviosas; ROBERTSON
{1956, 1960); REGER (1958); ZACKS y BLUMBERG (1961a); BROWN (1961)
y LESTER (1977). Las proyecciones del citoplasma de la célula de
Schwann se extienden a lo largo del axon y cubren la terminal ner-
viosa. Siempre se encuentra una hendidura de aproximadamente unos
500 & entre el citoplasma de la célula de Schwann y la membrana de

la fibra muscular,

Los elementos terminales de la vaina de Henle o "epitelio peri-
neural" forman unas proyecciones celulares extremadamente finas si-
tuadas por fuera de las expansiones de la célula de Schwann. E1

"epitelio perineural” raramente llega a la regibn de 1la U.N.M.

Los elementos "perisinépticos", cubierta de Schwann y epitelio
perineural, forman una especie de cubierta sobre las terminales ner
viosas. El1 citoplasma de estos elementos perisinéptiéos no se in-
serta entre el axoplasma y el sarcoplasma. A este nivel, la membra
- na sarcoplésmica que subyace a las terminales, se diferencia para

formar el aparat¢ subneural.

ARBORIZACION TERMINAL

Con ayuda de la microscopia electrénica se ha podido ver que las
terminaciones nerviosas motoras se encuentran situadas en una depre
sién poco profunda, forma de surco, sobre la superficie de la célu-

la muscular. Las membranas respectivas de la terminacibdn nerviosa
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o
y de la célula muscular estan separadas, unos 500 A, por una hen-
didura 1lena de liquido. Esta hendidura recibe el nombre de "hen

didura sinaptica primaria".

Estructura del axon: el axoplasma est& limitado por una membrana

llamada AXOLEMA. En el axoplasma no son visi
bles 1los Teurofilamentos que eran tan tipicos de las tinciones clé
sicas con plata. Sin embargo, con fijaciones adecuadas, se han po

Q .
dido observar filamentos muy finos, de unos 50 A aproximadamente.

A este nivel, todos los autores han observado gran riqueza de
mitocondrias. El difmetro de las mismas oscila entre 0.25 micras

y 0.5 micras y tienen una longitud de 1 micra.

DE ROBERTIS y BENNETT (1954, 1955) describen por primera vez las
vesiculas sinfpticas a nivel de las terminales axbnicas motoras.

Estas vesiculas tienen un diimetro de 300 R aproximadamente.

Utilizando una técqica de doble fijacidn con glutaraldehido y
osmio se ha demostrado que la membrana de las vesiculas sindpticas

estl compuesta por unidades globulares.

Dentro de la terminal axbnica, las diferentes particulas no es-
t&n distribuidas al azar sino que lo hacen con un cierto orden.
De esta forma se puede dividir la porcidn terminal del axon en dos

compartimentos; (LESTER, 1977):

- una regidn mitocondrial, adyacente a la vaina de

Schwann.

- una regibén de vesiculas que se encuentran en unas zo-
nas especializadas llamadas "zonas activas" y que se
encuentran en la porcién de la terminal axbnica que
"mira" hacia la membrana de la célula muscular preci-

samente hacia los llamados pliegues de unidn.
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La membrana de las vesiculas esti compuesta de unidades globula
res de 40-45 X y por unidades globulares.."ovales" de 60-90 X.
Las unidades globulares estén unidas entre si por grénulos osmio-
filicos. La superficie de la membrana de las vesiculas aparece co

mo un mosaico compuesto de estructuras poliédricas hexagonales.

DE ROBERTIS y BENNETT (1955) y PALAY (1956) postulan que las ve
siculas sin&pticas representan el sustrato morfoldgico del almace-

namiento del transmisor quimico.

APARATQ SUBNEVURAL

En la membrana de la fibra muscular, precisamente en la zona que
subyace a las terminales motoras, se encuentran unas invaginaciones
profundas, llamadas pliegues de unién. Estos pliegues de unién li-
mitan entre si unas hendiduras, las hendiduras sinapticas secunda-

. X . A .
rias, que desembocan en la hendidura sinéptica primaria.

Todo este complejo sistema de diferenciacibdn de la membrana de

la célula muscular es el aparato subneural.

Las hendiduras sinipticas primarias y secundarias est&n rellenas
de un materiadl granular de baja densidad electrénica. Para COERS
(1967) se trata de un material basal que supone es el resultado de
la fusién de las membranas basales axoplésmicas y sarcoplésmicas.
ZACKS, SHEFF y SAITO (1973) denominan a este material amorfo y ho-
" mogéneo que rellena las hendiduras sinépticas, LAMINA EXTERNA.

No se aprecia conexidén entre el aparato subneural y las miofibri
llas. Las hendiduras sindpticas secundarias quedan separadas de
las miofibrillas por una capa de sarcoplasma que contiene gran nﬁmg

ro de mitocondrias.

Dentro de las laminillas de sarcoplasma que se situan entre las
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hendiduras sin8pticas secundarias se aprecian vacuolas. Estas va-
cuolas son de mayor tamafio que las vesiculas sinépticas y probable
mente son parte del reticulo endoplasmitico del mlsculo (de HARVEN

y COERS, 1959).

El aparato subneural se puede visualizar con los métodos histo-
quimicos para la colinesterasa ya que a este nivel hay una elevada
concentracién de este enzima. A nivel de la U.N.M., la funcibdn de
la colinesterasa consiste en hidrolizar la acetilcolina liberada

desde la terminal motora.

Los métodos histoquimicos se han convertido en el procedimiento
de eleccibn para estudiar la morfologia del aparato subneural. En
tre otros, los mis utilizados son los métodos de la tiocolina y el
método de Karnovsky. Con estas técnicas se ha demostrado que la
actividad colinesterésica se localiza preferentemente a nivel de las
hendiduras sinépticas primarias y secundarias. A nivel de las ter-
minales nerviosas motoras no se ha evidenciado actividad colineste-
" résica.

Los primeros resultados indicaron que la actividad colinesteré-
sica era mayor en las proximidades de la membrana sarcoplésmica
(LEHRER y ORNSTEIN, 1959) y BARRNETT1962). De esta forma se gene-
ralizb la idea de que la colinesterasa estaba en relacibn con la
membrana postsinéptica. Sin embargo, HALL y KELLY (1971) demostra
ron que un leve tratamiento proteldsico del miscule esquelético in-
téctd,liberaba colinesterasa activa al medio sin dafic aparente de
la membrana sarcopléasmica. De aqui surgié la posibilidad que la co
linesterasa podria estar asociada con la lamina basal (l&mina exter
na de Zacks, membrana basal de Robertson) que ocupa las hendiduras
sindpticas primarias y secundarias. Esta idea recibid apoyo al co-
nocerse que una subunidad de la colinesterasa de los Organos eléc-~

tricos de "las rayas" tiene varias propiedades en com(n con el colé



~20-—

geno, proteina que es uno de los principales componentes de las 14

minas basales.

Mis recientemente, en 1978, M® MAHAN, SANES y MARSHALL, han de-
mostrado que la actividad colinesterésica esti en relacién con la
14mina basal de la U.N.M.. Su técnica ha consistido en quitar los
componentes celulares de la U.N.M. "in vivo™. 'Para ello, han dener
vado el miisculo pectoral cuténeo de la rana cortando una porcidn re
lativamente amplia del nervio. De esta forma: las expansiones cito
plasmaticas de las células de Schwann se retraen del &rea sinéptica.
Posteriormente, los mlisculos son dafiados mecénicamente ocasionando,
de esta forma, la ruptura de las fibras musculares. Lo& animdles
de experimentacién son irradiados con rayos Roentgen para prevenir
la regeneracién de los tejidos. E1 objetivo de esta técnica es e1.
de aislar la l4mina basal de los elementos que la rodéan. Una vez
logrado ésto, se emplean los métodos histoquimicos para la colinés-
terasa a nivel de la l4mina basal aislada. Los resultados han de-
mostrado que utilizando los métodos histoquimicos para la colineste
rasa aparecen bandas tefiidas que se corresponden en tamafio, forma
y disposicidn a las arborizaciones terminales que aparecen esboza-

das por el método de la colinesterasa en el miisculo intacto.

En la preparacién de M® MAHAN, SANES y MARSHALL, se puede, ade-
mis visualizar una subestructura que corresponde a los pliegues de

unidn.

En resumen, quedaba claro que por 1o menos una parte de la acti
vidad colinestefésjca en la U.N.M. de la rana estd contenida en, o
ligada de alguna forma, a la lamina basal de las hendiduras sinip-

ticas primarias y secundarias.

También se observé que 1a intensidad de la tincidén se reducia
~cuando se aplicaba BW 284C51, un inhibidor especifico de 1a acetil-
ceclinesterasa. Por tanto, la colinesterasa a este nivel es acetil-

colinesterasa.
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PARTICULARIDADES MORFOLOGICAS DE LA U.N.M. DEL MUSCULO ESQUELETICO

DE LA RANA

Los elementos fundamentales y 1las relaciones que éstos guardan
entre si son, en lineas generales, iguales en las diversas U.N.M.
La caracteristica diferencial distintiva a nivel del miisculo esque
1ético de la rana es la carencia de una arborizacién terminal pro-
piamente dicha. A este nivel, las terminales motoras amielinicas
" forman los llamados "endbiischel” o "fasciculos terminales", que son

terminaciones alargadas que corren paralelas. al eje mayor de la fi-
bra muscular. Estas terminaciones alargadas pueden medir hasta va-
rios cientos de micras y yacen en surcos poco profundos sobre la su

perficie de la célula muscular.

En la U.N.M. de los masculos esqueléticos de ia rana, los plie-
gues de unibén son menos profusos que en otras uniones neuromuscula
res, como por ejemplo en la de los misculos esqueléticos de los ma
miferos. No obstante, los pliegues de unidén existen y guardan las
mismas relaciones fundamentales de todas las uniones neuromuscula-

res.

El espaciamiento- longitudinal de los pliegués de unidén es regu-
lar. Hay, aproximadamente, de tres a cuatro pliegues por sarcome-

. . s . Q.
ro y el ancho de los pliegues de unidn varia entre 500 y 1000 A.

En la U.N.M. de la rana las hendiduras sindpticas primarias y .

secundarias también se encuentran llenas de lamina basal.

c . . . :
M~ MAHAN, SPITZER y PEPER (1972) visualizan las terminales moto

ras amielinicas del mlsculo esquelético de la rana "in vivo". Lo

hacen en masculos aislados y sin teftir. Para ello utilizan el sis

tema bptico Zeiss Nomarski.

Los resultados demuestran que las finas ramas amielinicas tienen



-—22~

un diimetro aproximado de 1-3 micras y que corren longitudinalmen-
te a lo largo de la fibra muscular por una distancia de hasta 300

Micras.

Con la técnica de Nomarski los bordes de las terminales amieli-

nicas aparecen como formando crestas o cordoncillos.

Para confirmar que la imagen obtenida con 1la técnica de Nomarski.
corresponde a una U.N.M. se utilizan técnicas y métodos complemen-
tarios que mejoran la visualizacién de determinados elementos. . Asi
se emplea en la misma preparacibén el método de Karnovsky para la
colinesterasa y los terminales axénicos se tifien con osmio. Ademis,
para visualizar la célula de Schwann y sus expansiones citoplasmé-
ticas se les inyecta electroforéticamente un colorante fluorescen-

te, el amarillo procion.

Todos los métodos y técnicas complementarias anteriormente cita

das confirman la imagen obtenida con el sistema Zeiss Nomarski.

La ulterior observacidn de la misma preparacibébn con el microsco
"pio electrdnico demuestra que las expansiones de la célula de
Schwann forman indentacioneé en las terminales nerviosas, de forma
tal que éstas aparecen, periddicamente, con varicosidades en su su
perficie. Precisamente‘a nivel de estas varicosidades se objetiva
gran densidad de vesiculas sinfpticas. Algunas de estas vesiculas
se concentran en zonas especiales, llamadas zonas activas, que se

sitdan justamente enfrente de los pliegues de unidn, (LESTER 1977).
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2)-PATRON DE INERVACION DEL MUSCULO SARTORIO DE LA RANA

El mQisculo sartorio de la rana es un misculo muy delgado de fi-
bras largas y paralelas. E1 nervio motor del sartorioc se divide
en dos ramas justo antes de entrar en el misculo. Lla entrada del
nervio se verifica en el tercio medio o tercio inferior del miscu-

lo y las ramas principales son:

- la rama pélvica

- la rama tibial

Los extremos del mlsculo estén desprovistos de inervacién moto-

ra en una superficie de varios milimetros.

Cada fibra muscular recibe por 1o menos una terminal motora ya
que en su ausencia la fibra degenera (TIEGS,1953). Por otra parte,’
las fibras musculares son mAs numerosas que las fibras nerviosas.
LUFF y PROSKE (1976) encuentran un promedio de 620 fibras muscula-
res en el sartorio de la rana litoria Aurea y un promedioc de 12 axo
nes como contingente nervioso motor para el mismo misculo. Por
tanto, las fibras nerviosas se ramifican copiosamente y esto se ex
presa en el concepto de unidad motora. De esta forma, el misculo
y su nervio pueden conceptuarse como un ensamblaje aditi&g~ae uni-~

dades motoras; entendiendo por unidad motora una fibra nerviosa y

las fibras musculares que inerva.

- Un aspecto distintivo de la organizacidn de las unidades motoras
del misculo sartorio de la rana es la presencia de varias termina-
les motoras -varias placas motoras- en la mayoria de las fibras mus

culares.

El estudio de la inervacidén miltiple del misculo sartorioc de 1la

rana comienza con los trabajos de SANDMANN, quien en 1885 comprueba



-24-

histologicamente la existencia de una inervacién mfiltiple en las

fibras musculares del sartorio.

SANDMANN, estudidé la distribucién de los nervios motores en los
mOsculos estriados de la rana aislando las fibras musculares y con
servando las terminaciones nerviosas. Utilizb el método del &cido
sulfirico para aislar las fibras musculares y como método de tin-

cidn para visualizar las placas motoras empled el cloruro &urico.

Usando estos métodos, SANDMANN estudid la distribucibn de 1las
terminaciones nerviosas motoras en los mfisculos esqueléticos de los

mamiferos y en los misculos esqueléticos de la rana.

SANDMANN comprobd, histolbégicamente, que en el sartorio de 1la
rana casi todas las fibras tenian dos o tres placas motoras y encén
tré algunas que tenian hasta séis placas motoras. Segin descrip-
cidn hecha por &1 mismo, estas placas présentaban diversas formas,
algunas '"muy poco desarrolladas y otras muy grandes y como en empa
lizada". Muy raramente aparecian fibras con una sola terminacién

nerviosa motora.

La evidencia neurofisiélégica de la inervacidn mOltiple de 1las
fibras musculares del sartorio de la rana fue aportada.por KATZ y
KUFFLER en 1941, Estos autores llevaron a cabo sus trabajos expe-
rimentales en el mfisculo sartorio de la rana Hyla Aurea y observa-
ron que cuando estimulaban el nervio, antes de su divisién en rama-
- pélvica y tibial, registraban a nivel del extremo pélvico del mis-
culo una respuesta en forma de espiga simple en lugar de un poten-

cial de accibdn prolonga&o y complejo como cabria esperar.
En efecto, considerando que:

- el miisculo sartorio de la rana consiste fundamental-
mente de fibras largas que se extienden de extremo a

extremo del misculo.
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- las terminaciones motoras se encuentran dispersas so-

bre una superficie de dos centimetros cuadrados y

-~ los impulsos musculares se propagan a una velocidad

de dos metros por segundo.

En condiciones fisiolbgicas se esperaria obtener una respuesta
muy compleja, formada por ondas individuales originadas en diver-
sas zonas de inervacidn motora y que llegarian sucesivamente a los
extremos pélvicos del misculo. Sin embargo, la respuesta obtenida
era la de una espiga simple con una latencia de unos 2 msec., una

amplitud de 50-60mV y con una duracién de 4-5 msec.

Se obtenia una respuesta similar cuando se registraba a nivel

del extremo tibial del misculo.

En estas condiciones experimentales se observd que la forma del
potencial de accidn podia variar de un miisculo a otro y de una zo-
na a otra en la misma preparacién, pero la ausencia de potenciales
de accidn retardados era constante. Parecia 16gico suponer que una
posible explicacidén para este fenbmeno podria ser la presencia, en
la mayoria de las fibras musculares, de miltiples terminaciones ner
viosas motoras concentradas en "zonas neurales'" determinadas. De
esta forma, los impulsos generados en zonas distales al electrodo
de‘;egistro colisionarian durante su conduccién con aquellos proce
dentes de las 2onas proximales y por tanto no podian ser registra-

dos.

Esta hipbdtesis fue demostrada experimentalmente porlKATz y
KUFFLER (1941). Para ello, seccionaron la rama pélvica del nervio
motor del sartorio y repitiendo las condiciones experimentales pre
vias, observaron que al estimular el nervio se registraba un poten
cial retardado, habiendo desaparecido el potencial de accidn previa

mente registrado. Este potencial retardado se registraba en el ex-
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tremo pélvico y presentaba una latencia de 7 msec.

. Quedaba claro que los impulsos generados en la zona tibial del
mhsculo, inervada por la rama nerviosa intacta y, que previamente
habian sido bloqueados por colisidn con los impulsos procedentes
de la zona pélvica del misculo, eran ahora capaces de propagarse

sin obstlculo hacia el extremo pélvico del sartorio.

Los potenciales retardados alcanzan una amplitud de 20-35 mV,
Esto equivale a un 50-70¥% de la amplitud del potencial de acciébn
temprano. El1 efecto puede ser atribuido a un aumento de la dis-

persibén temporal.

La diferencia entre las latencias del pbtencial registrado an-
tes y después de la seccidn de 1la rama pélvica del nervio, oscila
entre 5 y 7 msec.. Teniendo en cuenta que los impulsos musculares
se propagan con una velocidad de conduccién de 2 a 2,5 m/seg., pa-
rece claro que muchas de las fibras mu§cu1ares se encuentran iner-
vadas, por ambas ramas nerviosas, en dos zonas discretas separadas

por una distancia de 12 a 15 mm. aproximadamente.

Los potenciales retardados aparecen siempre que la colisién de
los impulsos es impedida o por lo menos es reducida. Esto puede lo
grarse de varias maneras. La primera forma es seccionando una de
las ramas principales del nervio del sartorio. Otros procedimien-
tos experimentales dirigidos al mismo fin son:

- estimulacibén del nervio motor con bajas intensidades de esti-
mulo; en estas condiciones_la aparicibén de un potencial retar
dado depende principalmente de la presencia de fibras muscula
res que estén inervadas en dos zonas distintas por axones di-

ferentes y de distinta excitabilidad.

- curarizacidn parcial del miisculo; de esta forma se consigue

un bloqueo neuromuscular incompleto de forma tal que en algu
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nas fibras musculares una U.N.M. se bloguea mientras la otra
sigue funcionando. E1l resultado es gque muchos impulsos pue-
den propagarse de un extremo a otro de la fibra sin colisio-

nar.

Estos experimentos demuestranla existencia de una inervacidn
maltiple de las fibras musculares del sartorio. Faltaba conocer
el nimero de terminaciones motoras en cada fibra y la posicidn exac
ta de esta inervacibdn en las fibras. KATZ y KUFFLER (1941), abor- '
daron este problema experimentalmente. Para ello obtuvieron regig_
tros eléctricos del sartorio, estimulando el nervio, y variando 1la
posicidén del electrodo de tierra con respecto al electrodo de regis
tro que se mantenia en el extremo pélvico del m(sculo en una posi-
cibn fija. En -estas condiciones el retardo en alcanzar el punto .
maximo del potencial variaba con la distancia a que se encontraba
el electrodo de tierra con respecto al electrodo de registro. La
posicién del valor mAximo de potehcial depende no tanto de -la pre-

sencia de terminales nerviosas diseminadas como de 1a llegada de

“un impulso sincrédnico a determinada zona del miisculo. Los resulta

dos obtenidos demostraron que en la mayoria de los misculos existen
dos zonas dé inervacibn principales, cerca de la entrada del nervio,
v se puede concluir que mientras algunas terminales motoras estén
distribuidas a lo largo de las fibras de manera dispersa, hay sin

embargo una concentracién de "zonas neurales" en lugares discretos

. del misculo.

El cuadro no es siempre tan definido y en algunos miisculos apa

recen varias "zonas" o "centros'" de inervacién.

Estas observaciones han sido confirmadas con los registros intra

. celulares con microelectrodos de potenciales de placa motora. En

efecto, los E.P.P. sblo se registran en zonas "neurales" restringi-

das y discretas.
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Por otra parte, debido a que la mayoria de las fibras muscula-
res del. carterie-recorren el misculo en toda su longitud (SANDMANN,
1885), se puede concluir que prdcticamente todas las fibras del

miisculo poseen una inervacidn miltiple.

Establecida la existencia de una inervacidn mlltiple de las fi-
bras del sartorio quedaba finalmente, por estudiar el origen de di
cha inervacién. LUFF y PROSKE (1976), han estudiado este aspecto
de la inervacibén del sartorio en la rana Hyla Aurea. Con este fin

distinguen:

~ La inervacién polineuronal; la inervacidn mdltiple motcra de

una fibra muscular proviene de diferentes axones.

- la inervacidén multiterminal; la fibra muscular recibe su iner

vaciédn miltiple de ramas procedentes de un Gnico axon.

Los autores citados comprueban experimentalmente la existencia
de ambos tipos de inervacién mlitiple en el sartorio de la rana.

. Para ello, aislan unidades motoras del milsculo disecando el nervio
motor en filamentos hasta que cada filamento corresponda funcional
mente a un axon. Una vez realizado esto, el procedimiento de elec
cién para el estudio de la inervacibn polineuronal consiste en com
parar las tensiones tetanicas desarrolladas por un par de unidades
motoras, cuando cada unidad es estimulada independientemente y cuan
do ambas son estimuladas simultdneamente. Cualquier diferencia en-
tre la tensibn efec;iva desarrollada durante la estimulacibén combi-
nada de ambas unidades motoras y la tensidn esperada por célculo
previo de suma aritmética de las tensiones desarrolladas por cada
unidad motora individualmente, indicaria la existencia de imbrica-
cibdn en la inervacidn de las dos unidades motoras. En efecto, se
comprobd que la tensién desarrollada por estimulacidn simulténea

de ambas unidades motoras era menor que la suma de las tensiones
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desarrolladas por cada unidad motora separadamente. De esta forma,
se evidencid una imbricacién en la inervacidén de las unidades moto
ras y se puso de manifiesto experimentalmente la existencia de una

inervacidn polineuronal en el misculo sartorio de la rana.

La inervacién mOltiple de tipo multiterminal fue puesta de mani
fiesto por LUFF y PROSKE (1976). Fara ello compararon la tensién
desarrollada por el misculo al estimular el nervio motor intacto
con la tensidn producida al estimular el cabo seccionado de una de
las ramas del nervio. En este Gltimo caso, la tensibén se expresa-
ba en tanto por ciento referido a la tensidn desarrollada cuando
se estimulaba el nervio intacto. Los resultados obtenidos en tres
mOsculos fueron de 62%, 90% y 95% con respecto a la tensién desarro
llada estimulando el nervio sin seccionar. Se puede concluir, que
la mayoria de los axones se ramifican. En general, la ramificacidn
acaece cerca del punto donde el nervio se bifurca en dos ramas prin
cipales.

Quedaba demostrada la presencia de inervacidn polineuronal y mul
titerminal en el mlisculo sartorio de la rana. Ambos tiposde iner-
vacibén son expresibn de la existencia de una inervacibdn mOltiple a

nivel de las fibras musculares del sartorio de la rana.
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3)- DISTRIBUCION TOPOGRAFICA DE LAS PLACAS MOTORAS EN EL MUSCULO
SARTORIO DE LA RANA

CARPENTER (1974) utiliza el método de Karnovsky para la colines
terasa con el fin de realizar un estudio sobre la distribucidn de
las placas motoras en la superficie interior del mGsculo sartorio

de la rana.

El nervio motor del sartorio penetra en el misculo por su borde
medial a nivel de su tercio medio o tercio inferior. Antes de pe-
netrar, la rama principal se divide en una rama ascendente, rama

pélvica, y en una rama descendente, tibial.

La rama descendente sigue un curso oblicuo y se dirige hacia el
borde lateral o externo del miisculo. Esta rama desaparece de la
superficie interior cerca de la regién central del mfisculo. En su
trayecto da colaterales que invariablemente terminan cerca del bor

de externo del sartorio.

La rama ascendente principal atraviesa el misculo siguiendo una
direccibn oblicua y da miiltiples colaterales antes de llegar a 1la
zona central del mGsculo. E1 patrén de distribuciones de las rami

ficaciones de la rama ascendente es el siguiente:

- una rama que se dirige hacia el borde medial. El origen de es
ta ramificacibén se encuentra muy prbéximo al lugar de entrada

del nervio principal.

- una rama que se dirige transversalmente hacia el borde exter-
no del misculo, hundiéndose entre las fibras musculares antes

de alcanzar este borde.

- dos ramas ascendentes de curso paralelo que desaparecen de 1la
superficie del misculo para volver a aparecer en zonas mas pro

Ximales, cerca del extremo pélvico del mlsculo. Una de estas
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se dirige hacia el borde medial del sartorio y la otra se di-
rige hacia zonas mis proximales que la anterior, bifurcéindose

finalmente en una rama medial y en otra rama externa, lateral.s

Las placas motoras, visualizadas con el método de Karnovsky, se
distribuyen cerca de las &reas que corresponden al curso de 1las fi
bras nerviosas mielinicas antes mencionadas. Una caracteristica dis
tintiva de la distribucidén es su predominante aparicibén en 'grupos”.
Estos grupos corresponden a las "zonas neurales" funcionales descri
tas por KATZ y KUFFLER (1941). Estas agrupaciones de placas moto-
ras se hacen mis evidentes en las proximidades de las ramas nervio

sas de mayor difmetro. ' .

Se constata, también la presencia de placas motcras aisladas y
distribuidas de manera dispersa pero asociadas con algunas de las
ramaé colaterales de las ramas nerviosas principales. Sin embargo,
en ocasiones se visualizan placas motoras aisladas en regiones don
de no se habia podido objetivar la presencia de ramas nerviosas en
su proximidad. Una posible explicacibén para este hecho es que se
trataria de terminaciones nerviosas motoras de ramas que previameg
te se habian "hundido” entre las fibras musculares recorriendo un
trayecto por debajo de la superficie interior del mfisculo sartorio.
Estas ramas reaparecerian nuevamente, después de un trayecto varia
ble y formarian una terminacibén nerviosa motora a nivel de una fi-

bra muscular de la superficie interna del sartorio. .

La densidad de placas motoras es mayor en la mitad medial del
masculo. Esto puede ser debido a que esta zona muscular posee una

inervacidén més rica que la zona lateral del sartorio.

En 10s extremos proximales y distales del mOsculo existen zonas
libres de placas motoras. En efecto, en un area de varios milime-
tros no se constata la presencia de placas motoras ni cerca del ori

gen del misculo ni en las proximidades de su insercidn.



MEDIAL

-33-

LATERAL

INSERCION

p.571

las ramas nerviosas visibles por
debajo de la superficie muscular

se indican con lineas punteadas.

las ramas principales ascenden-
tes y descendentes se indican
con las letras D y A respectiva

mente.

las ramas colaterales de A, se

representan como a, b, ¢ y d.

los puntos negros indican la pre

sencia de placas motoras.

las 4reas indicadas en el origen
y en la insercién del misculo,
son las areas que carecen de pla
cas motoras.

la superficie muscular total es

de 214.1 mm2

DIBUJO A ESCALA DE LA SUPERFICIE INTERIOR DEL MUSCULO SARTORIO DE-
RECHO DE LA RANA. (Tomado de: Distribution and configuration of sur
face myoneural junctions in the frog sartorius muscle. D.B. Carpen-

ter 1974.A.J. Anat.



B)~ BASES DE LA EXCITABILIDAD
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11-El funcionamiento del sistema nervioso se basa en la excitabili
dad. Entendemos por excitabilidad la capacidad que tienen las cé-
lulas de responder de manera coordinada y adecuada a estimulos del

medio externo.

En Gitima instanéia, la excitabilidad radica en la posibilidad

que tienen las células de: (KATZ, 1966)

- -

- almacenar energia en forma de energia eléctrica
- ceder esta energia parcialmente y de forma controlada.

Para comprender cémo y por qué las células almacenan energia eléc
trica es condicibén necesaria conocer la composicibdn ibnica del 1i-

quido intracelular y la composicién idnica del 1iquido extracelular.

La mayor parte del medio intracelular est& formado por agua que
se encuentra en equilibrio osmdético con los liquidos circundantes.
Sin‘embargo, la composicién ibnica del medio intracelular difiere
notablemente de la composicibén ibnica del medio interno. Es éste

un rasgo comiin de las células excitables.

En- la fibra muscular del sartorio de la rana nos encontramos con

la siguiente distribucidn (KATZ 1966):

LEC mM/1 LIC mM/1
sodio 120 9.2
potasio 2.5 - 140
cloro 120 3-4
Aniones

Sentado este rasgo comin de todos los tejidos excitables, pode-

mos abordar el estudio del potencial de membrana.

BERNSTEIN (1902), propone la primera hipbtesis satisfactoria pe

ro no concluyente, para explicar el origen del potencial de membtra
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na. BERNSTEIN conocia la desigual composicibén ibnica del LEC y
LIC. Destacd para su hipdtesis la elevada concentracidn de pota-
sio en el interior de la célula y la presencia en el interior de
la misma de aniones, para los cuales la célula no es permeable.
Asimismo, asumid que la membrana celular en reposo era impermeable

al sodio.

Sobre estas premisas, BERNSTEIN propuso que la diferencia de po
tencial existente entre el interior y el exterior de la célula era
creada por una distribucibén desigual del idén potasio entre el inte
rior y el exterior de la misma. De forma que el potencial de mem-
brana podia ser expresado por la ecuacidn de NERNST, segiin la cual
se desarrolla una diferencia de potencial a través de una membrana
que es permeable a un ién cuando las concentraciones de ese idn son

distintas a ambos lados de la membrana:

E=RT/FinAo/Ai

Ao= concentracibén del idén en el compartimento "o"

Ai= concentracidn del ibén en el compartimento "i"

lLa derivacidn original de la ecuacibén de Nernst, se basa en
principios termodinidmicos que determinan la condicibén de equilibrio
electroquimico, entre el trabajo eléctrico requerido para desplazar
iones a través de un determinado 1imite en una direccibn, y el tra-
bajo osmbético necesario para desplazar la misma cantidad de iones
en una direccién opuesta:

;
- el trabajo eléctrico realizado, por mol, para llevar iones des

de un potencial Vo a un potencial Vi, viene dado por:

W=2zF(Vi-Vo)
W= trabajo
(Vi-Vo)= diferencia de potencial
z: valencia (negativa o positiva)

F: constante de FARADAY (Coulombios por mol)



-37—

- el trabajo osmético requerido para 'desplazar un mol de un de-

terminado ién desde una concentracién Ao a una concentracién

Ai, diez veces mayor, viene determinado por:

W= H’dV
Vo

ya que de acuerdo a la teoria cinética ésto es estrictamente

anilogo a la compresibdn de un . gas.
P: presiébn
V: volumen
- sabemos que: P.V= RT
R: constante de los gases
T: temperatura absoluta
Por t :
Por anto P:B—T
v
v Vi Vi
W=z-f PdV =-f RTdAV/V=: RT IniVo - Vi } = RT {n Vo/ Vi
Vo Vo
de donde:

Wosmotico = - RT tn Ao/Aj

Ao y Ai se refieren a las concentraciones

de la célula respectivamente.

La condicidén de equilibrio viene dada por
trabajo osmbético y el trabajo eléctrico:

ZF{Vi-Vo ) = RTin Ao/A)
(Vi- Vo) =RT/2F InAo/Ai -

que es la ecuacién de Nernst.

iénicas fuera y dentro

la igualdad entre el

Esta ecuacibn expresa la condiciédn de equilibrio donde para una

determinada diferencia de potencial, el flujo neto del ién determi

- .
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nado es cero.

Segin esta ecuacibén se desarrollari una diferencia de potencial
a2 través de una membrana que es permeable a un ién, cuando las con
centraciones de ese idn son distintas a ambos lados de la membrana.

~ para el potasio:

Ek=RT/2 F InKo/Ki

Ek: potencial de membrana donde no hay flujo neto de potasio

de un lado a otro de la membrana; el sistema estsd en equili-

brio. .

a 20°C Ek = S8 In Ko/ Ki

Ek es negativo cuando Ko y Ki caen dentro de los margenes fi-
*

sioldgicos. . N
BERNSTEIN, no pudo comprobar su hipdtesis pues las condiciones
técnicas requeridas para ello eran deficitarias. Se obtuvo no obs
tante, una aproximacidén experimental con los 'potenciales de le-
sién" y, dentro de ciertos limites, BERNSTEIN encontrd un ajuste
entre Ek y el potencial de membrana, y concluyé afirmando que el
potencial de membrana representa un potencial de difusibn para el

potasio.

HODGKIN y HOROWICZ (1959 ), interntaron comprobar experimentalmen
te la hipbtesis de BERNSTEIN.

El disefio experimental de HODGKIN y HOROWICZ, consistia en hacer
variar las concentraciones externas de potasio en el Ringer que ba—'
fiaba la preparacién de fibras musculares. Para eliminar cualquier
posible interferencia del cloro, éste era sustituido por soluciones

sulfatadas. En estas condiciones se procede a medir el potencial
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de membrana correspondiente a cada concentracidn de Ko.

SegOn la hipdtesis de BERNSTEIN, en esta situacidn experimen-
tal, se obtendria una linea recta con una pendiente de 58 mv; cuan
do Ko es variado por un factor de 10, el potencial de membrana de-
-beria variar en 58 mv. a 202C. 8in embargo, HODGKIN y HOROWICZ,

observaron que:

- existe un ajuste tedrico-experimental para concentracio

nes de potasio superiores a 10 mM

- para concentraciones de potasio inferiores a 10 mM, la

linea experimental se desvia de la 1linea tebrica.

Era evidente, que el potencial de membrana no era un potencial
de difusibn para el potasio. Se pasd entonces a involucrar otros
iones en la génesis del mismo; fundamentalmente, el sodio. En
efecto, se sabia por estudios con trazadores marcados que la célu-
la en reposo no era impermeable del todo al sodio (LEVI, USSING,
1948); (HARRIS, BURN, 1949); (KEYNES, 1954). Era plausible suponer
que este factor contribuyese a generar el potencial de membrana,
mas aOn, teniendo presente que el gradiente electroquimico es favo

rable a la entrada de sodio al interior de la célula.

Los experimentos con trazadores marcados, mostraron también que
la entrada de sodio a la célula en reposo, es de muy escasa cuan-
tia. Ello es debido, a que en estas condiciones la PERMEABILIDAD

" para el sodio es muy baja.

De esto se desprende, que en la génesis del potencial de membra

na deben considerarse dos factores més:

.

- el influjo de sodip a la célula en reposo y

- el factor "permeabilidad' de ia membrana para los dis-

tintos iones.

it
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Teniendo en cuenta estos factores, GOLDMAN (1943) y HODGKIN y
KATZ (1949) desarrollaron la teoria de campo constante, que Supgo
ne una aproximacidén muy {til al problema que estamos consideran-

do.

La teoria de campo constante, bAsicamente asume que los iones
se desplazan bajo la influencia de campos eléctricos y gradientes
de concentracidn; que las concentraciones ibnicas en los bordes
de 13 membrana, son proporcionales a aquellas de las soluciones
acucsas en contacto con la misma, y que el gradiente eléctrico a
través de la membrana es constante. Sobre estas premisas, es po-
sible demostrar que -cuando no hay flujo de corriente a través de

la membrana- el potencial de membrana viene -dado por:

Pk(K)e+ PNa(Na ).
Pk(K}i+PNa{Na)i

Vm:=RT/4ZFin

Pk, PNa: coeficientes de permeabilidad

PK/PK(K}o+ PNa/PK(Na).
Vm=RT/zF [n (K) 2 (Na)

PK/PK (K} » PNa /PK(Na)i

{K}os PNa/PK(Nale
{K)i «PNa/PK (Na)i

vm =RT/2F In

PNa/PK: @ = 00r3

PK>>PNa en la celula en reposo
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{(Kle+{Na)e
(Klieqp (Na}i

Vm =RT/zF In

_El. potencial de membrana tebrico calculado a partir de esta
s . +
ecuacion, se aproxima con un error de solamente - lmv al poten-

cial de membrana -de la fibra muscular- medido experimentalmente.

Papel- del cloro en la génesis del potencial de membrana de la fi-
bra muscular:
En las células musculares, el cloro se distribuye pasivamente;
.su. distribucidn no interviene en la génesis del potencial de
membrana, sino que depende de &1 (BOYLE, CONWAY, 1941), (HODG-
KIN, 1958), (CONWAY, 1957).

Papel de la bomba de sodio:
Mantiene el potencial de membrana; no lo crea. Evita que el
potencial de membrana disminuya, debido a la entrada constante
de-sodio. El eflujo se hace contra un gradiente electroquimi-

co. Se trata de un proceso activo (HODGKIN, KEYNES 1955a).

Podemos concluir afirmando, que los factores gque basicamente

intervienen en la génesis del potencial de membrana son:

- los gradientes quimicos y eléctricos que actuan sobre de

terminados iones y
- la permeabilidad selectiva de la membrana.

En Gltima instancia, la excitabilidad est& basada en la posibi
lidad de cambiar las permeabilidades para el sodio, potasio y en

ciertos sistemas para el cloro.
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2} PROPIEDADES PASIVAS DE LA MEMBRANA

La célula muscular puede ser concebida como un cable conductor

uniforme y de longitud infinita.

Este postulado basico permite aplicar la teoria de cable de

HODGKIN y RUSHTON a la fibra muscular.

Los postulados fundamentales de la teoria de cable son (HODG-

KIN, RUSHTON, 1946):

- se considera la célula como un cilindro de longitud infini-
ta, con un medio interno conductor que ofrece cierta resis-

tencia al flujo de corriente.

~ la membrana celular se concibe compuesta por una capacidad
-y una resistencia en paralelo por unidad de &rea. La membra
na, ofrece una resistencia eléctrica alta al flujo de corrien
te. Es de destacar que la membrana se comporta como un ais-

lante imperfecto.

- el medio interno (citoplasma), y el medio externo (LEC) se
comportan como resistencias bnmicas puras, no dependientes

de voltaje, ni tiempo.

Sobre estas bases se puede construir un modelo eléctrico de mem

brana:
Ro
Y6m 3 m  YGm Cm
AMAA, AN
L] i

Este modelo es una simplificacibén del problema ya que:

- la membrana es en reelidad una estructura continua y no una
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serie discontinua de elementos y

- el potencial de membrana no se representa en este modelo con
" l1a bateria correspondiente. En la teoria de cable, el poten

cial de membrana se ignora.

1

3).CONCEPTOS Y FORMULACIONES BASICAS DE LA TEOkIA DE CABLE

&

alResistencia input
1)

Resistencia input es la resistencia efectiva entre el interior
el exterior del cable. E1 valor de esta resistencia serd igual

en cualquier punto del cable.

Ro Ro
AW A
1/6m g 1lemn1 Cm
S

Gm= gmax AW L
Cm= cmax Ri Ri
Ri= riax
RO= roax

Rm= rm/a x
gm, cm, ri, ro: conductancia, capacidad y resistencia, dentro
y fuera por unidad de longitud de cable.
rm: resistencia de la membrana por unidad de longi
tud.
8i a este sistema se le aplica un pulso de corriente entre el
interior y el exterior, cuando dV/dt sea igual a cero, se puede ig
norar el efecto que tendrié la capacidad de la membrana en la res-—

puesta del sistema.
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Por otra parte, si se supone que la longitud del cable es infi
nita, la respuesta a la aplicacidbén del pulso de corriente seré in

dependiente del lugar donde se aplica digho pulso.

La resistencia efectiva se puede considerar compuesta de dos

partes: una a cada lado del lugar donde se aplica la corriente.

Se llama Rf a 1a resistencia efectiva a cada lado del lugar don
de se aplica la corriente, y la res&stencia input serd igual a 1/2
Rf.

Circuito equivalente al modelo eléctrico de membrana, prescin-

diendo de Cm (dv/dt=0) (HUBBARD, LLINAS, QUASTEL, 1969)

A B Ao B
1 ' »
H N ;
. ' o
N : z RY ! g Rt s
. - )
" ! 1
¥ od v
\
A "’2 Ro ‘,2.50 , B
v '
! 1
Rts Rm 1 Rt
1 ]
' AALIA- AN !
W2Ri V2RI
—_— 172 Ro Rf V2 Ri
| |
RB RY 2z o
e AA AAAA. MMM, 'me“/RB
Rm
RY

Este circuito puede escindirse por el plano A o por el planc B.
A cada lado del plano de escisidn, la resistencia seri igual a
Rf.
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1

Rf =1/2R0+1 2R+ ) 1

Rf=1/2(Ro«Ri} «

Rf=1/2{Ro« Ri ) +

Rf (Rm+RT+Y/2{Ro+Ri)) = 1/2{Ro+Ri ) [Rm+RE«1/2(RosRi )| +RmM(RFf+1/2 R0+ /2R )

VRm e 2 RosRf-VZRi

1

Rf+1/2Ro+«1/2Ri+« Rm
Ren{Rf+1/2Ro+1/2 Ri )

Rm{Rf+1/2Ro+ 1/2 Ri}
Rm+RE+1/2{Ro+Ri}

. 2
=1/2RoRm+ 1/2RiNmM«1/2 RoRE+1/2 RiRE+ 1/ L{Ro+Ri ) »

+ RmRfs /2 RmRo + 1/2 RmRi

2 2
RmRf« Rt +1/2RE{RORiI ) =1/ 2RIM{Ro+Ri+2RmM}+Rm{Ro+Ri)+ 1/4{Ro+Ri )

cuando a X €S muy

y por tanto:

R = Rm(Ro‘Ri)v\lL(ﬂo‘ﬂi)z

2 B, 2
Rt = rmlax (rosri) Ax+Vbi(ro-ri) ax

pequefio 1/4 (ro + ri).2 a x2 = 0

Resistencia input = 1/2 Rf = 1/2 \//rm (ro+ri) ax

AX

Resistencia input = 1/2 vV rm (ro+ri) a2

_ro se desprecia por ser muy pequefia comparativamente
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b)CONSTANTE DE ESPACIO DE LA MEMBRANA

A B
Ro Ro]
vvv‘vv "WV""
1 I
. }
I
1/Gm Cm R VA Yo tm |
l |
l ]
1
A Lo
|Ri Ri

Si en este sistema consideramos dos puntos; uno fuera y otrc
dentro con un potencial de Vo y Vi respectivamente, y ambos a una
distancia x del lugar donde se aplica el pulso de corriente, tene

mos:
Un gradiente de potencial en el exterior a una distancia x:

dVo . .
dx
i = corriente longitudinal
y también un gradiente de potencial en el interior, que viele
dado por:

avi__ _
dx

~T1 o,

Las corrientes internas y externas son iguales pero de direc-

- ¢1bn opuesta.

Por otra parte: (Vi - Vo)
Iz ——
R
de donde: diVi- Vo) . dVi_ dVo

dx dx dx
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AVi-Vo) . _ri i —roi
dx
d(Vi-Vo) =_“i‘m1(Vi-Vol
dx . Rt
1 d{ Vi -Vo) R -{ri + ro)
{Vi- Vo) dx Rt
Integrando:
] ) d(Vi—Vo}dx:_fri‘ro)d,
(Vi-Vo) dx Rt
(n(Vi-Vo) = Ztis 10) y, K’
Rt
i+ rO)x -x{ris ro)

1] f
Vi- Vo = Kexp f = K exp R

Parax=0 — e =1

y por tanto:

Vi- Vo = K = IR = Vm

vm,x = IRj exp N
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A= lambda es la constante de espacio de 1la membrana y viene defi

nida por:

a=RE sVimlrosri) - fim
tisaro  (ris 10) Yrosri

ern
A< 0+ r

Estas formulaciones estan de acuerdo con el hecho de considerar
que el potencial, en un conductor como el que corresponde al mode-
1o eléctrico de membrana, cae exponencialmente desde un comparti-

mento del modelo a otro.

N
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C)CONSTANTE DE TIEMPO DE LA MEMBRANA

Para conocer el curso temporal de la respuesta a la aplicacidn
de un pulso de corriente entre el interior y el exterior del sis-
tema considerado, hay que tener en cuenta la CAPACIDAD de la mem-
brana.

La corriente en cualquier punto es igual a:
ims—

x

Sabemos que:

aven . _i4in .
T =z -(risroli
Diferenciando:
2 .
d"Vm _ i . di
_.é.i.x_- (ri 'O)—dx

Sustituyendo:

d2Vm

dzx

={risr0)im

La corriente -im- por unidad de longitud puede ahora subdividir-

se en sus dos compcnentes:

-~ la corriente idnica= ii

- la corriente capacitativa= ic
Por tanto tenemos que:
tmzics 1i

im=C22 4
vm-Cc“
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Teniendo en cuenta:

dZVm

dzx

s{ri+ ro)im

y sustituyendo im

42
m:(ri,ro)(c _‘1..‘_’.1_‘”)
1 d?vm . ¢ dVm .
{risro0) d2X gt

Esta ecuacién describe el potencial de membrana en funcidn de
X y t, en todas condiciones, incluso en aquellas donde las conduc

tancias idnicas no se comportan linealmente.

.

Sin embargo, si se asume un comportamiento lineal de la conduc
tancia, y una geometria sencilla del sistema, la ecuacidén se sim-

plifica a (HODGKIN, RUSHTON, 1946):

2 g2 dvm
)\ d Vm:‘l.'m + Vm
d2x dt
donde: lambda ) = "m Constante de espacio
fr«ro
y donde T tau= rm.cm Constante de tiempo de la mem

brana

Con la finalidad de esquematizar los conceptos bisicos y mas ha
bitualmente manejados en la terminologia‘ﬂe'las propiedades pasi-
vas de la membrana, exponemos a continuacidn su simbologia, signi-

ficado y unidades de expresidn:



rm:
Rm:

cm:
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resistencia de la membrana por unidad de longitud ( Qcm)
resistencia de la membrana por unidad de area (()cm2)
capacidad de la membrana por unidad de longitud (M F/cm)
capacidad de la membrana por unidad de area (ﬁLF/cmz)
resistividad especifica del citoplasma (Qcm)

constante de-espacio (mm)

constante de tiempo (msec)

La relevancia de las propiedades pasivas de las membranas de

las células excitables viene dada por el hecho de que constituyen

( KATZ,

1966):

una primera aproximaciédn para caracterizar una determinada

preparacién desde el punto de vista bioeléctrico.

la base de la transmisidédn de impulsos desde una zona a otra

de una céilula.
la base de procesos integrativos, alli donde los haya.

la base de la propagacibén de los potenciales locales.

En suma, el conocimiento de las propiedades pasivas de una cé

lula, con&tituye un instrumento necesario a la hora de querer ca

racterizar una preparacidén celular y a la hora de interpretar,

con cierto rigor, las seflales bioeléctricas de la membrana celular.
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Entendemos por transmisién neuromuscular la serie de fendmenos
que acaecen entre la llegada de un potencial de accibén al pie ter
minal de una fibra nerviosa motora y el- inicio de la contraccibn

a nivel de la fibra muscular.

La base morfolbdgica de la transmisidn neuromuscular es la placa
motora. La placa motora se conceptia como una zona de contacto fug
cional entre una célula nerviosa y una célula muscular (KATZ, 1966).
Los citoplasmas de ambas células estin rodeados por membranas celu
lares independientes. Esta zona se caracteriza por funcionar a mo
do de un transductor; en efecto, la transduccidén de energia quimica
en energia eléctrica es la base operativa de las sinapsis quimicas

y, por ende, de 1la unidn neuromuscular.

La secuencia de fendmenos que conforman la transmisibén neuromus
culaf es ampliamente conocida y constituye actualmente una realidad
objetivable aceptada en su conjunto. Puede resumirse de la siguien
te manera (BARRET y MAGLEBY, 1976):

-~ las corrientes asociadas al potencial de accidn de la fibra

nerviosa despolarizan el terminal presin&ptico.

- esta despolarizacidn conlleva un aumento de permeabilidad de

la membrana presinlptica para el calcio.

- el calcio entra dentro del terminal presiniptico a favor de un

gradiente electroquimico.

- mediante un mecanismo todavia desconocidc, el calcio aumenta

la probabilidad de liberacidn del transmisor.

- aproximadamente, 200 vesiculas sinlpticas liberan su contenido

en ACh hacia la hendidura sinéptica.
- La ACh que alcanza la hendidura éinéptica puede:

— alejarse de la placa por difusién
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-~ ser hidrolizada por acetilcolinesterasa en acetato y

colina

- interaccionar con el receptor postsinptico con ulte

rior hidrdélisis y/o difusidn de la misma.

- la interaccidn ACh-receptor, conlleva un cambio conformacio-
nal de los receptores, lo cual, a su vez, pfoduce la apertura
de canales iénicos para el sodio y el potasio y, por ende, un
aumento de permeabilidad y conductancia de la memtrana post-

sindptica para estos iones.

- se produce subsiguientemente una despolarizacidn umbral de 1a
membrana [ stsindptica; lo cual, a su vez, da pasc al poten-
cial de accidn de la célula muscular y a la ulterior contrac-

cidén de la fibra.

Nuestro objetivo inmediato es la descripcibn, somera, de los as
pectos mas relevantes de esta sucesibdn fenomenolégica, haciendo hin

capié en los aspectos mis controvertidos de la misma.
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1)- EL POTENCIAL DE LA PLACA MOTORA

Los pioneros en la descripcién y reconocimientc de la existen-
cia de una variacién del potencial de membrana en la zona de la
placa motora subsiguiente a la estimulacién del nervio motor fue-
ron GOEPFERT y SCHAEFER (1938) y ECCLES Y O'CONNOR (1939). Lla va
riaciﬁn del potencial de membrana descrita como lénta y restringi
da a la zona de placa motora fue denominada POTENCIAL DE PLACA MO
TORA.

Estos estudios electrofisidlbégicos se complementaron con los es
tudios farmacolbgicos iniciados por DALE, FELDBERG y VOGT (1936} y
COWAN (1936). Estos autores establecieron que era la ACh el neuro
transmisor liberado desde los terminales presinépticos, cuando és-
tos eran estimulados adecuadamente y que, la aplicacidn de ACh po-
dia ocasionar una variacibén similar al potencial de placa motora
cuando era aHadida al liquido extracelular de ciertas preparaéio—

nes.

De esta forma quedaban establecidos los postulados bAsicos de 1la

transmisién neuromuscular.

FATT y KATZ (1951), realizan el primer estudio electrofisiolbégi-
co del potencial de placa motora con microelectrodos. Postularon v
que el potencial de placa motora -P.P.M.-, era una despolarizacidn
. restringida a la zona de la unidn neuromuscular y que la ACh, ac-
tuaba aumentando la permeabilidad ibénica de manera inéspecifica a
este nivel, de forma tal, que se cortocircuitaba el potencial de

membrana en esta zona.

Sentadas las premisas bésicas de la transmisidén neuromuscular,
se comenzd el estudio de los cambios de permeabilidad originados

por el neurotransmisor.
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2)~ CARACTERISTICAS GENERALES DEL CAMBIO DE PERMEABILIDAD PRODUCI-
DO POR LA ACETILCOLINA

DEL CASTILLO y KATZ (1954 b ), mediante la realizacidén de experi
mentos de colisibén, demostraron que la ACh tiende-a llevar el poten
cial de membrana hacia un valor de ;15 mV. A este valor de poten-
cial de membrana se le denomind potencial de inversidn para la ACh.
Su determinacibn, tuvo relevancia ya que sefialata experimentalmente
que el aumento de permeabilidad ibnica debido a la ACh no tendia a
llevar el potencial de membrana ni hacia ENa ni hacia EK. Esto 1lle

vbé a concluir:

- que el aumento de conductancia implicaba a mas de un tipo
iénico. x

- que el sodio estaba involucrado en el procesc, ya que el pota
sio y el cloro tienen potenciales de equilibrio mas negativos
que el valor de -15mV. En efecto, el potencial de equilibrio
de estos iones se encuentra muy préximo al potencial de mem-

brana.

El papel del potasio en el cambio de permeabilidad originado por
la ACh fue puesto de manifiesto por DEL CASTILLO y KATZ (1955 b).
Estos autores demostraron, que la aplicacibén electroforética de ACh
a nivel de la placa motora, aumenta la conductancia de la memtrana
. postsindptica cuando el ‘liquido extracelular de la preparacidn con
tiene s6lo una solucidn sulfatada de potasio. Este hechc, sugirid
que el ibén potasio jugaba cierto papel en el cambio idnico mediado

por la ACh.

El andlisis del cambio de permeabilidad originado por la acetil
colina, se completd con los trabajos iniciados por TAKEUCHI vy

TAKEUCHI (1959, 1960) utilizando 1la técnica de fijacién de voltaje
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‘con el objeto de medir la corriente sinéptica en soluciones extra-
celulares de diversa composicibén iénica. De estos trabajos bésica

mente se concluyd:

- el P.P.M. consta de una breve fase activa de corriente entran

te con un potencial de inversién préximo a -15mV

- al es mayor a medida que la membrana se hiperpolariza y la re
lacibdn entre la corriente sinéptica y el potencial de membra-

na es lineal (MAGLEBY y STEVENS, 1972):
alzag(Vm-vr) Vr=z=potencial de inversion

- si el potencial de membrana se fija en un valor menos negati-
vo que el potencial de inversidn, el resultado se traduce en
la generacién de una corriente saliente y una tendencia a la

repolarizacién en el potencial de membrana.

- variaciones de potasio y sodio extracelulares originan varia-
‘ciones en el potencial de inversibn, mientras que las variacio
nes en el cloro extracelular no tienen efecto alguno sobre el
citado potencial; se concluye, por tanto, que los icnes impli
cados en el cambio de permeabilidad son sodio y potasio funda
mentalmente; aunque en determinadas circunstancias se puede pro
ducir un aumento de conductancia, discreto, para-ciertos iones

divalentes, calcioc en especial (TAKEUCHI, 1963 b).

- el aumento de conductancia para el sodic y potasio se produce
de manera simulténea, ya que el trazado de corriente sindptica
-es monofésico para todos los valores de potencial de membrana,

(MAGLEBY y STEVENS, 1972 a).

En suma, si la acetilcolina produce un aumento en las conductan
cias idnicas del sodio y potasio, la corriente sinfptica, Is, viene

dada por:
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Is=agNa(Vm-ENa )+ Aog{Vm-EK]}
donde:
EMa:=RT/F In{(Na)o/(Na)i.

EK =RI/F In(K)o/(K])i

por tanto Vr viene dado por

RT ( (Klo agNa  (Na)o ( agNa
Vre— {ln— + ——- (n [ I
F (K}t  agkK (Na}i ag K

Para cuantificar el aumento de permeabilidad que se produce a
nivel de placa motora como consecuencia de la interaccidén ACh-re-

ceptor, se parte de las siguientes ecuaciones bisicas, (KUFFLER y
NICHOLLS, 1977):

aiNazagNa(Vm-ENa )

AlK =ag K (Vm-EK)

En el potencial de inversién:

Vm = - 15mV
alNa: -alK
Por tanto:
agNa EK-Vm -99 .15
AgK  Vm-ENa -15 - 50

= 129

De aqui se deduce, que la membrana postsiniptica es algo mis per

meable para el sodio que para el potasio durante la génesis de la
corriénte sinéptica.

TAKEUCHI (1963a) estudié la respuesta de la membrana postsinipti

ca a la aplicacién de ACh variando las concentraciones extracelula-
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res de potasio y sodio y encontrd que:

- al aumentar considerablemente la concentracidén de potasio

extracelular agNa/agk cae a 0.66

- agNa /agK permanece constante a pesar de
efectuar grandes variaciones en la concentracidén de sodio

extracelular.

Las implicaciones de estos ltimos resultados ain no han podido
ter explicadas satisfactoriamente. Sin embargo, 1o que si resulta
evidente, es que los canales ibnicos controlados por la ACh son dis
tintos y diferenciables de los canales iénicos de las membranas
electricamente excitables. Es asi, que 1la tetrodotoxina no tiene
efecto alguno sobre la accibn fisiolbégica de la ACh a nivel de la
unié4n neuromuscular (FURUKAWA et al. 1959), (ELMQUIST y FELDMAN
1965 a), (KATZ y MILEDI 1967 ). Tampoco tiene efecto alguno a es
te nivel el tetraetilamonio (RANG, 1975).

Establecidas las especies iénicas involucradas en el cambio de
permeabilidad prcducido por la acetilcolina a nivel de la unidn
neuromuscular, se cuestiond el carécter (nico o dual de los canales
iénicos controlados por el neurotransmisor. Para aclarar este pun-
to, se siguibé en principio un razonamiento an&logo con respecto a
lovqﬁe ocurre en las membranas eléctricamente excitables y se inten
td bloquear por procedimientos farmacolbdgicos los canales de sodio

y potasio a nivel de la placa motora.

En esta linea de trabajo, MAENO (1966), sugiere la existencia de
mecanismos separados en el control de las permeabilidades de sodio
y potasio a nivel de la placa motora. Basa su afirmacién en el efec
te que tiene la procaina sobre el P.M.M.: prolongacién del ¢&urso

temporal del mismo con aparicién de unad meseta en el registro de va

i

riacién de potencial. Para MAENO, este efecto seria debido a una



—60-

accidén especifica del anestésico sobre los canales de sodio. Esto,
a su vez, involucraria cursos temporales diferentes para las dos
corrientes idnicas y consiguientemente una operatividad independien

te de 1lcs canales.

Esta linea de pensamiento no ha encontrado apoyo en la mayoria
de los trabajos posteriores, entre otros, STEINBACH (1968 ) y
KORDAS (1970, 1972 ).

STEINBACH, estudiando la accidén de los anestésicos locales sobre
la placa motora, llegbé a la conclusién de que el efecto observado
por MAENO, era debido fundamentalmente a la accibén de estas drogas
sobre el curso temporal de inactivacidn de los canales ibnicos, y
propuso que el factor bésico involucrado en el fendmeno observado
era el valor de potencial de membrana: para valores de potencial
de membrana préximos a EX, la procaina- prolonga el P.P.M. debido a
que para este valor de potencial la '"unibén de la droga al caﬁal ac
tivado" se ve favorecida. En efecto, estudios posteriores demostra
ron que cuando se fija el potencial de membrana a valores prdximos
del potencial de equilibrio para el potasio, se observa un efecto
similar al producido por la procaina a(in en ausencia de la droga,

(GAGE y ARMSTRONG (1968). .

KORDAS (1970, 1972 ) y MAGLEBY y STEVENS (1972 a), han confir-
mado los hallazgos de STEINBACH, GAGE y ARMSTRONG, ya que, emplean
' do la técnica de fijacidn de voltaje no encontraron para ningin va
lor de potencial de membrana, una corriente sinaptica difésica. Es
tos autores concluyeron, que el efecto del potencial de membrana
sobre el curso temporal de la respuesta siniptica, no era debido a
cursos temporales diferentes de 10s componentes ibénicos de la mis-

ma, sino a otra causa; verbigracia:

- a un efecto del potencial de membrana sobre la velocidad de
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" difusién de 1a ACh.

- a un efecto del potencial de membrana sobre la estabilidad del

complejo ACh-receptor.

- a un efecto del potencial de membrana sobre el curso temporal

‘de 1a inactivacibn de los canales ibnicos.

Trabajos posteriores de MAGLEBY y STEVENS (1972 b) favorecen 1la

Gltima hipdtesis,

MAENO, EDWARDS y HASHISUMURA (1971) insistén, sin embargo, en el
carlcter dual e independiente de los canales ibnicos sinépticos. Es
tos autores han obtenido registros bif&sicos de corriente sinéptica
para valores de potencial préximos al potencial de inversién. Por
otra parte, en esta misma linea de pensamiento, MALLART y TRAUTMANN
(1973) demostraron que el potencial de inversidén para la ACh en 1la
placa motora de la rana, es extremadamente sensible a las variacio-
nes del pH del medio extracelular, pasando del valor de -15mV a pH7
al valor de -45mV para un pH de B8.5. Concomitantemente, en estas
condiciones, se observd que la razdn %g%é variaba de 1.29 a 0.60
con el cambio de pH. MALLART y TRAUTMANN, interpretaban e;tcs ha-
llazgos postulando que los canales ibnicos para el sodio y potasio
estarian regqulados por grupos ionizables independientes y con dife-

rentes pKk.

Sin embargo, en el sentir de RANG (1S75), no es necesario invo-
car una dualidad e independencia de los canales ibnicos para expli
car los efectos observados con relacidén a la variacibén de pH del
médio extracelular, ya que seria perfectamente factible que un ca-
nal Unico cambie sus permeabilidades relativas para el sodio y el

potasio como resultado de un cambio en 1a ionizacién.

En la actualidad, la mayoria de los autores tienden a aceptar
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la existencia de un canal ibnico (nico a nivel de la placa motora,
ya que en contraste con lo que ocurre en las membranas eléctrica-
mente excitables, no hay, hasta la fecha, evidencia experimental
rotunda a favor de la dualidad e independencia de los canales ibni

cos sinépticos.
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3)- MODELO ELECTRICO DE MEMBRANA Y TRANSMISION SINAPTICA

.

('Lé acetilcolina liberada desde los terminales presinépticos tie
‘ne el efecto de cortocircuifar eléctricamente la membrana a nivel
de 1a unién neuromuscular. En efecto, la resistencia input de la
membrana de la fibra muscular del sartorio de la rana, se reduce
desde el valor de 200.000 ohmios, a 20.000 ohmios aproximadamepte,

bajo la accidn de 1la ACh.

Se puede esbozar un circuito eléctrico equivalente de la membra

na postsinéptica de una sinapsis quimica, (FATT y KATZ 1951):

LEC
Vg VG G: conductancia de l1a membrana
1 o s
e c TCm de superficie
J g: conductancia de la membrana
. postsinaptica
LicC

E1 potencial de reposo se representa como una bateria"E'"en serie
con 1/G. Los receptores sinfpticos se representan por un interrup-
tor"J"en serie con la resistencia de los canales sinépticos. En au
sencia del transmisor quimico,"J"se encuentra abierto; por tanto,
el potencial que se registra en estas condiciones a través de la mem

brana es igual a "E".

La llegada del transmisor, produce el cierre de "J" y se abren
los canales idnicos para el sodio y potasio a nivel de la membrana
postsinéptica; el potencial de membrana, es entonces cortocircuita
do por 1/g. Lla apertura de estos canales crea la condicidn necesa-
ria para la variacibén de potencial en el sentido de una despolariza

cién y ulterior excitacién de la célula postsinéptica.
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La ACh, por tanto, crea una via adicional para el flujo de co-
rriente, 1o que en Gltima instancia resulta en una variacién de po

tencial.

El curso temporal de la variacién de potencial viene dado por

GINSBORG y JENKINSON (1976):

{ AVt 29 vo - expl-t/@)
9-+6
donde:
Vo=-e-E
@ =Cm/lg«G)
t ztiempo desde el cierre de J
- => cuando t » @ la despolarizacidén llega a un valor estable:

av--8_ .vo
9+

Si la accidn de la ACh finaliza abruptamente (apertura de "J"),
la despolarizacidn declina desde su valor inicial ( aV )o con un

curso temporal que viene dado por:

{av)t = (aVoe exp(-"¢,

t: tiempo desde la apertura del interruptor
¥: C/G

Estas ecuaciones exponenciales representan una simplificacién

_ necesaria. En efecto, los cambios de potencial debidos a la accidn
de la ACh tienen un curso temporal mads complejo que l1los descritos
por estas ecuaciones (FATT y KATZ, 195%). A pesar de ello, su uti
lidad préctica es. innegable y por ello son ampliamente aceptadas
por los neurofisiblogos. Sin embargo, en este sentido queremos des
tacar QUe la despolarizacibdn de l1a membrana postsiniptica debida a

la accidn del neurotransmisor esti relacionada con la conductancia:
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aVv

Vo = g = —————Go

Go Vo - av

GO: conductancia input de la fibra
Esta ecuacibdn es en realidad idéntica a:

av = Vo —

9:6

y ambas implican que la despolarizacidn aV no aumenta linealmente

con el cambio de conductancia excepto cuando g « Go

Este hecho tiene importancia cuando se quiere utilizar la ampli
tud del P.P.M. como medida de la liberacidn del transmisor (MARTIN

"1955).

“ Una limitacién importante del modelo eléctrico descrito, es que
excluye la existencia del sistema tubular sarcoplasmitico. Este
sistéma, contribuye sustancialmente a determinar las caracteristi-
cas eléctricas de la fibra muscular, muy en especial, en 1o que
respecta a los altos valores de capacidad,- 6-8 microfaradios/cm2
de la membrana de la fibra muscular. Por tanto, teniendo presente
este hecho un modelo eléctrico mAs aproximado a la realidad seria

(GINSBORG y JENKINSON 1976):
LEC
]

flg{ 1/Gm{ l 1/Ge
C Cm

eTrJ I | T

!
Lic

Ge: conductancia del sistema tubular
Ce: capacidad del sistema tubular
Gm y Cm: conductancia y capacidad de la membrana de superficie

g: conductancia de 1la membrana postsinéptica
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4)- ASPECTOS PRESINAPTICOS DE LA TRANSMISION NEUROMUSCULAR

La placa motora se caracteriza funcionalmente, no sblo por su
capacidad para responder a la estimulacidén del nervio motor, sino
también por presentar descargas eléctricas espontineas que son de

nominadas POTENCIALES MINIATURA (M.E.P.P. (FATT y KATZ, 1952).

Los M.E.P.P.s son variaciones del potencial de membrana restrin
.gidas a la zona de la unién neuromuscular; su amplitud aumenta con
la aplicacidén de anticolinesterasas y disminuye en presencia de tu
bocurarina. En efecto, es un hecho acéptado que los M.E.P.P.s son
debidos a2 la liberacién de paquet s multimoleculares, -—cuantos-—,
de ACh. No se ha determinado con exactitud el nimero de moléculas
que componen un cuanto: un-limite superior seria el de 105, por
analogia con la variacibén de potencial obtenida por aplicacidn elec
troforética de ACh y que mis se asemeja al M.E.P.P.. E1l limite in
ferior vendria representado por la cifra de 103, cifra obtenida por
estudio de las despolarizaciones elementales debidas a la accidn
ejercida por moléculas de acetilcolina a nivel de la placa motora

. (KATZ y MILEDI, 1972).

Las caracteristicas principales de las descargas esponténeas o
M.E.P.P.s en la placa motora de la rana fueron descritas por FATT
y KATZ (1952). Desde entonces, se han manejado fundamentalmente .

dos parémetros en su caracterizacidn:

— amplitud de los M.E.P.P.s; funcidn de factores postsinépti-

CcoSs.

-~ frecuencia de M.E.P.P.s; en relacién con factores presinép-

ticos.

Amplitud de los M.E.P.F.s

La amplitud media es funcidn de la resistencia input de la fi-
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bra muscular. Presenta valores de 0.1~0.5 mV con una desviacidn

standard de 0.25.

Frecuencia de los M.E.P.P.s

Presentan una frecuencia media de 1-10 Hz
La frecuencia aumenta con:
- la despolarizacidén de la terminal nerviosa motora
"~ el aumento de presibén osmbtica
- el aumento de temperatura
ciertas drogas como las diamidas (WERMAN et al 1971) y el
orto-iodosobenzoato (SOBRINO y DEL CASTILLO, 1972).

}

La frecuencia de descarga de M.E.P.P.s no se ve afectada por la
cqnqentracién extracelular de calcio, en contraste con lo que ocu-

rre con las respuestas evocadas por estimulacidn del nervio motor.

FATT y KATZ, sugieren que el contenido de ACh de los cuanto per
manece inalterable. Mé&s afin, postulan que no sbélo es cuantal la
descarga esponténea, sino también, la liberacidén de ACh inducida
por estimulacién del terminal motor; ia transmisidn neuromuscular
fisiolbgica seria cuantal y el nimero de cuantos liberados por im
pulso nervioso seria de 300 (GINSBORG y JENKINSON 1976). Las va-
riaciones en la cantidad de transmisor liberado se harian a expen

sas de variaciones en el nimero de cuantos.

-Les postulados de FATT y KATZ sobre el contenido cuantal de la
respuesta evocada y de las descargas esponténeas y, el anilisis
cuantal subsiguiente han sido ampliamente aceptados y en general,
constituyen una realidad otjetivable. Existe, sin embargo, un as
pecto que debe ser puesto de manifiesto en lo que respecta a las
diferencias existentes entre las descargas esponténeas y las res-
pﬁeétés evocadas por estimulacién nerviosa: (GINSBORG y JENKINSON,

1976)
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- la liberacidn evocada de ACh es facilmente abolible por au
mento de magnesio extracelular. En estas condiciones,los

M.E.P.P.s persisten.

- el aumento de presibdn osmbética no tiene apenas efecto sobre

las respuestas evocadas.

- la entrada de calcio dentro del terminal nervioso no parece

ser una condicidn necesaria para la presencia de M.E.P.P.s.

Una hipdtesis atractiva para explicar la naturaleza cuantal ﬁe
la liberacién del transmisor, fue elaborada por DEL CASTILLO y KATZ
{1956), en el sentido de establecer una relacibén morfolbgica-funcio
nal entre las vesiculas sinépticas y 1la liberacién cuantal. Segin
esta hipbtesis, los M.E.P.P.s serian el resultado de colisiones oca
sionales entre la vesicula sinéptica y la membrana del terminal pre
siniptico que conllevarian la liberacidén de ACh a la hendidura si-

naptica.

Desde un punto de vﬁsta cuantitativo, la hipdtesis es plausible
ya que, aunque no hay determinadas cifras exactas, un valor aproxi
mado de 10% moléculas de acetilcolina por vesicula y por "cuanto"
(KUFFLER y YOSHIKAMI, 1975) podrian ser responsables de las descar
gas espontaneas. Estas aproximaciones cuantitativas caen dentro

de lo razonable y Pisiolégico_(GINSBORG y JENKINSON, 1976).

Desde un punto de vista estadistico, los histogramas de amplitud
de las despolarizaciones esponténeas pueden ser descritos por una
curva de Gauss (nica, y, consecuentemente, fueron consideradas co-
mo debidas a la liberacidn de la cantidad mas pequefia posible, mi-
nima, de transmisor. La unidad era representada por 'el cuanto" y
ta liberacibdn evocada ocurriria en forma de miiltiplos de estos

"cuantos" (DEL CASTILLO y KATZ 1954b, FATT y KATZ 1950, 1952).
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5) - LIBERACION SUBCUANTAL DEL TRANSMISOR

La naturaleza exacta del '"cuanto" alin es incierta. En efecto,
1los ané}i§is basados en la hipdtesis cuantal usando métodos esta-
disticos (DEL CASTILLO y KATZ, 1954 b) no proveen evidencia ni a
favor ni en.contra de la hipbdtesis cuantal, ya que 1os mismos re-
sultados se pueden obtener Suponiendo la liberacién del neurotrans

misor desde una fuente citoplasmética no vesicular. .

KRIEBEL, LLADOS y MATTESON (1976), encuentran que los histogra
mas ge amplitud de los potenciales miniatura, muestran un nimero
de’picos en la zona izquierda de la curva de Gauss correspondiente,
que clasifican como potenciales subminiaturas. Estos potenciales
subminiaturas, corresponderian a subunidades que conformarian "los

cuanto”.

WERNING y STIRNER (1977), sugieren un mecanismo sincronizador
de subunidades. Proponen, mediante aplicacién de métodos estadis
ticos, que cada "cuanto" estaria formado por 2 a 15 subunidades y
que €l "cuanto" seria originado, en Gltima instancia, por la libe
racién simulténea de cantidades variables de transmisor a nivel de

lugares determinados llamados 'zonas activas". ) ——

Se postula que la zona activa seria la unidad funcional de li-
beracidén del transmisor. WERNING y STIRNER, proponen que la acti
vacidén de la zona activa produce la descarga simulténea de vesicu

las alineadas a su nivel: esto originaria un "cuanto".
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6)- LIBERACION NO CUANTAL DEL TRANSMISOR

POTTER (1970) y KATZ y MILEDI (1977.), sostienen que existe ace-
tilcolina en solucién dentro del terminal presindptico y que sblo
parte de 1la liberacidn esponténea del neurotransmisor seria cuan-

tal.

KATZ y MILEDI demuestran, experimentalmente, su hipbtesis me-
diante aplicacibén de técnicas electrofisiolbgicas. En efecto, es
tos autores comprueban que la aplicacién iontoforética de una do-
sis masiva de tubocurarina, provoca una hiperpolarizacién pequefia
y localizada de 40 microvoltios de amplitud media. Esta respuesta
H en realidad estaria poniendo de manifiesto una despolarizacidn
de fondo, continuada, producida por el "goteo" no cuantal de ACh

desde el citoplasma del terminal nervioso.

Para KATZ y MILEDI, 1la placa motofé es ﬁn detector muy sensible
para la ACh liberada instanté&neamente desde una fuente puntual si-
tuada a nivel presiniptica; pero, es un detector muy poco eficien-
te si la misma cantidad de acetilcolina se distribuye espacialmen-
te sobre toda la arborizacién terminal y temporalmente, por un pe-
riodo de tiempo que sobrepase con mucho la duracidn de la corrien—

te de 1los M.E.P.P.s. N

En la actualidad, 1la liberacidn, parcial, de acetilcolina en
" forma nc cuantal es un hecho aceptado y objetivable. A pesar de

ello, la mayoria de los autores concuerdan en que este tipo de 1i
1

beracidén no produce cambios facilmente detectables en el potencial

cn

de membrana, ni por su amplitud, ni por cu curso temporal (GINSBORG

y JENKINSON, 1976).
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D)-DROGAS
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1)- CONCEPTO DE DROGA

Bajo el concepto de droga se agrupa un amplio v variado conjun-
to de moléculas con caracteristicas tan heterogéneas que no es po-
sible aunarlas bajo determinada estructura o propiedad fisico-qui-
mica. Ni siquiera podemos utilizar un criterio comi(in para todas
ellas en lo que respecta a la accidén que ejercen sobre los siste-

mas bioldgicos (DEL CASTILLO, 1971).

Ante la imposibilidad de definicidén exacta de droga, debemos
conformarnos con explicar para qué utilizamos una droga, de qué
nos sirve una droga. Desde esta perspectiva, podemos afirmar que
drogas son aquellas moléculas que nos permiten estudiar y, even-
tualmente, averiguar algo nuevo sobre las funciones y propiedades
de las células, tejidos u organismos vivientes. Es ésta por tanto,

una concepcibdn "instrumental”" del vocablo "droga".

Desde un punto de vista mis amplio, en medicina, una droga es
cualquier sustancia que puede ser empleada como medio diagndstico,

preventivo o terapelitico.

La accidn farmacoldgica de una droga viene definida por el he-
cho de que la adicidn, ingestidn o inyeccidn de 1la misma en un sis
tema viviente va seguida, por lo general, de un cambio cuantitativo
en algunas de las funciones o pardmetros fisioldgicos del sistema;
. cuando estos parametros aumentan se dice que la droga es un agente
estimulador, si disminuyen hablamos de un agente inhibidor, depre-

sor o bloqueador.
La accidén farmacoldgica de una droga puede ser:
- medida

- cuantificada
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- puesta en relacidn con la dosis; esto se deno

mina relacidn dosis respuesta.

La relacibén dosis respuesta, expresada en una gréfica o como
simples valores numéricos, forma, junto con las grificas o nimeros
que expresan la dosis téxica de la misma sustancia, la base del em

pleo empirico de una droga en terapefitica.

Ahora bien, para comprender en toda su extensidén por qué la dro
ga act@a, no basta con la enumeracién y medida de sus acciones far
macolbgicas, sino que ademis hay que explicar y describir el meca-
nismo de su accidn farmacoldbgica. Ello implica describir sucesiva
mente la célula, el bérganc o sistema orglnico sobre el que la dro-
ga actla y, ulteriormente, los constituyentes o sustratos celula-
res por los que la droga presenta afinidad particular. En altima
instancia hay que intentar explicar por qué la interaccién droga-
sustrato se traduce en un cambio cuantitativo de algin parametro

de 1a fisiolégia celular.

En realidad, hay tantos mecanismos de accidn farmacoldgica co-
mo drogas, pero es posible clasificarlos genéricamente en determi

nados grupos (DEL CASTILLO, 1971):

~ de acuerdo con la definicién "médica" de droga, tenemos
un primer grupo que incluye aquellas que actlan reempla-
zando o sustituyendo a moléculas que normalmente se en-

cuentran presentes en la economia corporal. Ej. vitaminas

- un segundo grupo estaria constituido por aquellas drogas
que en lugar de reemplazar componentes orgénicos, los sus
tituyen por moléculas semejantes pero no adecuadas por en
tero para cumplir su misidén fisioldgica. Se trata en es-
te caso de una suplantacidén quimica. Ej. accidn de sulfa

midas.
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un tercer grupo 1o forman aquellas drogas que se combinan
directamente con diversos iones en la intimidad de los te
jidos, pero por fuera de 1la propia célula. El1 resultado

es la neutralizacibdn. Ej. los alcalinos.

hay otro grupo de drogas que actha disolviéndose en cier-
tas fases celulares pero sin combinarse quimicamente con
ellas; de forma que su mera presencia modifica las pro-
piedades fisico-quimicas de 1os mecanismos moleculares in
cluidos en tales estructuras. Ej. los anestésicos genera

les.

por Giltimo existe un grupo de drogas cuyas moléculas pare
cen combinarse de forma especifica; es decir, de una mane
ra altamente selectiva desde un punto de vista quimico,
con ciertas areas o "sitios"de la célula. Estas Alreas
juegan un papel relevante en la fisiologia celular y co-

rresponden & los llamados RECEPTORES.

Las drogas que se combinan con los receptores sinépticos 1lo ha

cen en concentraciones muy pequeflas. Esto se debe a la gran afini

dad quimica de la droga por los receptores y a una gran actividad

intrinseca de la propia drcga. Actividad intrinseca de una droga

es su posibilidad de inducir la actividad del receptor como consee

cuencia de su interaccidn gquimica con &1 (DEL CASTILLO, SOBRINO,

1973).

Los criterios fundamentales para poder afirmar que una droga ac

tia combinindose de forma selectiva con un receptor celular segin

DEL CASTILLO (1971) son:

- su gran potencia: la droga actiia en dosis minimas.

- la alta especificidad estructural que poseen 1ias drogas:

existe una correlacidn estrecha entre la configuracibdn mole-



cular de la droga y su actividad farmacolébgica.

- la estereoespecificidad: a veces sblo uno de 1lcs posibles

isbémeros de la droga es farmacolbégicamente activo.

- la existencia de antogonistas frente a drogas que poseen

las caracteristicas anteriores.

La gran potencia de las drogas y su alta especificidad estruc-
tural sugiere la existencia de una zona especifica a nivel celular,
a cuyo nivel la droga actuaria combin&ndose de alguna forma. Esta
zona especifica debe poseer una estructura quimica que de alguna
form; complementa la configgracibn de'la droga. Es precisamente

esta zona especifica la que se denomina RECEPTOR o QUIMIOREECEPTOR.

Resulta difiéil separar la evoluciéd.histérica del concepto de
droéa de la evolucidn histdrica del concepto de receptor. Subyace
a esta dificultad el hecho de due los esfuerzos encaminados a obte
ner datos sobre los mecanismos de accibén de las drogas, no pueden
ser separados tajantemente del estudio de la naturaleza quimica de
los receptores y 1os mecanismos moleculares, merced a los cuales,
las drogas se combinan con los receptores resultando éstos activa-

dos o inhibidos por las mismas.

Sentada esta premisa, es nuestro propdsito comenzar por descri-
bir 1os mecanismos de accibén de las drogas, sin olvidar, la lbgica

¥ natural imbricacidn de este tema con el concepto de receptor.

Teniendo lo anterior presente, es de destacar que 1los introduc-~
tores del concepto de receptor en biologia fueron EHRLICH (1910) y
LANGLEY (1905, 1907). CLARK (1933), tomdé las ideas de EHRLICH y
LANGLEY para transformar la farmacologia en una disciplina cuanti-

tativa.

En efecto, CLARK desarrollé la teoria de la ocupacibn que exami

i’

t
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naremos con mas detalle en otro apartado; b&stenos por ahora indi
car que CLARK estudib las relaciones cuantitativas entreé la dosis
de 1a droga y el efecto bioldgico obtenido; y que su teoria de 1la
ocupacidn, bisicamente postula que el efecto de una droga sabre
un sistema bioldgico, es directamente proporcional a la fraccidn
de receptores ocupados por la droga en un momento dado. Desde un
punto de vista dinémico, su hipbétesis bisica es que las drogas se
combinan con los receptores a una velocidad proporcional a la con
centracidn de la droga y al namero de receptores-fraccibén de re-

ceptores-, disponibles, -no ocupados-, para la accién de la droga.

Nos ocuparemos a continuacidén de analizar someramente las dife
rentes teorias sobre 1os mecanismos de accibén de las drogas que
han ocupado el pensamiento farmacolégico y fisiolégico desde los

tiempos de CLARK hasta los momentos actuales.
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2)~ TEORIAS SOBRE LA ACCION DE LAS DROGAS

Las diversas teorias sobre el modo de accién de las drogas han
surgido del intento de aclarar de una manera 1l6gica y consecuente
el mecanismo b4sico de interaccidn droga-receptor. Fundamentalmen
te se ha perseguido la obtencibén de un modelo tedrico que se ajus-
te a las observaciones experimentales en el sentido de que expli-
que cbébmo 1la interaccidédn droga-receptor conlleva un cambio cuantita
tivo en algunas de las funciones o pardmetros fisiolébégicos de los

diversos sistemas estudiados.

a)~ Teoria de la ocupacidn

Ha surgido de estudios farmacolbégicos cuantitativos llevados a

cabo con drogas y receptores.

El primer y mis simple modelo de interaccibdn droga-receptor fue
elaborado por CLARK (1933). Este auter postuld que los receptores
para una determinada droga son idénticos entre si y que no inter-~
accionan entre si. Quiere esto decir, que la ocupacidn de un de-
terminado receptor no influye en la posible combinacibén o interac
_cién de las moléculas de las drogas con otros receptores. Estos
postulados conducen a la curva de saturacibén de Langmuir (RANG,
1975):

Pa= —X&
Xa+Ka
o bien: Pa= Ca
Ca+1
Xa . : :
donde: Ca= Xa relaciona la ocupancia fraccional del recep

tor en el equilibrio: Pa, con la concentracidén de la droga: Xa, y
la constante de equilibrio: Ka.
Ca, es la concentracidén normalizada de A.
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Para comprobar la validez de esta ecuacidn en las interacciones
droga-receptor, se intentd ver si las curvas droga-efecto observa-
do se ajustaban a la ecuacidn de Langmuir. Para ello, se asumid
que el efecto E era directamente proporcional a Pa. Esto se veri-
ficd ocasionalmente en alguna preparacibén, pero mAs frecuentemente
no se obtuvo un ajuste entre el terreno experimental y la ecuacibén

de Langmuir. .

-

En todo caso, actualmente se acepta que no se puede estudiar la
interaccién droga-receptor cuantificando la respuesta biolbdgica y
que no es plausible asumir una proporcionalidad entre el nimero de
receptores ocupados y el efecto bioldgico (STEPHENSON 1956),(RANG
1971).

Por otra parte, si se estudia la relacidn concentracibdn de dro-
ga y efecto bioldgico en determinados tipos de respuestas fisiold-
gicas, es méAs factible asumir una relacidn simple entre la inter-
accidn droga-receptor y el cambio originado en el parametro que se
estudia. En esta linea se estudiaron efectos biolbgicos del tipo
de despolarizaciones, cambios de conductancia... (TAKEUCHI,
TAKEUCHI 1969); {(CHANGEUX, PODLESKI 1968); (KASAI, CHANGEUX 1371 )}
JENKINSON, TERRAR 1973). A pesar de ello, en estas condiciones no
se obtiene un ajuste con la ecuacién de Langmuir. La desviacidn
que mis frecuentemente se obtiene de ella es que la curva concentra

cibn-efecto es sigmoide.

Antes de proseguir con la descripcién de otros modelos de accidn
de las drogas, es conveniente introducir y aclarar el significado
del término EFICACIA.

b)- Eficacia

Uno de los mayores problemas con que se enfrentan el farmacélg

go y el fisiblogo es la comprensidn cabal del proceso de activacidn
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de un receptor por una molécula de agonista; el proceso que subya
ce al cambio cﬁaliiativo y cuantitativo del parametro del sistema
estudiado. Un ejemplo relativamente sencillo estaria representa-
do por la disminucibén de resistencia eléctrica y aumento de conduc
tancia iénica que tiene lugar a nivel de la placa motora durante

la interaccibn acetilcolina-receptor.

Por otra parte; desde hace algin tiempo se sabe que las diferen
tes drogas difieren entre si en cuanto a capacidad para activar
los receptores. M&s a(n, sabemos que la capacidad de activar un
receptor es una propiedad distinta y diferenciable de la propiedad
de afinidad que poseen ciertas drogas por los receptores (STEPHEN-
SON, 1956). Tal es asi, que hay muchos ejemplos de series de dro-
gas relacionadas que muestran una gradacién en su actividad bioléd-
gica. Desde este punto de vista se pueden clasificar las drogas

(STEPHENSON, 1956):

-~ agonistas completos: capaces de inducir una respuesta ma-

xima del sistema estudiado.

~ agonistas parciales: son capaces de producir una activa-
cién de los recepteres pero su efecto méximo cae por deba
jo de la respuesta maxima posible del sistema que se estu
dia.

- antagonistas: drogas que ocupan los receptores pero no pro

ducen activacién.

Para aclarar este problema, STEPHENSON (1956), introdujo el con
cepto. de EFICACIA; entendiendo por tal la capacidad que tiene una

droga para inducir la activacibédn del receptor.

STEPHENSON (1956), argumentdé que el estimulo "S" que se hace in

cidir sobre determinado sistema biolégico es directamente proporcio

R}

v
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nal a la ocupancia producida por la droga:
Sa = e,5. Pa

donde: e_. es 1a eficacia de la droga A

a
Pa: ocupancia producida por una droga

La relacién entre el estimulo y la respuesta E del sistema es
indeterminada, pero se asume que viene caracterizada por las pro-

piedades fisiolbgicas del tejido:
Ea = £ (Sa)

Con la finalidad de cuantificar, S se hace igual a 1, para una
respuesta que corresponde al 50% de la respuesta maxima del siste

ma.

En general, esta formulacidn tebdrica bisica muestra una buena

concordancia con 1o0s resultados experimentales (STEPHENSON, 1956).

Estos hechos, hacen surgir de inmediato el problema de cdémo se
puede conceptuaf la eficacia en términos moleculares; gpor qué la
ocupacién de un determinado nﬁmeréﬂde receptores, por una determji
nada droga trae consigo una respuesta méxima o casi maxima del sig
‘téma bioldégico estudiado; mientras que, el mismo gradoc de ocupan-
cia obtenido con la aplicacién de_otra droga produce pequefias res
puestas muy por debajo del mAximo o en ocasiones no se produce res

puesta?.

En la teoria de 1la ocupacidén se encuentra implicita la idea de
que cuando el receptor es ocupado, éste sufre algin tipo de cambio
conformacional que -en Gltima instancia- es el que media la posibi
lidad de obtener una respuesta. También segin la teoria de la ocu
pacién, en cuanto se disocia la molécula de droga, el receptor vuel
ve a su conformacidn inactiva. En definitiva, segln esta teoria,

para que las moléculas de drogas tengan eficacias diferentes, seria



-81-

necesario que se produjesen mQltiples cambios conformacionales y

de diversa naturaleza (RANG, 1975). -

c)- Modelo de dos estados

Una alternativa al punto de vista que concibe la eficacia sobre
la base de cambios conformacionales que difieren en su naturaleza,
consiste en suponer que el estado activo del receptor es idéntico

para todas las drogas. .
En este caso, la diferencia entre agonistas de baja y alta efi
cacia estribaria en la fraccibébn-nlmero de receptores ocupados que
adoptarian el estado de conformacién activa. Esto presupone un
equilibrio entre la conformacidén activa e inactiva del receptor,
siendo ademés, ambas conformaciones compatibles con la ocupacién
del receptor. De esta forma, el estado de ocupacién no correspon-
de indefectiblemente con el estado de activacién y, no se puede ha

blar de una teoria de la ocupacibdn (RANG, 1975).

A esta alternativa se le conoce como MODELO DE DOS ESTADOS por

que- censidera que sdlo existen dos estados en el receptor:

- estado activo

- estado inactivo

Por otra pérte, este modelo postula que la ocupacibn de los re-
ceptores por las moléculas de drogas conlleva un desplazamiento del
. equilibrio conformacional entre los dos estadcs, y no por una crea
ci@n de diferentes estados conformacionales en el receptor, segiin

la droga que se aplique, como postula la teoria de la ocupaciébn.

Un tipo de modelo de dos estados que se ha propuesto como una
alternativa a la teoria de la ocupacibdn es anidlogo al mecanismo alos
térico sugerido por MONOD, WYMAN y CHANGEUX {(1965). Este modelo es

conocido por las siglas MWC y, en principio, fue concebido para ex-



plicar

~82—

ciertas propiedades de los enzimas alostéricos. Ciertos

aspectos de este modelo pueden aplicarse al problema que ahora

nos ocupa.

En esencia el modelo MWC postula que:

las proteinas alostéricas constan de .oligbmeros de subuni-

dades idénticas. -

la conformacién de cada subunidad se encuentra forzada por
su asociacién con otras subunidades, de forma que todas
las subunidades, en un momento dado, adoptan la misma con-

formacién.

el nimero de conformaciones posibles para el oligbmero es

pequefo: dos en el caso mis sencillo.

asociado al cambio conformacional de la subunidad se encuen
tra un cambio en la afinidad para pequefias moléculas en uno

o dos lugares de "enlace' en la subunidad.

Haciendo extensible este modelo al comportamiento de los recep-

tores,

se observan dos rasgos caracteristicos que lo distinguen de

la teoria de la ocupacibébn (RANG, 1975):

las conformaciones que corresponden a los estados activo e
inactivo del receptor, se encuentran predeterminados y no
varian en funcidn del tipo de droga que interaccionan con
1. Lla eficacia de una droga en particular dependeré sola
mente de su afinidad relativa por estos dos estados confor

macionales.

la interaccidn de las subunidades, por medio de la cual es
tan todas forzadas a adoptar la misma configuracién, capa-
cita al sistema para funcionar con COOPERATIVIDAD: existe

una relacibén sigmoide y no hiperbdlica entre la fraccidn de

X
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receptores activados y 1a concentracién de la droga. En
contraste, en la teoria de la ocupacibn, el estimulo (direc
tamente proporcional a la ocupancia) es una funcibén hiperbd

lica de la concentracibn.

Pasemos ahora a considerar el modelo de dos estados més senci-
1lo que podria ser aplicado a los receptores. En este modelo los
.
receptores se conceptiian como mondémeros de dos estados y no presen

tan interacciones entre ellos (RANG, 1%75), (COLQUHOUN, 1975):

A+R¢————E§E—————>AR

L ! x!

.
A+T —y AT

T: estado inactivo
R: estado activo
Las constantes de equilibrio KAR y KAT, son diferentes para las dos

conformaciones.

En ausencia de droga la distribucién de R y T depende de la cons

tante de isomerizacién L.

La constante de equilibriogde la transicidén ARe——— AT, es igual

a: LM
KAR

siendo M = KAT

M representa la selectividad de la droga por uno u otro estado

conformacional:

M serd menor que 1: agonista completo
M serd = 1: la droga no discrimina entre los dos estados confor

macionales y se mantiene el equilibrio Re—T
M seri mayor que 1: antagonistas

En este modelo de dcs eStados, la funcidn de estado es la rela-

cién existente entre el nimero de receptores en conformacidén R, ac
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tiva, y la concentracibén de la droga. La funcibén de estado viene

dada por:

Ca + 1
Pr =

Ca«te L{MCa-T)

siendo:
Pr: receptores en conformacibén activa

Ca: Xa/KAT *

Por otra parte, la funcidn de ocupacidén (ocupancia) que es la
relacidn entre los receptores ocupados (Pa) con la concentracidn

de la droga viene dada por:

Ca(lM+1)
Pa =

Cas+1+L(MCa+1)
La principal diferencia entre la funcibdn de estado y la ecua-
cibén de Langmuir es que en la primera -Pr- no es cero en ausencia

+ de droga.

Elnaspecto mis importante del modelo de dos estados, es que con

fiere un significado fisico al término de eficacia.

d)~ Cooperatividad

E1 modelo descrito anteriormente muestra una relacidén hiperbd-
lica entre la funcidn de estado (nfimero de receptores en conforma

cién R) y concentracidn de la droga.

Sin embargo, aparte de funciones tan conocidas como la relacidn
hemoglobina-sustrato que muestra una relacibdn sigmoidea, hay cier-
ta evidencia de que el aumento de conduciancia a nivel de placa mo
tora (que se asume como directamente pfoﬁorcional a la funcibdn de
estado), y la concentracién de la droga, muestran una relacidén sig

moide, cooperativa (KATZ, THESLEFF, 1957 ); (COLQUHOUN, 1973).
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La cooperatividad, supone que el efecto observado y cuantifica
do muestra una relacién con la concentracidén de droga que se ex-—

presa como una funcién sigmoide.

Interpretracién tebdrica de la cooperatividad.- El1 primer modelo

tedrico que incliu-

ye una funcién de cooperatividad fue propuesto por KARLIN (1967).

El postulado de KARLIN, sostiene que los receptores estin agru
pados en oligdmeros, dentro de los cuales todas las subunidades se
ven forzadas a tener la misma configuracién. Ccada conformacidn
tiene una afinidad distinta para las moléculas de drogas y es, en
definitiva, el acoplamiento entre ellas lo que posibilita la coope

ratividad.

E1l comportamiento en equilibrio de este sistema viene definido

por dos ecuaciones:
. si el nimero de subunidades es n,

Funcidn de estado: relaciona la fraccién de oligbmeros en esta
do ~PR- y -PT- con la concentracién de la
droga:

{1eCca)” : PR :receptores activos
PR = - - PT: = inactivos
L(1+Ma Ca) +{1+Ca])

Funcidén de ocupancia: relaciona el nimero total de sitios ocupa
dos -PA- con la concentracidén de la dro-
ga:

cati+Ca™'.LMaca(hMaca)" !
PA =

L{t-Macal” + (1+Ca )"

Ambas funciones muestran cooperatividad.

Este modelo tebrico particular no tiene a(in un apoyo experimen-

'}
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tal concluyente. Sin embargo, la mayoria de las observaciones ex
perimentales (KATZ y THESLEFF, 1957 ), (JENKINSON, 1960), (JEN-
KINSON y TERRAR, 1973) y RANG, 1971,1973) tienden a demostrar la
existencia de una accidn cooperativa a nivel de 1la interaccidén dro
ga-receptor colinérgico. Esta accibn cooperativa puede conceptuar

se desde una doble vertiente:

- la interaccidn de una molécula de acetilcolina con el recep
tor, aumenta la probabilidad y facilita la unidn de otras

moléculas de acetilcolina con los receptores.

- la interaccibén de una dfoga agonista con el receptor despla
Bl za el. equilibrio conformacional de los receptores hacia 1la
forma activa y este desplazamiento facilita a su vez el cam
bio conformacional de otros receptores vecinos hacia la for
ma "abierta" -que presenta mayor afinidad por el agonista-

involucrando en ello un mecanismo de tipo cooperativo.
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3)- RECAPITULACION

E1l receptor colinérgico es una estructura unida estrechamente
a la membrana celular que presenta una alta especificidad por 1la

‘acetilcolina y otros agentes colinérgicos.

Se ha visto también, que se puede establecer una analogia entre
el mecanismo operativo del receptor y un proceso enzimltico; de
forma que, se puede concebir el mecanismo de activacibn del recep
tbf éomo un proceso de cambio conformacional de la molécula del
mismo. Este cambio conformacional exige la interaccidn previa re-
ceptor-droga o transmisor. A su vez, el cambio conformacional con
lleva la apertura de canales ibnicos a través de la membrana post-

sinéptica.

Un modelo operativo de interaccidn droga-rec¢eptor, aplicable a

la unidn neuromuscular de la rana es el siguiente (BARRET y MAGLEBY

1976):

nACh+R ki AChnR -——é-*ACHnR'

donde:

R, molécula de receptor
n, nimerc de mcléculas de ACh
AChnR, complejo AChnR inactivo
AChnR',complejo ACheR activo
K1 y K2, constantes de velocigad: K1, unibén de ACH
K2, liberacidén de ACH
ﬂ a ., constantes de velocidad: ﬁ apertura de canales
B @« cierre de canales

Se asume que el sistema funciona de acuerdo al modelo de dos

estados.
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Este modelo particular predice que la conductancia de un canal
Onico debe ser independiente de la droga utilizada para "abrir" el
canal. 8in embargo, COLQUHOUN, DIONNE, STEINBACK y STEVENS (1975)
han demcstrado, mediante la técnica de andlisis de ruido, que la
conductancia de un Gnico canal varia de acuerdo con la droga utili
zada. Esto podria ser debido a que las diferentes drogas inducen
diferentes cambios conformacionales (teoria de la ocupacibn); o
bien, se podria asumir que el receptor posee mds de un sitio de in
teraccidén (ALBUQUERQUE et. al. 1974), KUBA, ALBUQUERQUE, BARNARD,
1973). En esté'sentido, se podria postular que algunas drogas in-
teraccionarian en "sitios" secundarios a nivel del receptor o bien
en "sitios" cuyo efecto seria modulatorio en lo que respecta a la

conductancia del canal idnico.

En suma, la eficiencia de una droga "A" agonista a nivel del re

ceptor depende:
- de la facilidad de interaccidn con el receptor (ki, K2)
~ de la velocidad de apertura del canal cerrado (beta)

- de la conductancia del canal abierto y de su vida media

(1/alfa) .

K1, K2, beta y alfa, serian funcidn de la droga en parti-

cular.
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4)- DESENSIBILIZACION DE LOS RECEPTORES

Experimentalmente se ha demostrado que la amplitud de la depola
rizacién producida por la aplicacién de ACh u otro agonista a ni-
vel de la placa motora, disminuye con el tiempo, alin en presencia
de una concentracién constante de la droga (KATZ, THESLEFF, 1957 );
(NASTUK, PARSONS, 1970); (MAGAZANIK, VYSKOCIL 1970); (JENKINSON;
TERRAR, 1973). Se postula que esta desensibilizacién-disminucidn
de 1la capaciéad de la membrana postsindptica para responder a ago-
nistas-, es debida a que los receptores se "transforman'" de alguna
manera en una conformacibén desensibilizada ante la presencia conti

nuada de agonistas (KATZ, THESLEFF 1957 ), RANG, RITTER, 1970 a,b).

La cinética de la desensibilizacién depende de la forma de apli
cacién de las drogas: si se aplica por iontoforesis, la desensibi
lizacibén se desarrolla y recupera con una constante de tiempo de
segundos (KATZ, THESLEFF, 1957 }; si la droga se afiade al bafio, la
constante de tiempo es del orden de minutos (THESLEFF, 1955); (RANG,
RITTER, 1970 a); (JENKINSON, TERRAR, 1973).

Esta diferencia en las constantes de tiempo, sugiere que puede
haber dos procesos diferentes involucrados en la meclnica de 1la

desensibilizacién {(RANG, RITTER, 1970a).

Un modelo operativo para explicar cualitativamente las propieda
- des de la desensibilizacidn es el propuesto por BARRET y MAGLEBY,
(1976):

nACh + R . S . AChnr beta

K2 alfa

AChnR’

K3

nACh + R* AChnrR*
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Seglrn esta hipbdtesis, el complejo receptor-canal puede existir
en tres formas basicas:
~ desensibilizado y cerrado: rR*
- efectivo y cerrado: R

~ efectivo y akierto R'

La ACh puede combinarse con rR* o R, pero la interaccién ACh-re

ceptor desensibilizado no puede abrir un canal.

K3 y K4 son muy lentas en comparacibén con las demls constantes

del modelo (KATZ, THESLEFF 1957 ).

En este modelo, la desensibilizacidn no es una consecuencia ne
cesaria de la apertura de canales, ya que sblo una fraccibdn de 1lcs

canales abiertos se desensibiliza.

El significado funcional de la desensibilizacidn no esté del to
do claro, ya que el mecanismo fisiolégico basico que protege a los

receptores de una prolongada exposicidén a ACh es la AChE.
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1)- EL RECEPTOR COLINERGICO

PAUL EHRLICH (1910,1913) y LANGLEY (1905,1907), suelen ser con
siderados como los introductores del concepto de receptor en bio-
logia. En 1900, EHRLICH escribidé: "el protoplasma estéd provisto
de ciertas agrupaciones atdmicas cuya funcidn consiste en unirse a
ciertos metabolitos esenciales a la célula. Siguiendo la nomencla
tura de la quimica orgénica, podemos denominar a tales agrupacio-
nes CADENAS LATERALES. Podemos asumir también que la disposicidn
de los &tomos en tales cadenas laterales corresponde a la estructu
ra de los mismos metabolitos; cada grupo de éstos, se uniria a un
grupo correspondiente de la cadena lateral. La relacibén entre ta
les grupos complementarios de los metabolitos y la célula debe ser

especifica."

E1l concepto de cadena lateral fue extendido por EHRLICH a 1la
farmacologia. El razonamiento del citado autor, propugnaba que la
accidén de una droga sobre determinada materia viva requeria la com
binacidn previa de dicha droga con grupos quimicos o cadenas late-

rales presentes en la superficie celular.

LANGLEY (1905,1907,1909), llegd a conclusiones similares anali-
zando la accibédn de determinadas drogas sobre diferentes clases de
tejidos. Entre otros hallazgos, destacamos que LANGLEY demostrd
- la existencia de contracciones musculares subsiguientes a la apli-
cacibébn local de nicotina y acetilcolina a nivel de la unidn neuro-
muscular de los mamiferos. E1 pensamiento de LANGLEY concreta gque
para que una droga actue sobre determinados tejidos, es preciso
que los tejidos posean una sustancia receptora especifica para la

molécula de 1la droga.

La idea primera de LANGLEY postulando la existencia de "sustan-
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cias receptivas" fue recogida por DALE, FELDBERG y VOGT (1936),
quienes establecieron que la neurotransmisién estaria mediada por
la interaccidn de 1a ACh -liberada desde el terminal presindptico-
con lugares receptores especificos para la ACh a nivel de la mem-

brana muscular.

Durante muchos afios la idea de quimioreceptor fue utilizada de
formq empirica. Los receptores eran concebidos como una superfi-
cie o zona celular cuya topografia quimica complementaba la confi
guracién de la molécula de la droga. Esta concepcidn abrié paso
a una etapa de estudio del receptor colinérgico desde el punto de
vista farmacolbdgico: 1la superficie receptora era explorada minu-
ciosamente determinando la actividad de cada uno de los miembros
de series de compuestos homblogos, en los que la configuraciébn de
la molécula de un farmaco es transformada o distorsionada paso a
paso. Este abordaje aportd algunos datos al estudio de los recep
tores, pero globalmente no esclarecid el problema dé la naturaleza

quimica del receptor ni tampoco el de su localizaciébn.

Un avance notable en el estudio de la caracterizacién de los‘rg
ceptores fue posible gracias a la aplicacidn de técnicas biofisi-
cas a problemas farmacolbgicos y neurofisiolbgicos. Esta novel ima
gen de los receptores (DEL CASTILLO, 1971); FATT y KATZ, 1951);
(DEL CASTILLO y KATZ, 1955a), puede resumirse:

~ la sensibilidad quimica especifica de ciertas sustancias de
la membrana celular a la accidn de transmisores quimicos o
drogas aplicadas desde el exterior, es debida a la existen-
cia, a su nivel, de receptores gspecificos. Estos recepto-

res se pueden concebir como entidades microestructurales.,

- se cree que sblo parte de la superficie total del receptor

se combina con el transmisor quimico o con la droga: esta
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zona es denominada superficie aceptora del receptor.

la superficie aceptora estaria situada en la interfase que
separa la membrana celular del liquido extracelular: puede
conceptuarse como un elemento "flotante" a modo de un ice-
berg, parte de cuya superficie emerge del medio en que es-
t4 contenida quedando el resto sumergido.y fijado-enraiza-
do- de alguna manera en la membrana. Al clarificarse pos-~
teriormente la naturdleza de los receptores, esta concep-
cibén coincidiria con el modelo de membrana de SINGER y

NICOLSON (1972). '

la superficie aceptora se encuentra exclusivamente en la ca
ra externa de la membrana. Desde el punto de vista de su
sensibilidad para el transmisor, la membrana es asimétrica:

sbé1o es sensible a nivel de su superficie externa.

se cree que, por lo menos durante periodos determinados,
los receptores ocupan posiciones fijas en la membrana y exis

ten en nimmero constante a nivel de la misma.

debido a la caracteristica topografica quimica de la super-
ficie aceptora, los receptores poseen un alto grado de espe
cificidad quimica. OQuiere esto decir, que se combinan o

reaccionan con moléculas que poseen una configuracidén y dis
tribucién de cargas que se complementa con las existentes a

nivel de la superficie aceptora.

por la razén anteriormente expuesta, la interaccibén entre un
receptor y una molécula de droga o transmisor da lugar a la

formacibén de un complejo en el cual las funciones quimicas

y cargas complementarias de sus dos mitédes se unen por en-

laces relativamente débiles, 14biles v reversibles.
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- como resultado de la formacibn del complejo droga receptor,
ocurre un cambio estérico de alglin tipo en el receptor y/o
en las estructuras circundantes. Consecuencia de ello es
la apertura -a nivel de la membrana postsindptica- de cana
les permeables a determinados iones. Esto conlleva una dis

< * minucién de la resistencia eléctrica de la membrana a este

nivel. N

Esta imagen de los quimioreceptores concebidos como v&lvulas
ibhicés y comc mecanismos transmutadores y amplificadcres de ener
gia, representa un gran avance en la comprensidén y estudio del re
ceptor sinlptico. A pesar de ello, la informacisn obtenida con
las técnicas biofisicas es insuficiente pues no llega al fondo del
problema, esto es: la completa caracterizacidén de la naturaleza qﬁi
mica de los receptores y los mecanismos operativos gque subyacen a

su actuacibébn como "valvulas idnicas”.

Complementa y completa el enfoque anterior el estudio del recep
tor colinérgico desde el punto de vista BIOQUIMICO. En esta linea
de trabajo, WASER (1960-67) -utilizando 1a técnica de la autoradio
grafia-, empled curare y decametonioc radiactivo para intentar cal-
cular el nimero de receptores colinérgicos en la U.N.M. de los ma-
miferos. Este tipo de experimento distd mucho de aportar datos
significativos, ya que parte de las drogas eran retenidas a nivel

extrasiniptico (WASER, 1966).

Fue el descubrimiento de la alfa bungarotoxina por CHANG y LEE
{1963), 1o que marcé un hito en el estudio del receptor colinérgi
co desde el enfoque bioquimico. En efecto, la alfaBUTX constitu-
v6 el medio ideal para realizar an&lisis farmacoldgicos y ultraes
tructurales de los receptores colinérgicos. Esto es asi porque 1la

alfa BUTX constituye un ligando altamente especifico y préacticamen
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te irreversible del receptor colinérgico nicotinico (CHANGEUX,
KASAI y LEE, 1970). Con este método, MILEDI y POTTER (1971) deter
minaron que a nivel de la placa motora de la rana el nimero de mo-
léculas de toxina que se unian era de 109. Sin embargo, se obser-
vd qué también la alfa BUTX se unia en regiones extrasindpticas de
una manera difusa. Este tipo de unibdn era mayor a medida que aumen
taba la concentracidn de alfa BUTX. POTTER (1973), sugiere que los
sitios extrasindpticos de unidn podrian ser subunidades de "recono-
cimiento" del receptor que no estarian acopladas al ionoforo de 1la

macromolécula receptora.

Junto a este tipo de estudios se ha réalizado también intentos
de aislamiento del receptor colinérgicc utilizando diversos proce-
dimientos bioquimicos entre otros (0O'BRIEN, ELDEFRAWI, ELDEFRAWI,
1972). Sin embargo, en el sentir de algunos, entre otros (DEL CAS
TILLO, 1971; COHEN, 1975) la homogeneizacidn de células y tejidos
con la finalidad de aislar y purificar la sustancia receptora no
han resultado del todo concluyentes. Ello es debido a que en rea-
lidad la funcidén de los receptores de membrana estd unida tan intji
mamente a las estructuras celulares circundantes que en el momento
en que éstas se destruyen, no es posible asegurar que las fraccio-
nes de membrana aisladas contienen o0 no la sustancia receptora.

El hecho de que haya sustanci;s en estas fracciones que se combinan

con el transmisor o con drogas no permite aseverar la existencia de

- sustancias receptoras en dichas fracciones.

En suma, y recogiendo los criterios de DE ROBERTIS (1971), 1la
identificacidén y el aislamiento de una sustancia presumiblemente re

ceptora debe cumplir las siguientes premisas:

- el receptor debe ser una macromolécula localizada esencial-

mente a nivel de la membrana subsinéptica.
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~ debe ser una macromqlécula embebida intimamente en la es-

tructura lipoproteica de la membrana.

- debe presentar alta y especifica afinidad por los transmi-

sores endbgenos naturales.

~ las macromoléculas deben ser capaces de sufrir un cambio
conformacional reversible cuando interaccionan con el trans
misor. Este cambio subyace al cambio de conductancia y res

puesta bioeléctrica de la membrana postsindptica.

CHANGEUX, PODLESKI y MEUNIER (1969), han elaborado un modelo hi
potético de receptor que conceptuamos como una primera aproxima-
cién al problema de la caracterizacidén del receptor colinérgico ni
cotinico. Fundamentalmente este modelo supone la existencia a ni-
vel de la membrana subsinédptica de un "PROTOMERO DE ACETILCOLINA".

El protdmero constaria de dos entidades estructurales:

~ el receptor macromolecular de ACh que tendria la capacidad

de reconocer especificamente la molécula neurotransmisora,y

— el ionoforo: estructura involucrada en el trasiego de ijiones

consecutivo a la interaccibédn ACh-receptor.

Estudios m&s recientes apoyan esta hipdtesis, ya que en 1la elec
troplaca del Torpedo ha sido aislada una proteina con capacidad de
unirse a la ACh (EDELSTEIN, BEYER y ELDEFRAWI, 1975), y otra macro
. molécula que ha sido denominada "modulador de conductancia idnica"
(M.C.I.j (ELDEFRAWI et al. 1977). El M.C.I. podria corresponder
al ionoforo del.modelo de CHANGEUX, PODLESKI y MEUNIER.

En la actualidad se utiliza un enfogque multidisciplinario-bioqui
mico, farmacoldgico, electrofisioldgico, inmunolbégico y morfolbgico
para intentar establecer la base morfoldgica de la excitabilidad

quimi&a y de la electrogénesis. Aunando estos métodos y enfoques

14

i

4
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diversos, RASH, HUDSON y ELLISMAN (1978), proponen que el receptor
colinérgico nicotinico funcional a nivel de 1a placa motora del ma
mifero seria un complejo RECEPTOR ACh M.C.I.. Este complejo cons-
tituiria un agregado multimolecular formado por ocho o nueve sub-
unidades periféricas. Estas subunidades periféricas funcionarian
como lugares de reconocimiento del transmisor y estarian situadas
en torno a una subunidad central aiin poco definida pero que podria

constituir:
- un M.C.I., u

- otra proteina receptora idéntica a las periféricas.

En efecto, en la actualidad se acepta que la macromolécula re-
ceptora es una glicoproteina (BARRETT y MAGLEBY, 1976), (FAMBROUGH
1979). E1 peso molecular de la glicoproteina es de 40.000-65.000

Daltons y estaria compuesta de varias subunidades.

Para llegar a esta aseveracidn sobre la naturaleza proteica de
los receptores se ha recorrido un largo y laborioso camino en el
terreno de la investigacidédn multidisciplinaria. Es nuestro propd
sito hacer referencia a 1os momentos e hitos importantes de este
recorrido. Para ello, comenzaremos por hacer una breve resefia his
tbébrica gue nos permitiré apreciar con més claridad los diversos
conceptos y tendencias actuales que-ataﬁen la naturaleza proteica

de 10s receptores.
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2)- NATURALEZA PROTEICA DEL RECEPTOR_COLINERGICO - GRUPOS SH y
RECEPTOR_COLINERGICO

Para 1a_comprensi6n de la historia natural de los receptores tu
vieron relevancia los estudios iniciados por GINETZINSKI y SHAMA-
RINA (1942) en Rusia, y proseguidos con técnicas mis modernas por
AXELSSON y THESLEFF (1959); KATZ (1962, 1966); MILEDI (1960, a,b,
c, 1962) entre otros. En esencia, estos trabajos demostraron que
los receptores no son un rasgo fijo e inmutable de la membrana ce-
lular, sino que por el contrario est&n en continuo crecimiento vy
rqnovacién. Los receptores parecen ser entidades quimicas que son
sintetizadas por el citoplasma pasando luego a ocupar su posicibn
a_nivel de la membrana celular. Su_distribucién en la superficie
celular estd bajo el control de las terminales nerviosas presinép-
ticas, que posiblemente liberan una o varias sustancias de natura-
leza proteica que regulan la sintesis de los receptores en el cito
plasma o bien su estado de funcionalidad en la superficie celular.
Es un hecho que si estas influencias se eliminan, -por destruccibn
de las terminales presinfpticas~, los receptores proliferan y se

extienden por casi la totalidad de la superficie celular.

"Establecido este caradter de renovacibén y crecimiento de los re
ceptores, y conocido el hecho de su regulacibén por sustancias libe
radas desde el terminal presinidptico, se intentd abordar la carac-
terizacidn quimica de los receptores sinipticos. Se sabe que -pa-
ra cumplir su funcibén-, los receptores deben ser capaces de recono
cer las moléculas del transmisor. Este reconocimiento debe ir se-
guido de un cambio ultraestructural que resulte en un cambio de per
meabilidad ibénica de la membrana subsindptica. Para cumplir esta
funcibn, las proteinas fueron las primeras sustancias que se conci

bieron como capaces de realizarla.
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En efecto, las moléculas proteicas serian sumamente adecuadas
para servir de receptores. Por un lado, poseen un alto grado de
especificidad quimica: sirvan de ejemplo los enzimas y los anti-
cuerpos. Por otra parte, son capaces de sufrir cambios estéricos
que en casos extremos tiene como consecuencia el acortamiento de
toda l1a célula, como sucede en las fibras musculares. En la 1i-
nea de un razonamiento lbégico, cabe por tanto, la posibilidad de
que los receptores postsindpticos fuesen moléculas proteicas in-
tegrantes de la propia membrana postsindptica con capacidad para
reconocer al transmisor quimico y con capacidad a su vez de inter
accionar con &1 de alguna forma que condujese ulteriormente al cam
bio conformacional de la molécula proteica. Este cambio conforma-
cional permitiria el flujo de iones entre el medio intracelular y

el medio extracelular.

Siguiendo este razonamiento, NACHMANSOHN (1959), -en ausencia
de evidencia bioquimica~ sostiene que la interaccibén droga-recep
tor produciria la activacidn del receptor mediante un "plegamiento
local” de un grupo proteico que desplaza un grupo amino, cargado
positivamente y situado en un punto estratégico. De esta forma,
se abririan canales a través de los cuales se realizaria el flujo

S L

iénico caracteristico de la activacidn.

Con este antecedente histérico y, teniendo presente las caracte
risticas de las reacciones antigeno-anticuerpo, se inicidé una 11-
néé de trabajo que intentd demostrar experimentalmente la natura-
leza proteica de los receptores. Es un hecho que la combinacién
selectiva, especifica de las proteinas con ciertas moléculas de
muy diverso tamafio y la ocurrencia de cambios estéricos como conse
cuencia de tal combinacidn, son tipicos de las reacciones Ag-AcC y
enzima-sustrato. Estos dos tipos de interacciones son concebidas

hoy como la unidn relativamente forzada de dos figuras tridimensio
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nales que no llegan a encajlr perfectamente y no meramente como
un fAcil acoplamiento entre dos estructuras moleculares complemen

tarias (DEL CASTILLO, 1971).

. Por otra parte, se ha demostrado que el volumen, actividad ép-
ti¢a y ntmero de grupos sulfidrilos expuestos de la molécula de
anticuerpo, cambian profundamente cuando ésta se combina con el
antigeno correspondiente, especifico. Igualmente se cree que la
formacibén del complejo enzima-sustrato va acompafiado por un cambio
en la configuracibén de la proteina catalitica. Este cambio seria
necesario para la precisa orientacidén y disposicibébn de las funcio-
nes y grupos quimicos que integran el sitio activo del enzima (DEL

CASTILLO, 1971).

_ En esta linea de pensamiento, la hipdtesis que sostenia la natu
raleza proteica de los receptores sindpticos encontrd apoyo experi
mental con los trabajos realizados por ALONSO DE FLORIDA, DEL CAS-
TILLO, GARCIA, y GIJON (1968). Estos autores demostraron que las
moléculas de diferentes anticgerpos, adsorbidas o incorporadas en
la membrana del miisculo diafragmitico denervado de cobaya, funcio-
nan como receptores especificos para los antigenos homblogos co-

rrespondientes.

La combinacidén de los Ag. con 1las moléculas de Ac. fijas a la
membrana da lugar a un marcado cambio en la resistencia eléctrica
de 1a membrana y, como consecuencia, varia el potencial de membra
na. Esto demuestra, que los anticuerpos presentes en la membrana
funcionan, desde un punto de vista biofisico, de igual forma que
los receptores sinipticos. Los resultados de estos trabajos fue-
ron importantes porque hicieron m&s plausible la idea de que los
récep}ores de la membrana postsinéptica puedan ser moléculas pro-
teicas que comparten ciertos rasgos funcionales con los anticuer-

pPoOs y enzimas.
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3)- GRUPQS SH Y RECEPTORES

MAs recientemente, el problema de la naturaleza proteica de 1los
receptores colinérgicos ha sido reexaminado por varios autores, si
guiendo una thctica iniciada por el fisiblogo ruso KOSHTOJANZ
(1950). Esta consiste esencialmente, en explorar los efectos far
macoldgicos de reactivos que interaccionan especificamente con al
gunos de 1los grupos funcionales de las moléculas proteicas. En
efecto, la utilizacidn de reactivos de este tipo provee informa-
cibdn, parcial, pero sin duda més especifica en 10 que respecta a
la identificacidén quimica del receptor (O'BRIEN, EDELFRAWI y EDEL
FRAWI, 1972).

KOSHTOJANZ (1950), sugiridé que 1los grupos sulfidrilos de las
proteinas musculares jugaban un papel importante en la transmisidn
de impulsos del hervio 2l misculo. Su idea se basaba en los resu}
tados de experimentos donde estudib el efecto de inhibidores meta-
bélicos sobre las contracciones producidas por estimulacibén indirec
ta del misculo. Este autor demostrd que al exponer una preparacidn
peuromuscular al maleato sbddico, se producia una disminucidén brusca
de la amplitud de las contracciones. En estas condiciones se crea-
ba un estado parecido a la fatiga muscular profunda producida por
estimulacién'prolongada del nervio motor. KOSHTOJANZ, pensd que
tal efecto podria ser debido a que el maleato sddico se combinaba
-especificamente con los grupos SH. En efecto, experimentos poste-
riores demostraron que 1los reactivos que atacan a tales grupos blo
quean la Transmisibén neuromuscular. El1 efecto inhibitorio del ma-

leato sbédico podia invertirse tratando la preparacibdn con cisteina.

Los conocimientos que se tenian sobre la transmisidén sinéptica

en la época de los trabajos de KOSHTOJANZ eran insuficientes para

.asignar una funcibn definida a 1los grupos SH de las proteinas en la
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misma. Por ello su obra no alcanzd relieve dentro del pensamien
to neurofisioldgico, quedando relegada en un nivel bioquimico a

una afirmacidn empirica.

En tiempos posteriores, se ha vuelto sobre el camino iniciado
por KOSHTOJANZ, pero utilizando las técnicas y conceptos de 1la
electrofisiologia actual. En este terreno 1o que se ha hecho es
invéstigar el efecto de reactivos que atacan especificamente a

los grupos SH de las proteinas.

En esta linea de tfabajo, los experimentos de KARLIN y BARTELS
(1966) y KARLIN y WINNIK (1968), demostraron la presencia de un
puente disulfuro a nivel del receptor colinérgico de la sinapsis
de la electroplaca. MITTAG y TORMAY (1970), llegaron a la misma

conclusidén trabajando en la unidén neuromuscular de la rana.

KARLIN (1969), sostiene que en la sinapsis de la electroplaca,
el receptor colinérgico cabe conceptuarse como una proteina que
contiene por lo menos un grupo disulfuro en su molécula. Este gru
po puede ser reducido>y reoxidado in situ. Los citados autores
llegaron a la conclusidén de que al menos una de las uniones disul
furo del receptor colinérgico que se reducen rompiéndose cuando
se trata la preparacibn con tioles, modificéndose asi la sensibi
lidad quimica del receptor, estd a una distancia de aproximadamen
te 10 3 del subsitio aniénico de la superficie aceptora; es decir,
de; lugar donde -merced a una atraccidn electrostitica- se combi-
na el nitrbgeno cuaternario de las drogas -colinérgicas. Esta ase
veracidn fue posible debido a que el receptor reducido tiene la
capacidad de unirse de modo covalente -por medio de enlaces qui-
micos de alta energia- a varias maleimidas, proceso que se conoce

como alquilacibn.

Los resultados obtenidos por la escuela de KARLIN pueden resu-
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- ciertos compuestos agonistas (ACh y otros compuestos mo

nocuaternarios) normalmente efectivos d nivel del recep
tor colinérgico, se tornan en inefectivos en el receptor

con grupos SH reducidos.

por el contrario, ciertos compuestos normalmente antago
nistas (hexametonio), se comportan como agonistas en el
receptor reducido. Esto indicaria que la reduccidén del ’
receptor no sbélo 1o inactiva sino que de alguna manera
cambia su estructura de una manera especifica (ZAIMIS,
1976). Este comportamiento particular del receptor re-
ducido no se ha podido constatar a nivel de la unién

neuromuscular de la rana (BEN HAIM et al. 1973)

ciertos derivados maleimidicos con un nitrbgeno cuater-
nario en su molécula, interaccionan en dos subsitios di

ferentes localizados a nivel del receptor:

- subsitio anidnico: afinidad por el nitrdégeno cua

ternario y

- subsitio represeﬁtado por el grupo SH (reducido
previamente por la aplicacidén de un agente reduc
tor: DTT). A este nivel interacciona el grupo
maleimidico.

La efectividad de estos derivados maleimidicos es fun-
cién de la longitud de su molécula, siendo inefectivos

ios derivados de alquilacidn cuya longitud molecular es

mayor.

Para KARLIN, una posible interpretacidn de estos hallazgos es

que el sitio alquilado del receptor queda unido por un puente, que
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es la molécula en cuestién, con el sitio anidénico negativo del re
ceptor y, que la longitud del puente determinaria bien una nueva

conformacidén activa o una conformacién inactiva. La distancia se
ha estimado en 9 X para la conformacibén activa y 12 A 6 més para
la inactiva. De modo que las drogas que mantienen estos dos pun-
tos a una distancia de aproximadamente 9 X se comportan como ago
nistas o activadoras. Por el contrario, si la droga al combinar-
se con ambos subsitios, los separa hasta una distancia de 12 % 6

méds, se comporta como un agente antagonista o agente bloqueador.

Intentos para demostrar lo anteriormente expuesto a nivel de 1la
unién neuromuscular de la rana, han resultado infructuosos (LIND-
STROM, SINGER y LENNOX, 1973). 8in embargo, en otra linea de tra
bajo &ue‘presentaremos mas adelante, se ha podido demostrar 1la pro
ximidad de ambos subsitios en la placa motora de la rana (DEL CAS-

TILLO y SOBRINO, 1974).

En. el caso de 10s receptores colinérgicos de la electroplaca,
NO tratados previamente con agentes reductores, las posiciones re-
lativas de sus puntos de unibén con la droga no han podido determi-
narse con precisién, pero KARLIN opina, que en el receptor activo
la distancia entre el subsitio anidénico y el segundo enlace, -posi
blemente de naturaleza hidrofdbica-, es menor que en el receptor
que se encuentra en estado de reposo o bajo la influencia de dro-
gas bloqueadoras. Es de destacar, que KARLIN sostiene que los ac
. tivadores no covalentes como la ACh, tienden a formar a modo de
puentes entre la zona activa anidnica y la zona activa hidrofébica.
Esta ségundé unién, sin embargo, en el sentir de KARLIN, NO ES NE-
CESARIA NI SUFICIENTE para la activacibén del receptor. De forma
que este autor conceptila el puente disulfuro como una entidad es-
trictamente estructural. Este grupo no se reduciria espontaneamen

te ni durante la activacidn del receptor (KARLIN, 1973).
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Un hecho a resaltar en el pensamiento de KARLIN eé que para es
te autor, el receptor en estado reducido se combina a la ACh o
carbacol, peor; es decir, que la unidn receptor reducido-carbacol
se traduce en un cambio de permeabilidad menos eficiente y que 1la
posible cooperatividad entre el lugar activo anibnico y el subsi-
tio hidrofdbico disminuye en el receptor reducido; todo ello en

comparacibn con la interaccidn receptor oxidado-carbacol.

Resultados similares a los de KARLIN han sido obtenidos en
otras preparaciones: en el misculo de la rana (MITTAG ykTORMAY,
1970); (BEN HAIM et al. 1973); misculo del pollo (RANG y RITTER,
1971) y mlsculo de la sanguijuela (ROSS y TRIGGLE, 1972).

En el esfuerzo por dilucidar la éxacta naturaleza quimica y ca
racterizacidédn del receptor colinérgico, una segunda linea de tra-
bajo viene representada por la escuela de DEL CASTILLO. En esta
linea, varios autores han demostradc experimentalmente que los re
ceptores colinérgicos, o al menos una parte importante del denomi
nado "sistema de permeabilidad controlado por la ACh", es una pro
teina cuyas caracteristicas se parecen mucho a las de los enzimas
que poseen grupos SH en su molécula; de forma que, el cambio en el
potencial de membrana producido por una dosis constante de ACh o
carbacol parece ser una funcidn del GRADO DE REDUCCION DE LOS GRU-
POS SH del receptor.

Esta linea de trabajo tiene su arranque en los experimentos rea
" lizados por DEL CASTILLO, ESCOBAR y GIJON (1971) y proseguidos des
pués por SOBRINO y DEL CASTILLO (1972); DEL CASTILLO, BARTELS y SO
BRINO (1972); DEL CASTILLO y SOBRINO (1973) y DEL CASTILLO y SOBRI
NO (1974). Estos autores, investigando los efectos de la aplica-

cibn electroforética de reactivos especificos para grupos SH a ni-
vel de los receptores colinérgicos, no sdlo h? confirmado la natu-

raleza proteica del receptor -o por lo menos parte importante del
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mismo-, sino que ademis han evidenciado que este recéptor no sblo
puede ser activado por las drogas colinérgicas usuales, sino tam-
bién por la aplicacibn r&pida de OXIDANTES DE GRUPOS SULFIDRILOS

que da lugar a cambios de potencial muy semejantes a los inducidos
por la ACh y el carbacol. Sin embargo, la aplicacidn de los mis-

mos a zonas extrasindpticas no va seguida de efectos apreciables.

En 1o que respecta al estudio de los agentes reductores; esta
linea de trabajo coincidib en parte con la de KARLIN pues encontra

ron que:

- el DTT (reductor potente de grupos sulfidrilos), inhibe

la accibén despolarizante del carbacol; sin embargo,

- otras drogas m&s debilmente reductoras como el 2ME poten

cia la accién del carbacol.

E1l grupo de trabajo de DEL CASTILLO, evidencid, por otra parte,
la accidn de los metales pesados y mercuriales organicos a nivel
del receptor siniptico aplicados electroforéticamente. En efecto,
cuando se aplican iones e metales pesados a los receptores, es po
sible obtener "potenciales" que son muy similares a los potencia-
les de ACh que se obtienen utilizando la técnica electroforética.
Estos iones se combinarian con los grupos SH de la proteina recep-
tora formando mercaptidos dobles a modo de puentes. Esta es una
rgéccjén parecida a la de oxidacién que probablemente produce una

distorsidn o deformacibén de la molécula proteica.

Los mercuriales orgénicos constituyen otro grupo de reactivos
especificos para los grupos SH de las proteinas. Con ellos tam-—
bién se puede lograr la activacidn de los receptores colinérgicos.
En este proceso, el Hg funciona como idén monovalente. El1 p-cloro
mercurio benzoato, -uno de lcos mercuriales organicos investigados-

no solamente activa los receptores, sino que ademis, ejerce un efec
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to potenciador muy marcado sobre la accidn despolarizante de las

drogas colinérgicas.

La aplicacidn de cualquiera de estos reactivos, -ain a grandes
dosis-, a nivel de regiones extrasindpticas, carece de efectos.

En suma, estos experimentos demostraron que:

- los receptores se comportan como enzimas sulfidrilicos
y su sensibilidad a la ACh y carbacol aumenta cuando se

exponen a ciertos agentes reductores como el 2 ME.

~ habria un antagonismo entre ciertos agentes reductores:

especificamente entre DTT y 2ME.

- los agentes oxidantes despolarizan la membrana postsindp
tica. Esto sugiere que la activacidn inducida por dro-
gas especificas, involucra una oxidacidén transitoria de

los grupos SH.

- la accién despolarizante de iones metadlicos y mercuria-
les orgénicos demuestra que quizi la oxidacibdn no es un
imperativo y que la activacidn del receptor probablemen
te ocurre siempre que los grupos SH son forzados a aban

donar su condicién de grupos libres.,

- las despolarizaciones. obtenidas por aplicaciédn électrofé
rética directa de drogas que interaccionan a nivel del
subsitio hidrofébico, son inhibidas por el curare. Esto
sugiere que los grupos SH del receptor se encuentran muy
prboximos al sitio anidnico (SOBRINO y DEL CASTILLO 1972);
(DEL CASTILLO y SOBRINO, 1974).

Los trabajos del grupo de DEL CASTILLO y del grupo de KARLIN,
han confirmado la hipbtesis de que los recepteores sinépticos -y los

colinérgicos en particular-, son de naturaleza proteica. Ademds,
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han suministrado suficiente informacidén para permitir una cierta
especulacibén sobre los aspectos moleculares del fenbmeno de acti

vacién de tales receptores por transmisores quimicos y drogas.

En la actualidad, nos encontramos con dos formas diferentes de

concebir el receptor colinérgico.

'Elbgrupo de trabajo de KARLIN, sostiene —-bAsicamente-, que el
recep;or colinérgico es una estructura proteica que posee, en repo
so, un grupo disulfuro, por 1o menos. La transicién al estado ac-
tiGo involucraria un cambio conformacional de la proteina que con-
llevaria fundamentalmente una disminucibdn de la distancia entre el
subsitio anidénico y el subsitio hidrofébico del receptor, con la ,

formacidn de un puente que interacciona en ambos subsitios.

Para KARLIN, el receptdr en estado de reposo y con "potenciali

dad" de activacibn, seria-.la proteina con grupos SH OXIDADOS.

En contraste con lo anterior, el grupo de trabajo de DEL CASTI-
LLO postula que el proceso de activacidn depende fundamental y prin
cipalmente del hecho de que los grupos SH del receptor en reposo,
abandonen su estado libre. Apoyan su hipbtesis en la posibilidad
de activacidén de los receptores colinérgicos por la aplicacibn elec
troforética de reactivos.especificos para los grupos SH: iones me-
tdlicos, mercuriales orgénicos y, muy especificamente agentes oxi-
dantes. Concluyen afirmando que el proceso de activacién requiere

. la presencia de grupos SH LIBRES en la proteina receptora.

La higétesis de KARLIN ha }ecibido abundante apoyo experimental
(CHANG, ﬂU, WANG y CHUANG, 1970);(LAMBERT, 1973);(BEN HAIM, LANDAU
y SILMAN, 1973); (LINDSTROM, SINGER y LENNOX, 1973)}; (BEN HAIM,
DREYER y PEPER, 1975); (HARVEY y DRYDEN, 1974); (MARQUIS y MAUTNER
1974); (BREGETOVSKI et al. 1977); (TERRAR, 1978). Los resultados

experimentales en esta linea de trabajo son homogéneos. Queremos
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.

destacar que el método utilizado en estos estudios es el de aplica

cidén de la droga problema al bafo (Ringer) de la preparaciébn.

La hipdtesis del DEL CASTILLO, ha sido objeto de numerosas cri
ticas. Entre otros, RANG (1975), sostiene que los iones de meta-
les pesados y los mercuriales forman enlaces muy estables con los
grupos sulfidrilos de las proteinas y que estas uniones dificil-
mente podrian resultar en activaciones FASICAS como las observa-
das por el grupo de DEL CASTILLO cuando se aplican estas sustan-
cias iontoforéticamente al receptor colinérgico. Esta critica tam
bién se aplica a las despolarizaciones fésicas obtenidas por la
aplicacidén de agentes oxidantes a nivel de la placa, ya que en es-
tas condiciones, se crearian asimismo enlaces covalentes estables

(RANG, 1975).

E1l antagonismo observado por el grupo de DEL CASTILLO entre los
efectos del DTT y 2ME (ambos agenteé reductores de los grupos SH),
también es objeto de critica (RANG, 1975). DEL CASTILLO, atribuye
este antagonismo a la diferente potencia reductora de ambos: el
DTT, al ser un poderoso reductor, mantendria los grupos SH comple-
tamente reducidos y esta condicién no seria operativa para el cam-
bio conformacional indispensable en el proceso de activacién. Sin
embargo, no se observa ﬁn estado de "supersensibilidad" subsiguien
te a la aplicacidén de DTT después de un intervalo de -tiempo que per
mita la difusidén del reductor, como seria de esperar si se acepta

. la citada explicacidn de DEL CASTILLO, (RANG, 1975).

Podemos afiadir a estas criticas la demostracidn por parte de
CHANG, LU, WANG y CHUANG (1970), que el QIB (agente oxidante de'
grupos SH), inhibe la respuesta contrictil a la estimulacidn direc
ta e indirecta del musculo sartorio de la rana. Esto contrasta yi
vamente con las respuestas despolarizantes obtenidas con este misino

reactivo y otros oxidantes por el arupo de trabajo de DEL CASTILLO.
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Por Qltimo, destacamos la falta de homogeneidad de ciertos re
sultados experimentales obtenidos por DEL CASTILLO, ESCOBAR y GI
JON: ocasionales e irrepetibles despolarizaciones obtenidas por
la aplicacién de DTT a nivel de receptor y la presencia de un an
tagopismo transitorio entre el 2 ME y carbacol. Precisamente és-
to da lugar a una critica sobreafiadida en lo que al método electro
forético se refiere, ya que se ha invocado un efecto "succidn" en
tre los compartimentos de las pipetas dobles. Esto restaria cre-
dibilidad a la técnica empleada e introduce un nuevo factor de ines
tabilidad a los procedimientos empleados en algunos trabajos elec-

trofisiolégicos pasados y actuales.

Subyace a estas criticas el diferente concepto de receptor co-
linérgico que -como hipbtesis de trabajo- sostienen el grupo de

trabajo de KARLIN por una parte y el de DEL CASTILLO por otra. e

En el terreno tebrico, es evidente el antagonismo existente en

tre ambas concepciones.

En el terreno experimental no se encuentran datos -hasta la fe
cha- que apoyen indefectiblemente a una u otra hipbdtesis, ya que
cada una de ellas cuenta con un amplio sustento de evidencia expe

rimental.

Podria aducirse que los diferentes resultados obtenidos por las
dos escuelas serian debidos al hecho de trabajar en preparaciones
.diferentes. Este razonamiento no puede aceptarse ya que el grupo
dé DEL CASTILLO, ha obtenido resultados similares no sélo a nivel -
de 1a placa motora de la rana, sino también en la sinfpsis colinér
gica de la electroplaca, (DEL CASTILLO, BARTELS y SOBRINO, 1972).

Cabe preguntarse si las discrepancias observadas por ambas ten-

A
dencias obedecen a la distinta#A metodologia seguida por cada una
ellas: aplicacidn electroforética en un caso y aplicaciédn de dr

al bafio en el otro.

BIBLIOTECA
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OBJETIVOS GENERALES

'~ ‘Establecer los parametros bioeléctricos convencionales de la
preparacidén del misculo sartorio de la rana; potencial de mem

brana y propiedades pasivas de la fibra muscular.

-~ Intentar esclarecer la existencia o no de grupos SH reactivos

en la membrana postsindptica de la U.N.M. de la rana.

- S8i existen, intentar aclarar si juegan un papel primario o se

- cundario en la activacién del receptor.

- Valorar nuestros resultados a la luz de las dos hipbétesis exis
-ter es sobre la localizacién de puentes disulfuro en la proteina

receptora.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Medida del potencial de membrana y propiedades pasivas a pH 6,
7 yv 8 del L.E.C., y evaluar posteriores resultados sobre la ba
se de estos datos previos, ya que se estudiard la actividad de

los reactivos sulfhidrilicos a estos pH de L.E.C.

- Microiontoforesis con agentes colinérgicos y reactivos sulfhi-
drilicos:
- para valorar la sensibilidad de nuestra preparacidn al

carbacol como prototipo de agente colinérgico.

-~ a nivel de la placa motora y en regiones alejadas de 1la
- misma para evaluar la especificidad o no de los reacti-

vos sulfhidrilicos por los receptores sindpticos.

- con pipetas simples de reactivos sulfidrilicos para des
cartar cualquier efecto atribuible a la utilizacién de

pipetas dobles en la técnica iontoforética.



-114-

- con pipetas dobles con agentes colinérgicos y reacti-
vos de grupos SH, con la finalidad de estudiar la po-
sible interaccidn entre ambos grupos de drogas, y ase
gurar la aplicacidn electroforética sobre la zona de

los receptores.

-~ a distintos pH del 1liquido extracelular, para obviar
cualquier interpretacién sobre generacién de cambios 1o
cales de pH durante la realizacidn de la técnica ionto-~

forética.

- en presencia de Beta-Bungarotoxina, para obviar la posi
bilidad de salida del transmisor por efecto del pas: de

corriente electroforética.

- evaluar, si es posible, el grado de oxidacibén y reduc-
cidn de los grupos SH de 1la proteina receptora con los
diferentes pH extracelulares y su posible repercusién
sobre las respuestas a 1os agentes sulfhidrilicos si las

hubiere.
- Estudiar la sensibilidad de la placa motora a los agentes sulfhi
drilicos y valorar la eficacia de las drogas utilizadas.

- Determinar el lugar de accidn de los agentes sulfhidrilicos, va-

lorando para ello:

- la sensibilidad sindptica y extrasinéptica si la hubie-

re.

- la accidn del curare sobre las respuestas a los agentes

sulfhidrilicos oxidantes y reductores.



IV-MATERIAL Y METODOS
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A}~ REGISTROS INTRACELULARES

Hemos empleado la técnica de registros intracelulares con micro
eleétrodos que se insertan en el interior de la célula a estudiar
(LING y GERARD, 1949), (NASTUK y HODGKIN, 1950) y(FATT y KATZ,
1951). Para ello, y con la finalidad de medir y registrar la mag
nitud de la variable en cuestidn, sefial bioeléctrica correspon-
diente al potencial de membrana y sus fluctuaciones, utilizamos
como sistema de visualizacidn un osciloscopio Hewlett Packard 1201
B, al que se aplica la sefial recogida por los electrodos de regis
tro y bafio mediante un preamplificador M.P.A. 6 Transydine de co-
rriente continua, con compensador de capacidad y con una ganancia
de 10 que funciona como acoplador de impedanéﬁas ¥ que tiene un
dispositivo de estabilizacién D.C. que permite llevar a cero la.
diferencia de potencial que pueda establecerse entre 1los electro-

dos de registro y bafio.

Previo a su visualizacidn, la sefial de salida del preamplifica-

dor se lleva a:

- un voltimetro digital Tektronix DM 502 para la monjtoriza-
cibén continua del potencial de membrana durante el experi-

mento.

- una fuente de D.C. que provee el voltaje necesario para man
tener la sefial centrada en la pantalla del osciloscopio en

registro de corriehte continua,

- un amplificador diferencial Tektronix AM 502.

Almacenamiento y reproduccidn de las sefiales registradas

Désde el amplificador diferencial Tektronix AM 502, la sefial, am

plificada por un factor de 5, es enviada simultineamente a un osci
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logcopio Tektronix 5112 para su visualizacidén y a 1a cinta magné

tica Hewlett Packard 3964 A, para su almacenamiento.

La sefial almacenada se monitoriza mediante visualizacidn de
la sefial de salida de la cinta magnética, en un osciloscopio Tek

tronix 5112,

La reproduccién grafica de las sefiales almacenadas se efectia
con un transcriptor X-Y Hewlett Packard 7015 B mediante la utili
zacibén de combinaciones apropiadas de la velocidad de 1a cinta y
del transcriptor, y teniendo en cuenta que en este estudio no
era factor importante el estudio del curso temporal de las res-—
puestas, que evidentemente resulta muy deteriorado con este tipo
de reproducciédén gréfica. f

La técnica de registro intracelular descrita permite realizar
una medida extremadamente correcta de la sefial bioeléctrica en
estudio. S8in embargo,\lg exactitud de la misma‘puede verse afec
tada por determinados factores que deben ser obviados durante 1la

realizacibén experimental:

- dafio celular al penetrar el microelectrodo al interior
de la célula. Puede ser evitado controlando minuciosamen
te la impedancia de los electrodos a emplear y puede ser
detectado si se monitoriza permanentemente el potencial
de membrana, ya que una pérdida de negatividad del mismo
es indicativo de lesidn celular. En este sentido, noso-
tros hemos controlado la impedancia dél electrodo de re-
,gistrc antes y durante el experimento, desechando aquellos
Electrodos con una impedancia inferior a 10 Megaohmios.
Simulténeamente y para trabajar con un alto factor de se-
guridad, hemos monitorizado de forma continua el potencial
de membrana, suspendiendc el experimento si se observaba

una pérdida de la negatividad del mismo.
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.

- potenciales de "punta": puede crearse una diferencia de
potencial entre la punta del microelectrodo y los 1iqui
dos circundantes., Esta diferencia de'potencial puede
aumentar al penetrar el microelectrodo al interior de la
célula, de forma que la medida del potencial de membrana
puede resultar inexacta. Nosotros hemos obviado este pro
blema, controlando la diferencia de potencial entre los
electrodos de registro y bafio, antes y después de 1la pene

tracibén de la célula.
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B)- MEDIDA DE LAS CONSTANTES ELECTRICAS DE LA MEMBRANA DE UNA
CELULA EXCITABLE

FATT y KATZ (1951), describieron un método para medir las cons
tantes eléctricas pasivas de una fibra muscular utilizando micro-~
electrodos intracelulares. Dos electrodos son necesarios para

tal fin:
- uno para registrar la diferencia de potencial y

- otro para aplicar pulsos calibrados de' corriente al inte-

rior de la célula.

La ecuacidn bisica de esta técnica fue derivada de la teoria

de cable de HODGKIN y RUSHTON (1946):

Vx:;-l- rm o1 exp| X
2 Vvem/ri

donde: Vx es el potencial registrado a una distancia x del elec-

trodo que inyecta la corriente

I es una corriente continua y constante inyectada en el pun
to O.

t/2 vV rm ri es la resistencia input de la fibra

Valores idénticos de resistencia efectiva pueden conseguirse
con diferentes combinaciones de rm y ri. Por ello, es necesario
otro término que dé la relacién entre rm y ri. Este término es

lambda; es decir, la constante de espacio de la membrana que se de

fine como:

A=vVim/ri

H

%
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Medida directa de la resistencia input de la membrana

Se logra registrando a la vez la corriente inyectada en la fi-
bra y la variacidén de potencial producida cuando los dos micro-
electrodos (de registro y de polarizacidn) estén separados por

una distancia no mayor del diémetrc de la fibra.

Para obtener pulsos de corriente calibrados nos hemos valido
del programador de microiontoforesis W.P.I. 160 de corriente cons
tante, de un generador de intervalos W.P.1. 830, y de un genera-
dor de pulsos W.P.I. 831. Las caracteristicas de este sistema se

detallaran en el siguiente apartado.

Hemos aplicado pulsos de 10,20,30,40,50,60 y 70 nanocamperios
de polaridad positiva y negativa, a fin de obtener despolarizacio

nes e hiperpolarizaciones.

La duracidn de los pulsos debe ser tal, que la membrana se car
gue o descargue totalmente, de modo gque, la modificacibén de volta

je alcance su valor asintdtico.

Los valores de corriente inyectada y la diferencia de potencial
registrado se llevan a una gréafica; en abscisas, intensidad de co
rriente en nanoamperios y en ordenadas,; diferencia de potencial

en milivoltios.

El valor de la resistencia input es la pendiente de la recta y

se expresa en Ohmios.

Medida de la constante de tiempoc de la membrana

La constante de tiempo, tau, viene definida por:
tau= Rm. Cm
En la practica consideramos que tau es €l tiempo en que se con
sigue alcanzar 2/3 de la variacidén total de voltaje. E1 valor se

expresa en milisegundos.
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Cllculo de la capacidad de la membrana

La capacidad de la membrana viene definida por:
Cm= tau/ Rm

Para conocer Rm, debemos conocer el diémetro de la fibra y 1la
resistencia interna Ri de la misma. En nuestro célculo -hemos to

mado valores medios de estos parametros (FATT, y KATZ, 1951):
- didmetro de 1la fibra; * 130 Micras

- Ri; 250 ohm. cm.

Con estos datos previos se puede calcular la capacidad de la mem-

brana de la siguiente manera:

1 RmRi
T d3

Ro =

Ro; resistencia input. Se expresa en Ohmios
d; + 130 Micras
Ri; 250 Ohm., cm 3

Rm s ————sm— = ? {000Ncm

Conocidos Rm y tau, pedemos calcular Cm.

. . . 2
La capacidad de la membrana se expresa en Microfaradios/cm
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C)- MICROIONTOFORESIS

La microiontoforesis es una técnica que permite aplicar sustan -
cias ionizadas de forma localizada y selectiva a nivel del espa-
cio extracelular, en las proximidades de la membrana celular y/o
en el espacio intracelular. La "inyeccidn" de las sustancias io
nizadas puede ser controlada.con relativa facilidad, mediante 1la
aplicacidén de una corriente de adecuada intensidad y correcta po
laridad, a través .de una micropipeta de vidrio. Esta micropipe-
ta contiene en su interior la sustancia ionizada que se desea
aplicar; de esta forma, la microiontoforesis es una técnica que,
globalmente, permite aﬁlicar sustancias ionizadas de manera loca

.lizada y selectiva sobre una gran gama de preparaciones biolbgi-
cas. La microiontoforesis es, ademas, una técnica de gran utili
dad, ya que en ella, los parémetros tiémpo y espacio pueden ser

convenientemente controlados.

1).Principios bisicos de la microiontoforesis

La técnica fue descrita por NASTUK en 1953. En 1964, CURTIS
introduce el término de microelectroforesis. Desde entonces, se
res;ringe el uso del término "iontoforesis" al movimiento de par
ticulas ionizadas producido por la aplicacidn de una corriente de
polaridad adecuada a través de la micropipeta que contiene en su
interior una solucidén copcentrada de la sustancia en forma ioniza
da. E1 uso del término de microelectroforesis para describir es-
ta técnica es, en rigor, mis correcto, ya que deja paso a la posi
bilidad de que no toda la sustancia se libera desde la pipeta en .
forma ionizada. En efecto, siempre existe un componente de elec

troosmosis cuando se utiliza esta técnica, pero,como en todo ca-

s0, una gran proporcidén de la sustancia contenida en la pipeta
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sale en forma ionizada cuando se aplica una corriente de signo ade
cuado, el término de microiontoforesis se ha generalizado para de

signar esta técnica.

El principio b&sico de 1a técnica, radica en la aplicacidn de
una corriente a través de la micropipeta para ocasionar la salida
de la sustancia contenida en su interiof en forma ionizada. De
esta forma, se produce la salida de cationes cuando la corriente
que se aplica al interior de la pipeta es positiva; equivale a ha
cer el interior de la pipeta positivo con respecto al medio exte-
rior. Inversamente, la aplicacién de una corriente de signo nega
tivo origina la salida de aniones desde la punta de la pipeta ha-
cia el exterior. A esta corriente se le denomina "corriente de
eyeccidn" o "corriente electroforética", o "corriente de pulso

electroforético”.

Para prevenir el flujo de iones desde la punta de la micrdpipg
ta cuando ésta no se utiliza o entre pulso y pulso electroforéti-
co, se aplica una corriente continua de polaridad opuesta a la co
rriente de eyeccién. A esta corriente se le denomina '"corriente

de retencidn" o 'corriente de freno".

En el estudio de la técnica de microiontoforesis, hay que con-

siderar varios aspectos de la misma. Entre éstos, los més impor-

.

tantes son:

- liberacidn esponténea de la sustancia desde la micropi-

peta
- corriente de freno
- pulso de eyeccién electroforético

- componente electroosmbtico
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.

2l-Liberacidn esponténea, eflujo esponténeo, de la sustancia desde

la punta de la micropipeta

En la préctica, el eflujo espontlneo puede reducirse aplican-
do una corrienté de freno adecuada. Sin embargo, no se puede su
primir del todo con ning(n valor finito de cqrriente de freno y,
ademés estas corrientes "vacian" la punta de la pipeta de su con
tenido de sustancia activa. 806lo creando una solucibén extremada
mente diluida inmediatamente dentro de -la punta del electrodo,
‘puede la corriente de frepo contrarrestar el flujo continuo y es
pontlneo desde la punta de la micropipeta (BRADSHAW y SZABADI,
1974) .

Aungue, en general, la existencia de un "pool'" de liquido iﬁeg
te dentro de la punta del microelectrodo no tiene mayores conse-
cuencias, en ciertas condiciones experimentales puede ser demasia
do grande y consecuentemente se ve reducida la cantidad de iones
activos que pueden ser liberados por la aplicacibén de una corrien

te electroforética (BRADSHAW,et al.(1973)

El eflujo espontineo de sustancia desde las micropipetas es de

bido a dos factores:

- difusidn de 1a sustancia desde el interior hacia el exte-

rior

- flujo masivo de la sustancia debido a la presibdn hidrosté
tica creada por la columna vertical de fluido contenida en

en interior del microelectrodo.

El estudio tebrico de ambos factores fue abordado por KRNJEVIC,
MITCHELL y SZERB (1963 ).

Difusién

Se asume que la porcidn mis estrecha de la micropipeta tiene la



-125-

*

forma de un cono:

la difusidén viene dada por:

Qp = D 7 r2dc /dt

Qp: difusibn en moles/sec.
D: coeficiente de difusién
r: radio interno de la pipeta

dc/dl: gradiente de concentracibn dentro de la pipeta

El radio r yv la longitud 1 estin relacionados de forma que:

sen@ /N Y

t B nC I =
an @ cos@ “in /==

dl:=dr/tg @

h: hipotenusa del trifngulo rectangulo cuyos catetos sonr y 1

4ngulo formado entre el eje de la pipeta y su pared interna

sustituyendo

0p:Dmrdcsdritg@
6D dr

op:=D me? tg 8dc/dr = dc/dr=
. De2g B

integrando entre 1os 1imitesr! y 2

12 . .
C_I @b dr_ QD dr ]
il Dnrztge Dﬂtge 2 pm

ap 1 1]

C -

-

Dmtg @ Y2 T
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c ao [l 1 ]
ol L2

.Contgf
Vsl - 12

r1: radio interno de la punta

r2: radio interno del extremo opuesto a la punta

como:
r2 >>1r1
12 <<yn
y 1/r2 =0
oD - cCDn\wg@

Vel

GD:C D7migf 1

Flujo masivo

La importancia del flujo masivo -eflujo esponténeo ocasionado
por la presidn hidrostética-, fue realzada por KRNJEVIC, MITCHELL
'y SZERB (1963 ). Estos autores observaron que en ausencia de una
corriente de freno, el eflujo esponténeo de la sustancia conteni-
da dentro de la micropipeta, estaba en relacidn con la resistencia
de los electrodos.

Los resultados experimentales de KRNJEVIC, se ajustan con una
curva tebrica que relaciona la liberacidn esponténea con sbélo dos

parametros:

- 1a concentracién de la sustancia en el microelectrodo
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- la "forma fisica" de las puntas de los microelectrodos.

Sobre esta base se sugirid que el eflujo esponténeo de la sus-
tancia activa -—-acetilcolina en los estudios de KRNJEVIC, MITCHELL
y éiERB—, desde un microelectrodo, no era solamente debido a una
difusidn de iones desde la solucidn concentrada en el interior de
la micropipeta hacia el medio externo, sino que también era el re
sultado de un flujo masivo debido a la presidén hidrostltica exis-

tente en el interior del microelectrodo.

El estudio téorico y experimental del flujo masivo fue realiza

do por KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB (1963).
El filujo masivo viene dado por:

4
v- ' dpsdl

87
V : flujo masivo en ml/sec

7 : coeficiente de viscosidad

dp/dl: gradiente de presién

teniendo en cuenta que:
tg @ =sen @ /cos@ =r/}
l=r/tg@
dl =dr/tg@

tgb «ﬁ/dt) se puede sustituir por dp/dl y tenemos:

4
V:Zt_r 190 IE_P_
dr

.. 87
vVdr 8
piGYT- b4
ven

dpﬂge 7 ar
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r2 p
Vg r
p= i
rl 196 7t
r2 2

Integrando:
r
Y 3yr2 -3 3
p=81‘lv ]r"‘ gr=B8TV r ] 8BV 2™
tgh n | to0 1 -3 jyw9emi-3 -3

y-_Pto6 m
) 3 3 '
v 1
877[-3 .3]
.op ot 7
V= 98

Teniendo en cuenta que la cantidad de sustancia que se libera

desde 1a punta de la micropipeta por flujo masivo es:

Ot = V- C
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Qff  : Cantidad de ACh 1liberada por flujo masivo en moles.
v : flujo masivo en ml/sec.
C . Concentracién de ACh.

el flujo esponténeo total seré:

0 -0 flujo masivo + Q difusion

C. 3p 11
Q:0fl-QD: 7 tgBCi (Drte ——
81

3
ipril
T tg B Ci(Drh ———)
&n

2

f»X3
"

y:' Ofl Ipr1
oD enD

Por tanto, la liberacién espontinea total es funcién del di&metro

de 1la punta de la micropipeta.

En la practica, el radio interno de la punta de la micropipeta
no se puede medir con exactitud a menos que la punta sea excesiva

mente grande. Sin embargo, r, se puede estimar si se conoce la re

1
sistencia eléctrica de la micropipeta (KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB,

1963 ).

Si se considéra la pipeta come un cono hueco, la resistencia

de un. segmento de longitud dl, viene dada por:

pi- L9
7tr2
pi : resistencia especifica de la solucibdn interna {(se asume que

es constante).

Ri : resistencia de la pipeta en MQ
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si se sustituye dr/tanf por di:

Ri i1 dr/tg®
i= P

. 7T 2

la resistencia total es:

Ri pi dr
s —
T g 12

r2
i pi dr
ts
4 mtg0 r2

Rl-_B_I__ L
tt98 (2} r2
como r2 >>1r1
Ri- P
gl -

-1
Riz pilsigBr)
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Cuando se sustituyen pi y 8 por sus valores reales en micro-

pipetas con ACh 3M., la ecuacidn anterior se simplifica a:

r,= 3.09 ry™’

r,: radio interno de la punta de la pipeta
R : resistencia de la pipeta
Por tanto, en el terreno tebrico y experimental, el eflujo es
ponténeo de material desde las micropipetas, aumenta considerable

"mente a medida que aumenta el radio interno de la punta.

Seglin KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB, cuando el radio interno es
mayor de 0.125 Micras, el flujo masivo es mayor que el flujo por
difusidén y cuando la punta del electrodo es mayor de 0.4 Micras,
el flujo masivo representa el 90% de la totalidad de la liberacién

esponténea.

3l-Limitacidén del flujo espontlneoc por corriente de freno

Como postulado bisico hay que destacar que ninglin valor finito
de corriente de freno puede suprimir completamente el fiujo espon
tineo. Por otra parte, es importante tener en cuenta que la co-
rriente de freno es un proceso tiempo dependiente, y la nocidbn de
Forrientg de freno "precisa y adecuada'" que fue introducida por

CURTIS en 1963 es un concepto que debe someterse a revisiébn.

Para CURTIS, cualquier valor de corriente de freno, aunque de
poca intensidad, con el tiempo deberia suprimir completamente la
liberacidén espontinea. Este postulado de CURTIS, no se ajusta a

la realidad, ni a la naturaleza fisica del proceso de difusidn.

PURVES (1977), abordd el problema de la corriente de freno deg
de un punto de vista tedrico. Se considera la pipeta como un cono

truncado:
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En estas condiciones, €l flujo g para una corriente aplicada 1 es:

' !
Q= 1
21F(exp[|/2ﬂ 2FDCo 6a]-1 )

El flujo por difusidn cuando I=0 es:

qD=7 DCo O a

q: flujo de ACh
intensidad de corriente aplicada
z: valencia
constante de Faraday
D: coeficiente de difusibn
Co: concentracibén de ACh
65 &ngulo formado entre el eje de la pipeta y la superficie in

terna

Si el equivalente de Faraday -considerando un nOmero de trans-
porte de 0.5-, de la corriente aplicada es:

1
2z F

la ecuacidén 1 toma la siguiente forma:

- QF
—exp[qF/qm -1

Los resultados de la ecuacidn 4 se ilustran en la siguiente gré

fica:
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Qq/qD
L
2t /
//‘"'
i 70 2 & 6
c.de freno c. de eyeccion
qF/qD .

...... equivalente de Faraday

tomado de: The release of drugs from iontophoretic
pipettes (Purves 1977)

Por tanto:

“
- en la regidn de bajasy intensidades de corriente la relacibdn

no es lineal

- el eflujo disminuye ASINTOTICAMENTE hacia cero a medida que

se aumenta la intensidad de la corriente de freno

- a medida que se aumenta la intensidad de la corriente de
eyeccidn, hay una aproximacidn asintbdtica hacia’ el equiva-

lente de Faraday

e iy

En ia préctica, el eflujo espontaneo puede reducirse notable-
mente si se utilizan micropipetas con diémetros de punta del orden
del minimo compatible con la liberacién de sustancias ionizadas du
rante la microiontoforesis. Este "minimo compatible", sblo puede
establecerse en el curso de la experimentacidn y varia de acuerdo

cdndlas propiedades fisicas de cada pipeta. Si sobreafiadido a es-
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te factor de "didmetro minimo compatible" se aplica.una corriente
de freno, la liberacidn espontéinea puede reducirse a un minimo;
minimo, que a su vez, debe ser compatible con la liberacidn de sus
tancias ionizadas desde la micropipeta. Este litimo factor es im
portante, ya que hay que tener presente que la aplicacidén de una
corriente de freno muy intensa puede "vaciar" completamente la pun

ta de la micropipeta de sustancia activa.

KELLY (1975), ha abordado el estudio de la corriente de freno
desde otro punto de vista. Este autor considera que inmediatamen
te después de la inmersién de la punta de la micropipeta en el me
dio externo acuoso, se establece un gradiente de concentracidn epn
tre la solucidn contenida en el interior del electrodo y dicho me
dio externo. En estas condiciones, la liberacidén esponténea debi
da a difusibn, se veri en parte, contrarrestada por la entrada
de agua dentro de la punta de la micropipeta. Esta entrada de
agua, se realiza a favor de la alta presidn osmdtica que se esta-
blece en la solucidn concentrada que se encuentra contenida en el
interior del electrodo. E1 resultado inmediato de esta entrada
de agua, es la dilucidn de la soluciébén contenida en la punta de la
pipeta y ésto a su vez produce una disminucibdn en la cantidad de
sustancia activa liberada esponténeamente por difusidn y flujo ma
sivo. En estas condiciones, la aplicacibdn de una corriente de fre
no, alin si es de minima intensidad, reucird alin m&s la concentra-
cidn de sustancia activa en la punta del electrodo. De esta for-
ma, el efecto de la corriente de freno es crear una interfase de
sottigidén diluida dentro de la punta de la micropipeta que delimi-
ta la solucidn contenida en el interior del electrodo y el medio
externo. La magnitud de esta interfase dependeri de dos parame-

tros:

- amplitud de la corriente de freno y
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— duracibén de la corriente de freno.

Con el tiempo, la punta del microelectrodo puede llegar a va-
ciarse de material activo, y la liberacidén esponténea disminuira

riotablemente en sus dos vertientes:

-~ liberacidn espontinea por flujo masivo y

-~ liberacidn esponténea por difusidn

Una de las consecuencias de la corriente de freno, por tanto,
es el vaciamiento de la punta del electrodo de sustancia activa.
De esta forma, aunque persista la liberacién esponténea por flu-
jo masivo, &sta resultard en una liberacién inactiva, libre de ma

terial activo.

La dilucidbén de la solucién contenida dentro de la punta del
electrodo es un mal necesario. Es necesario, ya que de esta for-
ma se evita la liberacidn espontinea de sustancia activa. Es un
mal, ya que retrasa la liberacidn de sustancia activa durante un
pulso electroforético subsiguiente y ademis produce la disminucidn
global de sustancia activa liberada durante la aplicacidn de un

pulso electrcforético.

{)-Liberacidén de sustancias ionizadas durante la aplicacibén de un

pulso de corriente electroforética

La aplicacidn de una corriente electroforética de adecuada du-
'racién y polaridad, a través de una micropipeta, produce la libe-
ratidén de iones desde la punta del electrodo. El grado de libera
cibn de sustancias ionizadas viene determinado, en parte, péb la
intensidad I de la corriente aplicada. Simplificando, se puede
por tanto establecer que, aparentemente, la cantidad total de io-
nes que sale de la pipeta obedece l1a ley de Faraday:

0 = It (1—“)’1
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Q= Microculombios
I= nanoamperios
t= segundos

F= constante de Faraday: 96500

En l1a préctica, sin embargo, se ha visto que el flujo idnico
debido a la aplicacibén de una corriente de pulso electroforético
no se ajusta a esta ecuacidn y por ello se introduce el concepto
de "nimero de transporte” como primer factor de correccidén. E1
nimero de transporte de un ibén representa la proporcidén de la car
ga total que pasa a través de un microelecfrodo durante 1la aplicg
cibén de una corriente electroforética. Esta proporcidn es la par
té de la carga total que es transportada por un ibén determinado y

viene dado por:
- Numero de transporte= n F/Q

n; cantidad de sustancia ionizada liberada desde la micropipeta
F; Faraday

Q; Culombios

KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB (1963 ) y CURTIS (1964), determing
rcn experimentalmente el niimero de transporte de la acetilcolina;

KRNJEVIC, encontrb un valor de 0.4 y CURTIS un valor de 0.5.

Estos resultados sugerian que la liberacibén de acetilcolina des
de micropipetas que contenian una solucibén concentrada de esta sus
tancia en forma ionizada era muy eficaz, ya que el numero de trans
porte de la ACh estaba muy cerca del valor 6ptimo de 0.5. Sin em-
bargo, estos resultados que habian sido obtenidos in vitro, dista-
ban mucho de la situacidn real que se manejaba durante 1a experi-
mentacidn con una preparacidn bioldgica. KELLY (1975), destaca,

que alin utilizando micropipetas en condiciones dptimas, se obser
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vé qué el nimero de transporte para una misma'sustancia varia de
un microelectrodo a otro de una manera totalmente impredecible.

Esta incapacidad de predecir la cantidad real de sustancia ioni-
zada liberada a través de un microelectrodo y en respuesta a la

aplicacidén de un pulso de corriente dado, ha determinado que en

la préctica las dosis utilizadas en microiontoforesis se expresen
en Microculombios o en nanoamperios y segundos. Esto equivale a
expresar la dosis de sustancia ionizada en términos de carga to-
tal que pasa a través del microelectrodo. Esta aproximacidn, en
cubre las dificultades inherentes a la técnica, pero tiene un va

lor préctico y por ello se ha hecho habitual.

Los primeros estudios (CURTIS, 1964), (KRNJEVIC, MITCHELL y
SZERB, 1963 ), establecieron que existia una relacidn lineal en-
tre la intensidad de corriente de pulso electroforético aplicada
y la cantidad de sustancia ionizada liberada desde la pipeta.
Estoc equivale a establecer una relacidén de proporcionalidad direc
ta entre la amplitud de la corriente de eyeccibdn y la cantidad de
sustancia activa liberada. CLARKE, HILL y SIMMONDS (1973) y PUR-
VES (1977), han demostrado que esto es una simplificacidn extrema
del problema y que no existe una relacidn lineal entre ambos fac-
tores, excepto en aquellas situaciones experimentales en que se

utilizan grandes intensidades de corriente electroforética.

PURVES (1977) abordb el problema desde un punto de vista tedri
co experimental. Como una primera aproximacibn, supone, que tras
la aplicacidn de un pulso electroforético, se libera el equivalen
te de Faraday Q/2zF (para un nimero de transporte= 0.5). Sin em-
bargo, hay que tener en cuenta que la punta de la pipeta se ha va
ciado de sustancia ionizada, debido a la liberacibn esponténea y
por el efecto de lz corriente de freno. Por ésto, la cantidad de

sustancia activa A, que se libera por aplicacién de un pulso elec
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troforético, seri casi siempre menor que el equivalente de Fara-

day Q/2zF. E1 valor de A, viene dado por la siguiente ecuacidn:

. rz{exp[——ﬁ-——q[:(hr") I}
A = Coq)/ avr dr
A exp[qF/qD]-1

A: cantidad de sustancia activa liberada

@: angulo sblido
Co: concentracibén de la solucibn
gF: equivalencia de Faraday
qD: flujo por difusibn

r: radio interno de la pipeta
ro: radio de la esfera que trunca la pipeta

6: &ngulo formado entre el eje y la superficie interna de la pi-

peta

La siguiente figura ilustra A en funcidn de Q, para una pipeta
tipica con 28 = 8", didmetro de punta 2a= 0.5 Micras y Co= 0.5 M.
La relacidn no es lineal y muestra una curvatura positiva en la
regibén de pulsos electroforéticos de poéa amplitud. Las corrien
tes de freno de gran amplitud, disminuyen la liberacidn de sustan

cia activa durante un pulso electroforético:
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75]
A/ mol P

05 10 15
Q/nC

----- equivalente de TFaraday

tomado de: The release of drugs from
iontophoretic pipettes
{Purves 1977)

Experimentalmente, CLARKE, HILL y SIMMONDS (1973) y PURVES
(1977), demuestran que la liberacidén de 1a sustancia ionizada no
ocurre de manera inmediata tras la aplicacibén de un pulso electro
forético. Cuando los pulsos son de poca amplitud, el retardo en-
tre la aplicacidn del mismo y el comienzo de liberacién de sustan
cia ionizada se incrementa considerablemente. De esta forma, si
ademés se utilizan pulsos electroforéticos de corta duracién, 1la
cantidad total de sustancia ionizada se veri también reducida.
Este efecto puede, en parte, ser compensado reduciendo la intensi

dad de la corriente de freno.

También es importante la duracidén de la corriente de freno,
pues corrientes de freno excesivamente prolongadas pueden retra-
sar el inicio de la liberacidn de la sustancia activa. Las co-

rrientes de frenc de poca intensidad, también producen este efec
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to si se aplican durante intervalos excesivamente largos.

Al inicio de la corriente electroforética, sbélo una fraccidn
del flujo de corriente, es llevada por la sustancia activa ioni-
zada que se libera desde la micropipeta hacia el medic. E1 res—'
to del flujo de corriente ocasiona la inversibén de la situacidn
de dilucibn en la punta del electrodo. Esta dilucidn es debida

a la aplicacién de la corriente de freno.

Todo esto sugiere, la importancia de adecuar correctamente 1la
amplitud y duracién de la corriente de freno y la amplitud y du-
racibén de 1z corriente electroforética. Esto sbdlo se logra en el
terreno experimental y depende de las propiedades fisicas de la

pipeta que se utiliza y de la preparacibén bioldgica que se emplea.

HOFFER, NEFF y SIGGINS (1971), describen la existencia de mi
cropipetas que permiten el paso de corriente, pero no liberan sus
tancia activa ionizaaa al medio. Los mismos autores, establecen
que estas pipetas pueden ser reconocidas durante el trabajo expe
rimental porque se trata de pipetas'muy "ruidosas'. En efecto,
estas pipetas producen un aumento notable de un ruido de alta fre
cuencia que es recogido en los registros eléctricos realizados

desde un canal adyacente del mismo electrodo.

Este hecho debe ser tenido en cuenta, pues micropipetas adecua
das en cuanto a tamafio de punta, resistencia y capacidad para pa-
sar corriente pueden resultar ineficaces al no liberar sustancia

activa desde su interior.

KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB (1963 ) y HOFFER y NEFF y SIGGINS,
(1971), sugieren que las puntas de las citadas pipetas, podian es
tar bloquéadas por una membrana semipermeable que permite el paso
de sdlo una fraccidén de iones presentes en la solucidn acuosa con
tenida en el interior de la micropipeta, pero que no permite el
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paso de la sustancia activa. Estas membranas se formarian muy fre

cuentemente en los electrodos.

Por otra parte, KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB (1963 ), sugieren
que la corriente puede fluir por "conductancia de superficie"” a
lo largo de la superficie interior del vidrio aun cuando la pun
ta de la pipeta esti obstruida. Este flujo de corriente por con
ductancia de superficie, puede ectar mediado por iones como el
sodio y el potasio, que se encuentran como cargas fijas en la su

perficie del vidrio.
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5.ELECTROOSMOSIS

Durante la inyeccibén electroforética de una sustancia desde
una micropipeta de vidrio, se produce -ademids de la iontoforesis-

el fenbdmeno de electroosmosis.

La electroosmosis, es el movimiento de sclvente que arrastra
consigo particulas o sustancias disueltas. Este movimiento de
solvente, es una consecuencia de la presencia de cargas fijas en
la superficie interior del vidrio de la micropipeta. De forma
que cuando se aplica una corriente a través del microelectrodo se
produce un movimiento iontoforético y un fenbdmeno de electrcosmo-
sis. En una solucioun salina concentrada, las particulas se mue-
ven fundamentalmente por iontoforesis. La electroosmosis es mas
evidente cuahdo la pipeta contiene una solucidén de baja fuerza

idnica, poco concentrada.

Generalmente, el vidrio estd cargado negativamente y por ello
se produce un flujo dirigido hacia el exterior cuando se aplica
una corriente positiva a través de la micropipeta. Este flujo,
es significativo sblo cuando la punta del electrodo es extremada
mente pequefia y cuando el namero de cationes presentes en la solu

cibn contenida en la pipeta es muy bajo.

El fiujo electroosmbdtico viene dado por:

V:_*q_’.L?._F_E_T_.—
¢ 1300

v(ml); volumen de liquido transportado por segundo a través de
un tubo de longitud 1 y de radio r, cuando se aplica un

potencial de E voltios
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@(voltios); potencial electrocinético o potencial zeta
£ ; constante dieléctrica del solvente

ﬁ ; coeficiente de viscosidad de la solucién

Esta ecuacidn se simplifica a:

7tr2|1E
1

V=

f(cm. por voltio/seg.)= movilidad electrcosmbtica

- 8i sé considera que 1a& porcibn terminal de la pipeta es cilindri-

ca; esta ecuacidn se puede simplificar afin més:

v=pnip
p = resistencia especifica de la solucidn
por tanto,
MO:.—G—H.L.
103

moles/seg; flujo electroosmbtico

w

moles/litro; concentracidén de la solucién en el interior de la

micropipeta
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6)-FLUJO ELECTROFORETICO TOTAL

Como el flujo electroforético total es la suma del flujo iéni

co y flujo electroosmbtico, el flujo total seré:
M = Mi + Mo

Mi; flujo iontoforético

Mo; flujo electroosmbdtico

En un caso ideal el flujo iontoforético viene dado por:
Miz D
2 F
M; moles/seg. (flujo idbnico)
n; nimero de transporte
i; intensidad de corriente
F; Cté. de Faraday

Por tanto, el flujo electroforético total seré:

M:MiéMO:-ﬂ—' . Cp'p
2 F 10

Las concentraciones de sustancia ionizada liberada que se al-
tanzan en la proximidad de la punta del electrcdo cuando se apli
ca un pulso electroforético a través de la micropipeta, dependen
de la cantidad de sustancia liberada, de la naturaleza del medio
externo y de la presencia de barreras de difusidn en este medio.
En la préctica, este problema se puede enfocar de manera sencilla
si se asume que toda la cantidad de sustancia activa se libera
instantaneamente desde la punta del microelectrodo. De esta for
ma, es posible aproximarse a la determinacidn de la concentra-~
ciébn de la sustancia activa liberada en un punto situado a una

distancia variable de la punta del electrodo.
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La concentracién de la sustancia a una distanciar de la pun-
ta del electrodo esti en funcidn del tiempo y de la distancia y
viene dado por (DEL CASTILLO y KATZ, 1955):

[c]=_°____ exp (-r2/4K1t) 1
B(7 Kt )1S

[C] ; concentracidn de la sustancia activa liberada desde la pun
ta del microelectrodo
; cantidad de sustancia liberada
t= 0 tiempo
. r= 0 distancia entre la punta de la pipeta y un punto x ideal

K; coeficiente de difusidén de ACh (8x10~% cm? seg~1)

) Los cambics de concentracidn tienen la forma de una onda mo
nofisica (ecuacidén 1). La concentracidén méxima alcanzada a la

distancia r, viene dada por:

Qexp(-1.5)

C =
[e]mex 8r3(7m/6) 0

Esta C max. ocurre a un tiempo determinado, T maximo

2
Tmax = ..r_
6K

Experimentalmente, DEL CASTILLO y KATZ (1955), demostraron que
los‘cambios en amplitud y curso temporal del potencial de ACh que
se observan cuando se varia la distancia entre la punta del elec-
trcdo y lcs receptores, se ajustan de una manera general, con 10S
principios de difusidén., Esta teoria simplificada, excluye muchos
factores pero tiene el valor real de demostrar la validez de 1las
ecuaciones de difusidén en la técﬁica de la microiontoforesis. DEL
CASTILLO y KATZ, llevaron a cabo sus experimentos en las fibras

musculares del misculo sartorio de la rana.
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7-REALIZACION PRACTICA DE LA TECNICA DE MICROIQNTOFORESIS

Durante la realizacidn préctica de la técnica de microiontofo-
resis, se encuentran desviaciones de los resultados predichos por
los estudios tebricos del'problema. En apartados anteriores nos
hemos referido a ectas desviaciones y hemos hecho referencia a ca
si todos los problemas' inherentes a la microiontoforesis. Nues~
tro propbsito, es ahora describir cbébmo hemos realizado la técnica,
resaltando nuestra particular manera de obviar o reducir los de-

fectos inherentes a la misma.

Concentracidn de sustancia activa

No se puede cuantificar con exactitud la concentracidén de sus-
tancia activa que se obtiene a determinada distancia de la punta
de la micropipeta. Por ello, la dosis se expresa en funcidn de
la intensidad y amplitud de la corriente de pulso electroforético
en mv/nC. Teniendo esto presente, nosotros hemos realizado una
curva o gréfica de sensibilidad para cada una de las drogas utili

zadas iontoforéticamente en la preparacibn biolbgica.

Control de difusibdn y flujo esponténeo

Para evitar una difusidén de sustancia activa en exceso o pérdi
da continua de la misma por flujo masivo, hemos trabajado tenien--

. do en cuenta dos factores:

- las pipetas se han llenado con soluciones diluidas de la
droga problema,'con concentracicnes de sustancia activa
del orden de 3x10~3 Molar. En efecto, para la mayoria de
los autores (CURTIS, 1964); BRADSHAW y SZABADI, 1974), ég
ta es la forma mis eficaz de prevenir una pérdida excesiva

y continuada de sustancia activa.
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- la impedancia de las pipetas utilizadas ha sido del orden
de la maxima compatible con la eyeccidén de sustancia acti
va. En este sentido, hemos valorado como referencia la

respuesta de la membrana post-siniptica al carbacol.

Se ha afiadido otro factor>de seguridad referente a la edad de
las pipetas, utilizando aquellas que no sobrepasaban las 72 horas

desde el momento de su llenado.

Evitacidén de vaciamiento de la punta de la pipeta de sustancia

activa

Con esta finalidad, hemos utilizado una corriente de freno mi
nima ccmpatible con la técnica, valorando para ello la estabili-
dad del potencial de membrana y del potencial electroforético du
rante el experimento. Ademds, entre cada experimento, quitamos
la corriente de freno para evitar una accién demasiado continua-
da de la misma, que podria vaciar la punta del electrodo de su

contenido en sustancia activa.

BRADSHAW, SZABADI y ROBERTS (1973 ) y KATZ y STEINBERG (1976),
estudiaron globalmente lo0s problemas practicos que presentaba la
técnica de iontoforesis y llegaron a la conclusién de que el cur
so temporal de las respuestas a una droga determinada, viene de-
finida principalmente por los parametros de las corrientes de fre
no y eyeccién. Se concluye, que no se pueden obtener respuestas
reproducibles y rigurosas, a menos que, los parametros de las co
rrientes de freno y eyeccidén se mantengan constantes durante to-
da 1a experimentacidén. En la linea de este razonamiento y valo-
racibén préctica, nosotros hemos realizado la microiontoforesis,
valiéndonos de un programador de microiontoforesis de corriente
constante.

La Gnica limitacidn experimental del sistema de corriente cong
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tante utilizado en nuestro trabajo, viene definida por el limite
maximo de 100 voltios que no deben ser superados como producto en
tre la resistencia de la pipeta y la intensidad de corriente de
salida. Esta limitacidn provee un margen extremadamente amplio pa

ra la realizacidn correcta de la técnica.

El programador de microiontoforesis, W.P.I. 160, consta de dcs
salidas de corriente constante, 1o cual permite ajustar indepen-
dientemente las corrientes de freno y eyeccibébn. Ademis, estos pa
rémetros pueden ser monitorizados continuadamente con la ayuda de

la escala graduada que con este fin posee el programador.

El pulso es visualizado en un osciloscopio Hewlett "ackard 1201
B, pasandolc previamente a través de una resistencia conocida, de
modo que, aplicando la ley de Ohm podemos averiguar la intensidad
de la sefial visualizada y contrastarla con la de la escala gradua

da del programador.

La entrada del mddulo de programacibén de microiontoforesis, se
conecta a un generador de pulsos W.P.I. 831 ; a un generador de
intervalos W.P.I. 830, de modo que los parémetros duracidn y retar
do del pulso pueden ser prefijados convenientemente. Este factor
tiene relevancia, ya que para la realizacidn adecuada de la técni
ca, los pulsos de eyeccidn deben aplicarse a intervalos regulares

{BRADSHAW, SZABADI y ROBERTS 1973 ).

En 1o que respecta a la duracidn de los pulsos, hemos trabaja-
do con pulsos no superiores a 500 msec. para obviar cualquier ti-
po de artefacto o componente eléctrico en las respuestas a la apli
cacidn de drogas iontoforéticamente. Con la misma finalidad, no

hemos superado 10s 200 nA de intensidad en los pulsos de eyeccidn.

En la realizacidén experimental del presente trabajo, hemos uti

lizado dos mddulos de programacidn de microiontcforesis W.P.1.160,
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un generador de intervalos W.P.I. 830 y dos generadores de pulso

wW.P.1. 831.

D)~ SOLUCIONES

En el estudio del potencial de membrana de la fibra muscular
del sartorio y su dependencia de la concentracidn extracelular de
pctasio, utilizamos una solucién Ringer convencional y una serie
de soluciones Ringer isotbnicas con la anterior pero libres de clo
ro, sulfatadas y con concentraciones de potasio de 0 a 80 mM/1

(HODGKIN y HOROWICZ, 1959).
Estas soluciones tienen la siguiente composicidn:

Solucidn Ringer convencional

mM/1
K 2.5
c1 121
Na 120
Ca 1.8
HPO4 2.15
H2P04 0.85

Soluciones isotbdnicas con el Ringer convencional, libres de cloro

sulfatadas y con concentraciones de K que varian de O a 80 mM/1

Solucidén A mM/ 1 Solucidn B mM/1

K 0] K 80

C1 o] Cl 0
Na 83 Na 3

Ca 8 ‘ Ca 8
HPO4 1.08 HPO4 1.08
H2PO4 ‘ 0.43 H2P0O4 0.43
504 48 504 48

Sacarosa 113 Sacarosa 113

i
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Para preparar un litro de estas soluciones, se toman 797 ml de
CaS04 0.01 M y el resto de los componentes en las siguientes pro-
porciones (HODGKIN y HOROWICZ, 1959):

Solucibén A ' ' Solucidén B

797 ml de CaS04 .01M 797 ml de CaS04 .01MM

80 ml de Na2S04 .5M 80 ml de K2S04 . 5M

10 ml1 de Na-P buffer .15M 10 ml de Na-P buffer .15M
113 ml de Sacarosa 1 M 113 ml de Sacarosa 1 M )

Para hacer soluciones con diferentes concentraciones de potasio

se mezclan las soluciones A y B en estas proporciones:

Concentracién de K Solucidn B Solucibn A
en mM/1 ml ml
0.5 1 160
1 1 79
2.5 1 31
5 1 15
10 1 7
20 1 3
50 1 0.6
80 : 17 o

En los demiAs experimentos, hemos empleado un Ringer convencio-
nal (NaCl 115 mM; KC1 2 mM; CaCl 1.8 mM). El1 pH del mismo se ha
controlado sistemadticamente, valiéndonos para ello, de un medidor

digital de pH Crison.

En los experimentos de control, hemos usado un Ringer a pH6.8-7
sin tamponar. Una vez establecidos los parémetros correspondien-
tes a.las propiedades pasivas y respuestas electroforéticas a las
“diferentes drogas ern esta solucidn, hemos procedido a tamponar el

Ringer con Tris Maleatc a pH 6, 7 y 8._



E)- DROGAS

nombre

Carbacol

O-iodoso
benzoato

Ditiobis-
nitrobenzoato

Ditiotreitol
2 mercapto-
etanol
tubocurarina
B bungaro-

toxina

(1) soluble en
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propiedad

agente
colinérgico

oxidante
de grupos SH

reductor de grupos
sulfhidrilos

‘anticolinérgico

bloqueador pre-
sinéptico

etanol

F)- MICROPIPETAS -

solubilidad en concentracibn
agua en el interior
de la pipeta
XXX 0.25 M
X 3 x 10-3 M
X (I) "
;XXX "
XXX 14.2 M
XXX baﬁo:10’6M
bafio: 5figr /mi
XXX

Se han utilizado micropipetas de vidrio pyrex, de fabricacidn

manual.

B

El procedimientc de llenado ha sido el de someterlas a ebulli-

v
cidén en un sistema que permite realizar el vacio.

Las pipetas de

registro se han llenado de una solucidén de KC! 3 Molar, las pipe-

tas de droga se llenan de agua destilada por ebullicidén y poste-

riormente se vacian por aspiracidén y vuelven a llenar con la solu

cidn que contiene la droga.
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’

Las micropipetas de droga no se utilizan hasta transcurridas
24 horas desde el momento de su llenado. De esta forma, se ase-

gura la difusidn de la droga hasta la punta de la pipeta.

Todas las pipetas son sometidas a control visual bajo micros-
copio antes de llenarlas con KC1l o solucidn de droga. Se desechan
todas aquellas que presentan una gran desproporcién de permeabili-

dad entre ambos canales.y aquellas con punta defectuosa.

Control de impedancia de las micropipetas

Desde un generador de pulsos Tektronix P.G.505, se aplica un
pulso triangular y simétrico de amplitud y duracidén conocidas y
con una frecuencia de 1KHz a través de la pipeta. La sefial se re-
coge y visualiza en un osciloscopio, pasindola previamente por una
resistencia conocida, de modo que, midiendo la caida de voltaje y
aplicando la ley de Ohm se cuantifica la impedancia de 10s elec-

trodos.

La impedancia de los electrodos de registro utilizados ha sido
del orden de 10 a 20 Megaohms. Se han desechado los eletrodos

ruidosgos.

La impedancia de las pipetas de droga empleadas, ha oscilado en
tre 40 y 90 Megaohms. Hemos preferide siempre aquellas que tenien
do una resistencia alta se han mostrado permeables al paso de la
droga durante la experimentacibén. Este Gltimo factor, sdlo es eva
luable en el curso de la iontoforesis y requiere la aparicién de

una respuesta electroforética para su confirmacién.

G)- ANIMALES DE EXPERIMEN%ACION

En todos nuestros experimentos hemos utilizado la preparaciébn

del mQsculo sartorio, aislado o con nervio, de la rana comimn.

La diseccidn se realiza bajo lupa binocular Zeiss (x10) emplean

do material quirGrgico de microcirugia.
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Una vez disecado, el misculo se monta sobre un cilindro de plés
tico con su superficie interna expuesta hacia arriba. E1 disposi
tivo se lleva al bafio de experimentacidn donde se sumerge en el

Ringer adecuado.

H)- CONTROL DE TEMPERATURA

Se ha realizado por medio de un multimetro digital Tektronix
D M502, con termistor sumergido en el bafio de la preparacién por
el que circulaba agua con una temperatura controlada por un ter-

mostato y por un bafio refrigerado Selecta.

la temperatura ha oscilado entre los 17 y 20 grados C. durante

los experimentos.

I)~ CAMARA DE EXPERIMENTACION

Consta fundamentalmente de una clmara de Faraday, el bafio de

la preparacidn y unos micromanipuladores Zeiss Jena.

Los micromanipuladores permiten, previa fijacién de los elec-
trodos, la movilizacibén de los mismos en sentido vertical y hori
zontal. De esta forma, realizamos 1los registros intracelulares y
la microiontoforesis bajo control visual mediante la utilizacidn

dé una lupa binocular Nikon (20 x 4).

Hemos obviado, en gran parte, el problema de ruido mecénico con

el udo de una mesa antivibratoria Micro G Backer Loring.



V- RESULTADGOS
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Con la finalidad de constatar 1a viabilidad de nuestra prepara-
cidén, hemos comenzado el trabajo experimental estableciendo 1os pa
rémetros bioeléctricos ccnvencionales de las fibras musculares del
sartorio de 1a rana; potencial de membrana y propiedades pasivas
de 12 misma. E1 estudio de estos parametros se ha realizado si-
guiendo lineas experimentales clésicas citadas en material y méto

dos..

Consideramos imprescindible este paso previo a la realizacidbdn
de la técnica electroforética para la correcta interpretacibén de
ulteriores resultados. Ello es debido a que, en principio, cual-
quier interpretacibén sobre mecanismos fisioldgicos sinapticos, a
nuéstro Juicio, requiere un conocimiento previo de las propiedades

bisicas de la preparacidn.

Los resultados cbtenidos en nuestra primera aproximacibén a los

objetivos propuestos en nuestra tesis se exponen a continuacién.
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A)- ESTUDIO DEL POTENCIAL DE MEMBRANA DE LAS FIBRAS MUSCULARES

DEL SARTORIO DE LA RANA

1).- En un primer tiempo, hemos realizado un estudio del potencial
de membrana en condiciones fisioldgicas en 1o que respecta a

la composicidn del liquido extracelular: en Ringer convenciohnal

con una concentracidn extracelular de potasio del orden de 2.5 mM

y a un pH del medio externo de 7.
Los resultados se expresan en la figura 1 y en la tabla 1

figura 1: en ordenadas; nimero de observaciones

en abscisas; amplitud de Vm en mV

tabla 1:
vm _en mv % (sobre el numero total
de observaciones)
111-120 1
101-110 30
91-100 34
81-90 14
71-80 12
61-70 3
51-60 ‘ 5
41-50 1

*El valor medio encontrado es el de 92.6 (Desv. Stand. 10)

N = 100

obtenido y valorado este parametro bisico, procedimos al estudio
del potencial de membrana en soluciones de diferentes pH en un ran

go comprendido entre 6 y 8:
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2).- Potencial de membrana de las fibras musculares del sartorio
en un medio extracelular con una concentracidén de potasio fi

siolbgica de 2.5 mM a pH 6.

Los resultados de este experimento se expresan graficamente en

la figura 2 y en la tabla 2.

Figura 2: en ordenadas, nQmero de observaciones

en abscisas, amplitud del Vm en mV

tabla 2:

Vm en mV % (sobre el n(mero total de
observaciones)

91-100 24.4
81-90 26.5
71-80 18.3
61-70 16.3
51-60 10.2

41-50 4

El valor medio encontrado es de 77.4 (D.S. i5). Inferior al
valor medic de potencial de membrana a pH 7.

N = 50

3).- Potencial de membrana de las fibras musculares del sartorio
en Ringer fisiolbdgico con una concentracibédn extracelular de

potasio de 2.5 mM y un pH del medio de 8.

Los resultados obtenidos en esta situacidn experimental se ex-—

presan en la figura 3 y en la tabla 3
Figura 3: en ordenadas, niimero de observaciones

en abscisas, amplitud del Vm en mV
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Tabla 3:
Vm en mV % (sobre el nimero total de
observaciones

91-100 21.5 '

81-90 34.6

71-80 19.6

61-70 - 15.6

5160 9.8

41-50 0

El valor medio corresponde a 79.26 (D.S. 13). Algo inferior

también al valor medio encontrado a pH 7.
N = 50

4).- Obtenidos estos datos previos sobre el pctencial de membrana
de nuestra preparacién a diferentes pH del liquido extracelu-
lar, nuestro objetivo inmediato fue el de verificar la influencia
del 16n potasio sobre la génesis del mismo. Para ello, se hicieron
mediciones del potencial de membrana de las células de nuestra pre-
paracibn, en soluciones extracelulares con diferentes concentracio-

nes de potasio.

Las soluciones utilizadas fueron isotdnicas con el Ringer y ca-

recian de cloro.

Los resultados de esta fase experimental, se expresan en las fji
_ guras 1,4,5,6,7,8,9 y 10. En ellas, se contrasta el potencial de
membrana a diferentes concentraciones extracelulares de potasio,
que se indica al pie de la figura, frente al nimerc total de medi-

das que se realizd en cada caso.

El siguiente cuadro ofrece una visidn global de los resultados

obtenidos en esta fase experimental:
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(K) © Log. (K) O vm Desv. Stand
0.5 ~-0.3010 118 5.9

1 o} 109.6 3.2

2.5 0.3979 92.6 10

5 0.6989 79.5 7

10 1 64.7 3.6

20 1.3010 46 4.9

50 1.6980 23 4

80 1.9030 11 2.3

Los valores correspondientes al potencial de membrana obtenidos
variando la concentracién extracelular de potasio, se han ajustado
experimentalmente a la ecuacidn de Nernst. Esto se expresa en la

figura 11.

Figura 11: en ordenadas, valores medios de potencial de membréna
medidos a diferentes concentraciones ex-
tracelulares de pqtasio.

Ki

,

en abscisas, Log.ig

tomando como valor de referencia

de Ki 140.

La linea continua representa el potencial de equilibrio del po-
tasio. Se observa, que los valores experimentales se ajustan a la
recta tebérica para valores de concentraciones extracelulares de po
tasio superiores a 10 mM (flecha). Para concentraciones inferiores
"a 10 mM, los resultados obtenidos experimentalmente se desvian de

lc linea tebrica.

Globalmente, los resultados obtenidos en nuestro estudio experi-
mental del potencial de membrana de las fibras musculares del sarto
rio de la rana, concuerdan con los postulados bésicos tedéricos sobre
la génesis del mismo y se ajustan a lo observado experimentalmente
por otros autores. Sobre este punto velveremos a insistir en la dis

cusidn de nuestro trabajo experimental.
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B)- ESTUDIO DE_LAS PROPIEDADES PASIVAS DE LA MEMBRANA DE LA FIBRA
MUSCULAR DEL SARTORIO DE .LA RANA

Las propiedades pasivas constituyen, genéricamente, las bases
de la excitabilidad y a su vez la excitabilidad constituye la ba
se del funcionamiento del sistema nervioso. Este postulado ex-
plica por si mismo, el porqué consideramos prioritario el estudio

de las propiedades pasivas de nuestra preparacién.

bPesde un punto de vista mis prbéximo, nuestra finalidad en esta
fase del trabajo fue doble: por una parte, completar el conocimien
to de los parametros bioeléctricos convencionales de la prepara-
cién y objetivar su viabilidad, 'y por otra, obtener unos resulta-
dos que permitiesen evaluar resultados posteriores a la luz de

estos datos previos.

Para cumplir estos objetivos, realizamos un estudio de las pro
piedades pasivas de las células musculares segOn técnica descrita

con anterioridad y procedimos sistemdticamente a:

- medir la resistencia input
- medir tau

~ calcular la capacidad de la membrana

Estas medidas y c&lculos se realizaron en cada fibra en un to-

tal de 21 fibras estudiadas.

Para conocer el efecto del pH del medio sobre las propiedades
citadas, procedimos a la determinacibdn de las mismas a distintos

pH de liquido extracelular en un rango comprendido erntre 6 y 8.

Los resultados obtenidos en cada fibra y para cada situacibn
experimental se expresan en una gréfica: en ordenadas, la ampli-

tud del potencial electrénico en mV; en abscisas, la intensidad de
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la corriente inyectada intracelularmente. De esta forma, la re-
sistencia input viene dada directamente por la pendiénte de la

recta.

1).-Determinacidén de las propiedades pasivas de la membrana a pH 7

Se realizaron determinaciones en 15 fibras, procurando que to-
das ellas fueran aproximadamente del mismo tamafic. Los resulta-
dos obtenidos se resumen en el siguiente cuadro y en las figuras

12-26.

Fibra N® Ro (Ohmios) Tau (msec.) Cm (#F/cm?) vm

1 253846 35 6.9 90
2 251923 30 6 78
3 277364 39 6.6 85
4 259297 35 6.6 87
5 295254 38 8.7 86
6 250106 38 7.7 89
7 236726 35 7.9 90
8 210909 25 7.1 87
9 259545 35 6.6 90
10 23437¢C 30 6.9 90
11 199824 25 7.9 94
12 202770 27 8.3 87
13 220454 . 28 7.3 90
14 201118 30 9.4 87
15 233454 30 7 88

De estos datos obtuvimos los siguientes valores medios:
Ro: 239131 Ohmios (D.S. 28602)

Tau; 32 msec. (D.S. 4.7)
Cm; 7.4 /tF/cm2 (D.s. 0.9)
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Una vez realizada esta primera fase experimental,'véloramos es
tos resultados a modo de referencia y procedimos a la determina-
cién de las propiedades pasivas a distintos pH de medio extracelu
lar. Para ello, dejamos la preparacidn del mGsculo sartorio du-
rante una hora en el Ringer con el pH seleccionado. Pasado este
periodo de tiempo procediamos a la medida de la resistencia input

y la constante de tiempo segn la técnica descrita.

21Determinacidn de las propiedades pasivas de la membrana a pH 8

Los resultados obtenidos en estas condiciones experimentales
se ilustran gr&ficamente en las figuras 27,28 y 29. Las medidas
se hicieron en células de, aproximadamente; el mismo tamaffo y pro
curando siempre la mayor proximidad posible entre los electrodos

de registro y el polarizante.

Los resultados se reswmen en la siguiente tabla:

Fibra N2 Ro (Ohmios) Tau (msec) Cm #F/ch) Vm

16 170001 28 6.2 74
17 166301 ' 28 6.2 68
18 260714 30 6.6 76

De estos datos obtuvimos los siguientes valores medios:

Ro; 199005 Ohmios (D.S. 53473)
Tau; 28.6 msec (D.S. 1.1%)
cm; 6.3 ur/cm? (D.S. 0.2

A este pH de medio extracelular, observamos fundamentalmente
una disminucibén de 1a resistencia input. Ello concuerda con ob-
servaciones de otros autores y nos referimos a ello en la discu-

sibn.
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3)Determinacibén de las propiedades pasivas de la membrana a pH 6

. De igual manera procedimos a la medida y cllculo de las cons-
tantes eléctricas de la membrana a un pH de liquido extracelular
igual a 6. Los resultados de este grupo de experimentcs se pue-

den ver en las figuras 30,31 y 32, y en la siguiente tabla:

Fibra N® Ro (Ohmios) Tau (msec.) Cm ( MF/cm?) vm
19 600000 30 6.6 71
20 871428 35 7.7 90

21 491666 30 6.6 78

De estos datos se obtienen 1o0s siguientes valores medios:

Ro; 654364 Ohmios (D.S. 195630)
Tau; 31 msec (D.S. 2.8)
Cm; 6.9 [IF/cm2 (D.s. 0.6)

Destaca en estos resultados un aumento notable de la resisten-
cia input con respecto a la obtenida a pH 7 del liquido extracelu
lar. Ello también concuerda con observaciones realizadas por

otros auvtores y se discutirfin mas adelante.

Cumplido el objetivo previc de establecer los parémetrosvbio—
eléctricos de potencial de membrana y constantes eléctricas de la

‘misma, iniciamos la siguiente fase de nuestro trabajo experimental.
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C)- MICROIONTOFORESIS CON AGENTES COLINERGICOS Y REACTIVOS
SULFHIDRILICOS

Con el fin de intentar esclarecer la exisfencia o no de grupos
SH reactivos a nivel de la membrana postsinéptica del misculo sar
torio de la rana y tratar de aclarar el papel que juegan en la ac
tivacibén del receptor, hemo; realizado la aplicacién iontoforé;;-
ca de reactivos de grupos sulfhidrilicos a nivel de la placa moto

ra y en zonas alejadas de la mismd. '

la sistemitica seguida ha sido la de trabsjar con dos grupos

de droagas:

~ reactivos sulfhidrilicos oxidantes

- reactivos sulfhidrilicos reductores

Con ambos grupos de drogas hemos seguido un plan de trabajo ho

mogéneo que puede esquematizarse de la siguiente manera:

- En un primer tiempo se ha realizado la aplicacidn del feaéti
vo sulfhidrilico utilizando una pipeta simple. Ello obedece
a dos razones que, a nuestro juicio, son fundamentales para
dar por cumplidos los objetivos propuestos en esta tesis: por
una parte, la aplicacibén de droga problema a través de pipe-
ta simple permite descartar cualquier interpretacibdn relati-
va a la técnica en cuanto al uso de pipetas dobles. Por otra
parte, la obtencibdn de algiin tipo de respuesta a la aplica-
cibn electroforética de la droga en estudio, confiere la ga-
rantia de ser originada inica y exclusivamente por la aplica

cibén de dicha droga.

Esta fase experimental, se realizd siguiendo la norma general
de aplicar la droga a nivel de regiones alejadas de la placa

y en zonas muy prdximas e inmediatas a la misma. De esta for
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ma, se pretende valorar la especificidad o no de los reacti
vos sulfhidrilicos por la membrana postsindptica. E1 crite
rio seguido para la localizacidén de placas motoras, ha sido
el de realizar registros en zonas prdximas a ramillas ner-

viosas superficiales, preferentemente a nivel del borde me-

dial del misculo muy cerca de la entrada de la rama nerviosa
“principal. A este respecto, tambiép se ha valorado la pre-

sencia o no de M.E.P.Ps.

Este tipo de experimentos se llevbé a cabo empleando siem
pre un Ringer a pH 7 y sin tampdn para obviar cualquier po-

sible efecto de factor sobreafiadido.

De obtener respuestas con el empleo de pipeta (nica, se
procede a la determinacidén de la sensibilidad de la membra-

-na para la droga en cuestidn, expresédndola siempre en mv/nC.

Una vez cumplida esta primera fase experimental y en ca-
so de haber obtenido resultados positivos, pasamos a un se-

gundo tiempo en nuestro trabajo.

estudio de las respuestas producidas por la aplicacidn elec

troforética de reactivos de grupos sulfhidrilicos.

En esta fase experimental, utilizamos pipetas dobles de
carbacol y droga problema. Se ha procedido asi, para facili
tar la localizacién de placas motoras y para tener una refe-
rencia para comparar y evaluar la sensibilidad de nuestra
preparacidén al carbaccl y a la droga en estudio En este senti
do, el carbacol ha sido empleado como prototipo de agente co
linérgico y sistematicamente se ha procedido a determinar la
sensibilidad al mismo, valorando la cifra obtenida como pa-
trdén de referencia para evaluar la eficacia de los reactivos

de grupos sulfhidrilicos.
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Este tipo de experimentos se ha llevado a cabo en Ringer
a pH 6, 7 y 8. La finalidad de esto ha sido doble; por una
parte, obviar cualquier interpretacifn sobre generacibn de
cambios locales de pH durante la realizacién de la técnica
iontoforética, que pudieran ser invocados como responsables
de 1la aparicidn de determinados tipos de respuestés subsi-
guientes a la aplicacidén de la droga, o de enmascaramiento
de las mismas. Por otra parte, al variar el pH del medio ex
tracelular, nuestra intencidén ha sido la de valorar el grado
de oxidacibn y/o reduccién de los grupos SH de la proteina
receptora, y su repercusidén o no sobre las respuestas obteni

das en estas condiciones experimentales.

Cumplida esta segunda fase, iniciamos una tercera fase de nueg
tro trabajo que viene expresada por el estudio de la posible in-
teraccidn entre los reactivos de grupos sulfhidrilicos y el carba
col. En este grupo de experimentos; la sistematica seguida ha si
do funcibén de las particularidades de cada droga o de cada grupo

de droga y se expondré con los resultados.

El pH del medio también se ha variado en un rango de 6 a 8 pa-
ra estudiar las interacciones droga problema-carbacol. La finali
dad de esta manipulacidn, ha sido la misma que la expuesta en el

apartado anterior.

La aplicacibén de la técnica electroforética a las drogas cata-
logadas como reactivos de grupos sulfhidrilicos ofrece algunas par
ticularidades que serin referidas en la discusién. Bistenos por
ahora adelantar, que el grupo de reactivos sﬁlfhidrilicos emplea-
dc por nosotros, caben dentro del grupo de drogas que son aplica-

das por electroosmosis.

Los resultados obtenidos durante la realizacidn de este esquema

general de trabajo se exponen a continuacibn.
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1)- IONTOFORESIS CON REACTIVOS SULFHIDRILICOS OXIDANTES

Hemos trabajado con dos drogas:

- ortoiodosobenzoato

- ditiobisnitrobenzoato

a)- Microiontoforesis con ortoiodoscbenzoato (0IB)

La sistematica seguida en el estudio de la aplicacién iontofo
rética de este agente oxidante ha sido la expuesta. Sin embargo,
hemos afiadido otra condicidén experimental para asegurarncs del
efecto 0 no de l10s cambios de pH sobre las posibles respuestas a
la aplicacién electroforética de estos reactivos. Esta situacidn
experimental, se refiere a la posibilidad de cambiar el pH de la
solucidn del interior de la pipeta de OIB. En efecto, afadiendo
HC1 O.1N, o bieﬁ NaOH 0.1 normal a la solucidn de OIB logramos va
riar el pH de la misma hacia valores Acidos o basicos. De esta
forma, podiamos trabajar con pH de L.E.C. 6, 7 v 8 en combinacion
con las pipetas de OIB 4cidas, bésicas y neutras. No siempre fue
facil mantener el pH de la solucidén de OIB dentro de un valor fi-
jo, yé que no utilizamos tampd4n alguno, por no introducir un fac-
tor sobreafiadido a la solucién de droga problema. Por este motivo,
en los resultados nos referimos globalmente a pipetas acidas (apro
ximadamente pH 4,5) pipetas prbximas a pH neutro y pipetas basi-

. cas (pH B aproximadamente).

Previamente realizamos ioptoforesis con pipetas de HCl v NaOH,
no.obteniendo respuestas de ningin tipo en ningiin casc, ni a nivel

de la placa ni en zonas alejadas de la misma.

La concentracidn de OIB en el interior de las pipetas ha sido
de 3x10”3 M, y la corriente de eyeccién siempre es de polaridad fo

laridad positiva.

¢
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La frecuencia de aplicacidn de pulso electroforético es de 1/6

seg. excepto cuando se espeeifique lo contrario.

-Iontoforesis de OIB con pipeta simple

La aplicacién iontoforética de OIB .a nivel de la placa motora

va seguida de la aparicidn de despolarizaciones félsicas.

La aplicacién electroforética a nivel de zonas extrasinépticas

no va seguida de respuesta de ningdn tipo.

La sensibilidad media obtenida para el OIB en esta fase del

experimento fue del orden de 0.02mV/nC.

Los resultados se expresan en las figuras 33 y 34. Llos poten-

ciales de 0IB se indican con una flecha.
fig. 33: Vm de la célula 73 mv
parametros del pulso electrofqrético;

- duracidén 1500 msec.
- corriente de eyeccidn 200 nA
- corriente de freno 5 nA
la amplitud de la despolarizacibdn es de émV
Fig. 34: Vm de la célula 80 mv

parametros del pulso electroforético;

- duracidén 400 msec.
- corriente de eyeccidn 200 nA

v - corriente de freno 10 nA

la amplitud de la despolarizacidén es de 2 mvV
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.

-Estudio de las despolarizaciones flsicas producidas por aplicacidn

iontoforética de 0IB a nivel de la placa motora

Se han utilizado para tal fin pipetas dobles.

Lé sensibilidad al carbacol minima requerida para obtener despo
larizaciones tras la aplicacidén iontoforética de OIB, es del orden
de 2mV/nC, siendo la sensibilidad al carbacol Optima para obtener

respuesta al OIB la de 10 mvV/nC.

Los resultados obtenidos en las distintas situaciones experimen

tales creadas son los siguientes:

Ringer a pH 7
La aplicacidn iontoforética de OIB a pH de medio extracelular

7, se ha realizado variando el pH del interior de la pipeta:

Ringer pH 7 pipeta OIB pH neutro.-~ Se obtienen despolarizaciones

fasicas cuando el OIB se apli
ca a nivel de la membrana postsindptica en zonas muy sensibles al

carbacol. Ejemplo de este tipo de respuesta se ve en la figura 35.

Figura 35: el registro corresponde a la aplicacidn iontoforética
de OIB y Carbacol a nivel de una placa motora de una fi

bra con un Vm de 79 mV.

parametros de los pulsos electroforéticos:

Droga duracidn c. de eyeccidn c. de freno amplitud de
msec nA nA la despolariza-
cidén (mV)
Carb. 10 100 5 14.5 4
QIB 200 100 10 8

En este caso particular la sensibilidad de la placa al carbacol

es del orden de 14.5 mV/nC y al OIB del orden de 0.4 mV/nC.
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Ringer pH 7 pipeta OIB pH &cido.- Se obtienen despolarizacio-

nes f&sicas cuando el OIB se

aplica electroforéticamente a nivel de la placa motora.

La sensibilidad media para el OIB, en este grupo experimental,

es del orden de 0.04 mV/nC

En la figura 36 se pueden observar las despolarizaciones fési-

cas obtenidas en estas condiciones experimentales.
Fig. 36: Vm de la fibra 83 mV
parametros del pulso electroforético:

-~ duracibén 400 msec.
- c. de eyecciébn 100 nA

- ¢. de freno O nA

La amplitud de las despolarizaciones es de 4 mV y la sensibili

dad en este caso particular es de 0.1 mvV/nC.

A fin de comprobar la constancia de la respuesta, aumentamos
la frecuencia de aplicacién del pulso electroforético y man-
tuvimos el registro intracelular y el pulso de OIB durante

10 min.

El efecto de aumentar la frecuencia de estimulacidén se ilustra

en la figura 37. La frecuencia de estimulacidén se indica debajo
- de lcs registros. Se observa una discreta disminucidén de la ampli
tud del potencial de OIB que va desde 4mV a una frecuencia de esti

mulacidn de 1/6 seg. a 2 mV con una frecuencia de estimulacidn de

1/2 seg. Por lo demas, el potencial de OIB se mantuvo a 1o largo

de los 10 min.
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Ringer pH 7 pipeta OIB pH basico.- El1 OIB aplicado iontoforéti

camente a nivel de la placa

motora despolariza la membrana postsindptica fasicamente.

Las figuras 38 y 39 corresponden a potenciales de 0IB obteni-

dos en estas condiciones experimentales.

La sensibilidad media para el OIB obtenida en este grupo expe—

rimental es de 0.07 mV/nC.

Fig. 38: despolarizaciones fésicas de 2 mV de amplitud obtenidas
tras la aplicacidn electroforética de QIB & nivel de una

placa motora.

El Vm es de 72 mV

parédmetros del pulso:

- duracidn 200 msec.
- c. de eyeccidn 100 nA

~ ¢c. de freno 0 nA
Fig. 39: potenciales de OIB registrados a nivel de una placa moto-
ra con un Vm de 76 mvV
parémetros del pulso electroforético:

~ duracidén 500 msec.
- c¢. de eyeccibn 100 nA

- ¢. de freno 10 nA

la amplitud de 1a despolarizacién es de 4 mV.
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Ringer pH 6

Siguiendo el mismo procedimiento experimental, hemos variado
el pH de la solucibén de OIB del interior de la pipeta. Los re-

sultados obtenidos son los siguientes.

Ringer pH 6 pipeta 0IB pH alcalino.-~ La aplicacidn electrofo
rética a nivel de la pla-

ca de QIB va seguida de la aparicibdn de despolarizaciones fésicas.

En la figura 40, se observan potenciales de OIB obtenidos en
estas condiciones experimentales. Los parlmetros iniciales

del pulso electroforético son:

- duracidn 400 msec.
~ ¢. de eyeccibn 100 nA

- c. de freno O nA

Este pulso electrcforético da origen a un potencial de OIB de
7 mV de amplitud (flecha). En a se aplica una corriente de freno
de 10 nA y se observa la disminucién de la amplitud del potencial

de OIB a 2 mV inicialmente, estabilizindose posteriormente a 3mV.

La sensibilidad media para el OIB en este grupo experimental
es de 0.1 mvV/nC.

Ringer pH 6 pipeté OIB pH &cido.- Se obtienen despolarizaciones
' fasicas con la aplicacidbn de

" 0IB electroforéticamente a nivel de la placa.
La sensibilidad media para el OIB en este grupo experimental

fue de 0.1 mV/nC.
La figura 41, muestra despolarizaciones fisicas de 2mV de ampli
tud, obtenidas en esta situacién experimental tras la aplicacibn
de pulsos electroforéticos de OIB a nivel de la placa motora de

una fibra muscular de Vm 77. Los parémetros del pulso:
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-~ duracibén 500 msec.
-~ c. de eyeccidn 100 nA

- c. de freno 5 nA

Debido a la casi imposibilidad de mantener el pH de la solucidn
de OIB cerca de la neutralidad, optamos por aplicarlo sin forzar
esta situacidn. E1 pH de la solucidn de OLB sin afadir HCl ni
NaOH es del orden de 6. Incluimos estos resultados con los obte-

nidos con las pipetas"&cidas" con un pH de 4-5.

Ringer pH 8

Para completar el estudio de los potenciales de OIB procedimos
a la aplicacibdn iontoforética del mismo en un Ringer a pH8y varian
do asimismo el pH del interior de la pipeta. Los resultados obte-

nidos en esta situacién experimental scn los siguientes:

Ringer pH 8 pipeta QIB pH alcalino.- La aplicacidn electroforé-

tica de OIB a nivel de 1la
U.N.M. va seguida de la aparicién de despolarizaciones fisicas.

Uno de estos registros se ilustra en la figura 42.

. Figura 42: Despolarizaciones fésicas producidas por la aplica-
cidn electroforética de OIB a nivel de una placa motora de una

fibra de vm 73.
Parametros del pulso:
- duracidn 300 msec.

- ¢. de éeyeccibdn 100 nA

- c. de freno inicial: O nA

La amplitud inicial del potencial de OIE es de 5 mV. En a se

aplica una corriente de freno de 10 nA y la amplitud del mismo dis
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minuye a 4 mV. .

La sensibilidad media de éste grupo experimental al O1B es del
orden de 0.08 mv/nC.

Ringer pH 8 pipeta OIB pH &cido.- La aplitaciébn dé 0if & nivéi ="

de la placa también va segui

da de la aparicidn de despolarizaciones fésicas.

La sensibilidad media al OIB en este grupo experimental és dé1
orden de 0.04 mV/nC.

Ejemplo de estos potenciales se puedé ver en la figura 43.

Figura 43: despolarizaciones fésicas de 2 mv dé ampiitud produ
cidas por la aplicacidn electroforética de un pulso de OIB de

los siguientes parémetros:
-~ duracién 300 msec.
- ¢. de eyeccibédn 100 nA

- ¢c. de freno 10 nA

El Vm de la célula; 79 mV.
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-Estudio de la interaccidn 0IB-Carbacol

Siguiendo la misma sistem&tica, hemos abordado este problema
trabajando a distintos pH de liquido extracelular y variando den-
tro de 1o posible el pH de la solucibn de OIB en el interior de

la pipeta.

En general, 1los resultados obtenidos en este apartado no fueron
homogéneos, mostrando, por el ccntrario, variabilidad e incluso en
ocasiones efectos dispares. Aunando nuestros resultados, podemos
establecer que la interaccidén 0IB-carb. se presenta en las siguien

tes formas:

- nulo efecto de OIB sobre el potencial de carbacol
- efecto potenciador de OIB sobre potencial de carbacol

- efecto inhibidor de OIB sobre potencial de carbacol sin pos
terior supersensibilidad, expresada como aumento de ampli-
tud sobre la amplitud inicial del potencial de carbacol tras

la eliminacién del pulso de reactivo sulfhidrilico.

- efecto inhibidor del OIB sobre potencial de carbacol con apa

ricién de supersensibilidad posterior.

Desglosados estos resultados en las distintas situaciones expe-

rimentales, obtenemos 1o siguiente:

. Ringer pH 7
Los resultados a este pH de liquido extracelular, fundamentalmen
te, mostraron un efecto inhibitorio del Q1B sobre el potencial de
carbacol. Este efecto inhibitorio puede ir seguido o no de un esta
do de supersensibilidad.
Registros ilustrativos de estos resultados se expresan en las

figuras 44, 45 y 46.
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Figura 44: Efecto irhibitorio de OIB sobre carbacdﬁ sin posterior
supersensibilidad. Se observa el efecto inhibidor de un pulso
previo de OIB sobre el primer potencial de carbacol y no se ob-
serva aumento de la amplitud del mismo al suprimir el pulso de

0IB.

Parimetros de 1los pulsos:

droga duracién c. de eyeccidn <c.de freno amplitud de la
msec nA nA despolarizacidn
mV
Carb. 30 100 5 20
0OIB 300 100 10 2
En 1 l1a amplitud del potencial de carb. disminuye a 10 mv

En se suprime pulso de 0IB y la amplitud del pot. de carb. es de

i

17 mV

En 2 se aplica pulso de OIB nuevamente y la amplitud del pot. de

carb. disminuye a 6.5 mV.

En este caso particular la pipeta de OIB tiene un pH 4cido.

El Vm de la célula es de 72 mV.

Figura 45: Efecto inhibitorio de OIB sobre potencial de carbacolv
con posterior supersensibilidad. Se observa la inhibicidn del
potencial de OIB sobre el potencial de carbacol, pasando éste.
de tener una amplitud inicial de 20 mV a 12 mV cuando va prece-

dido de un pulso de Q1B.

En a al quitar el pulso de OIB, el potencial de carbacol sobrepasa

su amplitud inicial alcanzando los 23,6 mV.

El Vm es de 72 mV
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" parametros de 1os pulsos:

Drcga Duracidén c¢. de eyecciébn <c. de freno

amplitud de la

msec nA nA despolarizacibn
(mv)
Carb. 40 100 20
0IB 400 100 10 1

La pipeta de OIB tenia un pH 4cido

Figura 46: Efecto inhibitorioc de 0IB sobre potencial de carba-

col sin posterior supersensibilidad. Un potencial de carbacol

de 29 mV es inhibido por un pulso previo de OIB a 20 mV. Supri

mido el pulso de CIB en a, el potencial de carbacol sobrepasa

su amplitud inicial, alcanzando los 33 mV.

Parémetros de 1os pulsos:

Droga Duracidn ¢. de evyeccidn
msec nA

Carb. 30 100

0IB - 400 100

La pipeta de 0OIB tenia un pH Aacido

Ringer pH 6

¢- de freno
nA

5

1

A este pH de liquido extracelular, hemos obtenido fundamental-

. mente una accién potenciadora de OIB sobre el potencial de carba-

col. Esta accidn potenciadora, se manifestd fundamentalmente bajo

dos formas:

- al _aplicar €l primer pulso de OIB.- (fig.47)

Este fue el ca-

so mis frecuentemente ob-

servado trabajando en estas condiciones experimentales. En el

caso particular de la figura 47, €l potencial de carbacol con
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una amplitud inicial de 10 mV, se potencid en 9 mV sobre su
amplitud inicial al aplicArsele previamente un pulso de OIB.
Al suprimir el pulso, se estabiliza nuevamente en un valor

cercano a la amplitud inicial de 10 mv.

Parametros de los pulsos:

Droga Duracidn c. de eyeccibn c. de frenc
msec nA nA
Carb. 20 100 5

0IB 500 100 10

En este caso el pH de la solucién de 0IB era alcalino.

) \
El Vm de la célula es de 81 mV

~ al aplicar sucesivos pulsos de OIB.- El primer pulso de OIB
' inhibe el potencial de

carbacol, pero los siguientes pulsos lo potencian. (Este efec
to no se obtuvo a pH7). Estos resultados se ilustran en las

figuras 48 y 49

Figura 48: el primer pulso inhibe hasta hacer desaparecer prac-
ticamente el potencial de carbacol. El tercer pulso de OIB po-
tencia el potencial de carbacol 5.5 mV sobre su amplitud inicial,

siendo la amplitud inicial del mismo 13 mV.

Parimetros de 1o0s pulsos:

'Droga duracidn c. de eyeccibn c. de freno
msec nA nA
Carb. 30 100 5
0O1B 500 100 10

En este caso la pipeta de OIB tenia un pH &acido

El Vm de la célula era de 78 mV
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Figura 49: mismo efecto que la figura anterior. En este caso el
segundo pulso potencia 4.4 mV sobre la amplitud inicial. Esta,

era del orden de 10 mV.

parémetros de los pulsos:

Droga duracidn c. de eyeccibn c. de freno
msec nA nA

Carb. 20 100 10

OIB 200 100 10

En este caso el pH de la pipeta de OIB era 4cido

El Vm de la célula era de 70 mV

En un caso no obtuvimos ningfin efecto de OIB sobre los potencia
les de carbacol. La amplitud de estos mismos permanecid constante,

alrededor de los 10 mV, antes, después y durante la aplicacidn elec

troforética de 0OIB.
Este caso se ilustra en la figura 50.
Figura 50: Nulo efecto de 0OIB sobre carbaccl

Parémetros de los pulsos:

Droga duracidn c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA
Carb. 20 100 5

OIR ’ 200 100 10

La pipeta de OIB tenia un pH alcalino

_E1 Vm de 1a fibra era de 70 mV.
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Ringer pH 8

A este pH la interaccién 0IB-carbacol puede esqﬁematizarse en

dos grandes grupos:

- nula accidn de 0IB sobre él potencial de carbacol.- En este

caso el
pulso de OIB no ejerce accidn potencigdora ni inhibidora so
bre el pctencial de carbacol. La figura 51, expresa esta si
tuacién experimental y sus resultados. E1 Vm de la célula

es de 72 mV.
Parametros de los pulsos:

;
Droga duracién c.de eyecciédn c.de freno amplitud de la

msec nA nA despolarizacién{mv)
Carb 12 100 5 10
01B 200 100 o 1.5

El pH de la solucibn de OIB era alcalino

- accibdn potenciadora de OIB sobre carbacol.- Los resultados

de este disefio
experimental se expresan en la figura 52. Hay una potencia
cién de 11 mV sobre la amplitud inicial de 12 mV cuando el

potencial_de carbacol va precedido de un potencial de OIB.

Parémetros de los pulsos:

' Droga duracién c. de eyeccibdn c. de freno
msec nA " nA
carb 10 ¥ 100 5
OIB 200 100 10

El potencial de la fibra era de 80 mv.

E1l pH de la solucibn de OIB era bésico.
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b) Microiontoforesis con ditiobisnitrobenzoato (DTNB)

La sistemética seguida en el estudio de esta droga, ha sido di
ferente en parte, a las lineas generales expuestas con anteriori-
dad. Ello es debido, a que siendo el DTNB casi insoluble en agua,

3 M. del mismo en etanol. Esto

se han preparado soluciones 3 x 10~
supuso, que el primer paso obligado en el estudio de la accibdn de
esta droga, fuese la aplicacidn electroosmética de etanol a nivel
de 13 placa y en zonas alejadas de ella. La finalidad de esta

faﬁe del experimento era la de descartar cualquier eferto del eta

nol sobre ulteriores respuestas.

otro factor de seguridad que hemos afiadido ha sido el de reali
zar iontoforesis con pipetas dé DTNR con la droga disuelta en agua
destilada. La escasa solubilidad de la droga en agua, hace difi-
cil su manejo. A pesar de ellc, los resultados obtenidos en esta
situacibén experimental son idénticos a los obtenidos con las pipe
tas DTNB-etanol. Por ser éstas mis fAciles de manipular una vez
ottenidos resultados ccn DTNB en agua destilada, pasibamos a tra-

bajar con pipetas DTNB-etanol.

En un segundo tiempo, realizamos la iontcforesis de DTNB utili

zando pipetas dcbles de carbacol y DTNB.

En todos los casos la polaridad de la corriente de eyeccidn es
positiva y la frecuencia de estimulacidn es de 1/6 seg, salvo cuan

" do se indique lo contrario.

Los resultados obtenidos con esta droga oxidante son los si-

guientes:
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-Aplicacibn electroosmbética de etanol

No se obtuvo ningln tipo de respuesta a la aplicacibn electro-

osmética de etanol a nivel de la placa motora ni en regiones ale~

jadas de ella. La figura 53 muestra un ejemplo de aplicacibdn de

etanol a nivel de una zona de alta sensibilidad al carbacol (12

mv/nC).

Figura 53: aplicacién electroosmdtica de etanol y efecto del

mismo sobre el potencial de carbacol.

Pardmetros de los pulsos:

Droga

Carb

Etanol

En
En
En
En

En
En
En

1=

I

10

o o

I

duracibn c. de eyeccibn c. de freno
msec nA . - nA
10 100 5
500 100 10

potencial de carbacol de 12 mV
pulsos de etanol de polaridad positiva
se quita la corriente de freno a la pipeta de etanol

se aplica nuevamente corriente de freno a la pipeta de

. etanol

se invierte la polaridad del pulso de etanol

se aplican pulsos de etanol positivos nueQamente

g v h aplicacibén simulténea de pulsos de carbacol y eta-
nol. Se observa una inhibiciéh;del potencial de carbacol
del orden de 3 mV scbre 1a amplitud inicial. Este efecto
inhibitorio fue una constante y volveremos sobre €l en la

discusibébn de la interaccidn DTNB-carbacol.
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“_Microiontoforesis con DTNB

La aplicacién icntoforética de DTNE a nivel de la placa motora,
va seguida de 1la apariciéﬁ de despolarizaciones f&sicas. En nin=
glin caso se obtuvo respuestas de cualquier indole a la aplicacién

del mismo, en regiones extrasin&pticas o alejadas de la placa.

“La despolarizacidn obtenida tras la aplicacidén de la droga, es
independiente del pH del medio extracelular dentro de los limites

estudiados (6, 7 y 8).

La sistemitica seguida en el estudio de estas despolarizaciones
fasicas, es la expuesta en el plan general de trabajo y los resul-

tados obtenidos son los siguientes:

Ringer pH 7

Se obtienen despolarizaciones fhAsicas siempre que se aplique el
DTNB en zonas sensibles al carbacol. A este respecto la sensibi-
lidad minima de carbacol para obtener respuestas evidentes al

DTNB es de 7mV/nC.

La sensibilidad media de este grupo experimental para el DTNR

es del orden de 0.2 mV/nC.

Ejemplos de respuestas obtenidas en esta condicibdn experimental

se ven en las figuras 54, 55 y 56.

Figura 54: despclarizaciones fasicas de 8 mV de amplitud produ
cidas por la aplicacidn de un pulso de DTNB de los siguientes

paréametros:

duracidén 200 msec

W

- ¢, de eyeccidn 100 nA

- ¢. de freno 5 nA
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La amplitud del potencial de DTNB disminuye hasta 5 mV en el
49 registro. Ello es indicativo de una corriente de freno dema-

siado baja.

Vm de la fibra: 70 mV

Figura 55: despolarizaciones fasicas de 6 mV de amplitud obte-
nidas a nivel de otra placa del mismo miisculo por aplicacidn

de un pulso de DTNB de las siguientes caracteristicas:

-~ duracidén 300 msec
- ¢. de eyeccidn 1CO nA

- c. de freno 10 nA
vm de la fibra: 70 mV

Figura 56: se observa el efecto de aplicar una corriente de fre
‘no de 20 nA sobre un pulso de DTNB de las siguientes caracteris
ticas iniciales:

- duracidén 300 msec

- ¢. de eyeccidn 100 nA

c de freno 10 nA

La amplitud inicial del potencial de DTNB es de 7 mV
Al aplicar 20 nA de corriente de freno (flecha), la amplitud del

potencial de DTNB es de 2 mV.

- Ringer pH 6

La aplicacibén de pulsos de DTNR en zonas muy prdximas a la pla

ca motora va seguida de la aparicidén de despolarizaciones fésicas.

En esta situacién experimental, la sensibilidad minima para el
carbaccl requerida para la aparicibén de respuesta evidente al

DTNB es de 7.5 mV/nC. Localizadas zonas con este orden de sensi-
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bilidad para el carbacol, se obtuvieron respuestas despolarizan-
tes a la aplicacidn de pulsos electroforéticos de DINB. La sensi
bilidad media para esta droga a este pH de liquido extracelular

es de 0.3 mvV/nC.

Fjemplos de pctenciales de DTNB a Ringer pH 6 se pueden ver en

las figuras 57 y 58.

Figura 57: potenciales de DTNB dé 5 mV de amplitud producidos
por aplicacidn de pulsos de DTNB de las siguientes caracterig
ticas:

- duracibén 300 msec

- c. de eyeccibdn 100 nA

- c. de freno 5 nA
Vm de la célula: 70 mV

Figura 58: potenciales de DTNB de 5 mV de amplitud producidos
por la aplicacibn electroforética de pulsos de DTNB con las si

guientes caracteristicas:

- duracién 200 msec
~ ¢. de eyeccidn 100 nA

~ ¢c. de freno 5 nA

vm de la célula: 70 mV

" Ringer pH 8
A este pH de liquido extracelular también se observan despola-
rizaciones fésicas cuando se aplica la droga a nivel de la placa

motora.

La sensibilidad minima pzra el carbacol requerida para la obten

cibn de respuestas evidentes a la aplicacidn iontoforética de DTNB
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es del orden de 7 mV/nC.

La sensibilidad media para el DTNB en estas condiciones experi-
mentales es del orden de O0.1mV/nC.
Las figuras 59 y 60 son representativas de los resultados obte-

nidos a este pH de L.E.C.

Figura 59: potenciales de DTNB a Ringer pH 8 obtenidos tras 1la

aplicacién electroforética de DTNB a nivel de una placa motora:
Parametros del pulso:

- duracidn 300 msec
- ¢. de eyeccidn 100 nA

~ ¢. de freno 10 nA.
La amplitud de la despolarizacidn es de 5 mV.
El Vm de la célula, 74 mV

Figura 60: Despolarizaciones fisicas de 4 mV produvcidas por pul
sos de DTNB

Parametros del pulso:

- duracién 300 msec
- ¢. de eyeccidn 100 nA

- ¢. de freno 10 nA

vm de la fibra, 71 mV
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-Estudio de la interaccidn DTNB-carbacol

Con este fin utilizamos pipetas dobles de DTNE y carbacol, va-

riando el pH del L.E.C. un un rango comprendido entre 6 y 8.

Globalmente, los resultados obteniﬁos en este apartado fueron
homogéneos, mostrandose la accibdn del DTNB scbre los potenciales

de carbacol bajo dos aspectos fundamentales:

- inhibicidn del potencial de carbacol por un pulso de DTNB

aplicado previamente a &1.

- potenciacibn del potencial de carbacol cuando se aplica un

pulso de DTNB coincidiendc en el tiempo con é&l1.

De estos resultados parece deducirse 1la importancia de la re-
lacibén temporal entre ambos pulsos. Sobre este punto volveremos

a2 insistir en la discusibn.
Los resultados obtenidos a distintos pH de L.E.C. pueden esque
matizarse: R

Ringer pH 7
En estas condiciones experimentales hemos observado los dos as

pectos bésicos de la interaccidn DTNB-carbacol. Estos aspectos

se expresan en la figura 61.
Figura 61: interaccibén DTNB-carbacol

Par&metros de los pulsos:

droga duracidn c. de eveccibn c. de frenc
msec nA nA
Carb 10 100 5

DTNB 200 100 10

vm de la fibra: 70 mV
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Los pulsos de DTNB se indican con una flecha.
en 1 la amplitud inicial del pot. de carbacol es de 10 mV

en é se aplica un pulso de DTNB 2 seg. antes del pulso de carbacol
v se observa una inhibicién del mismo del orden de 5 mV sobre

la amplitud inicial.
en b se aplica un pulso de DTNB 1 seg. antes del pulso de carbacol.

en-c-se aplican ambos pulsos simultanemanete (doble flecha) y se
observa una potenciacién de la despolarizacidén del orden de

9 mV sobre la amplitud inicial.

en 3 se suprime el pulso de DTNB y se observa que el potencial

de carbacol vuelve a su amplitud inicial de 10 mV.

Figura 62: registro correspondiente a la misma fibra que en fi-
gura 61. Se muestra el efecto de quitar la corriente de freno
a la pipeta de carbacol. Se observa que al quitar la corriente
de freno comienza a aparecer la despolarizacidn correspondiente

al carbacol. Los potenciales de DTNB se indican con una flecha.

Valoramos este registro positivamente en tanto es expresidn de

la independencia de los canales de la pipeta doble.

Ringer pH 6

En esta condicién experimental sigue prevaleciendo la relacibn

" temporal entre ambos pulsos a la hora de valorar su interaccibn.
Lcs resultados se pueden esquematizar en tres grupos:

- efecto inhibitorio de un pulso previc de DTNB sobre el po-

tencial de _carbacol.- Registros representativos de esta si

tuacibén experimental se expresan en

las figuras 63 y 64.
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En ambas figuras los parémetros de los pulsos son:

Droga duracidn c. de eyeccibn c. de freno
msec nA nA

Carb 20 100 5

DTNB 200 100 10

Figura 63: Se observa una disminucién progresiva de la ampli-
tud del potencial de carbacol desde un valor inicial de 10 mV
‘(a) hasta 5 mV (b).

El potencial de DTNB se indica con una flecha y su amplitud
es de 10 mV.

Vm de la célula: 70 mv

Figura 64: En a el pot. de carbacol tiene una amplitud de 13 mvV

En b se aplica un pulso de DTNB y €l pot. de carba-

col se inhibe 5 mV sobre su amplitud inicial.

En potencial de carbacol sin pulso previo de DTNB

{2}

tiene una amplitud de 11.5 mV.

- efecto potenciador de un pulso de DTNB aplicado simulténea-

mente con un pulso de carbacol.- Este tipo de interaccidn se

expresa en la figura 65.

Figura 65: Vm de la célula: 70 mV

parametros de los pulsos:

Droga duracibn c. de eyeccibn c. de freno
msec nA nA

Carb. 10 100

DTNB 200 100 10

La aplicacién simulténea de ambos pulsos se indica por una doble

flecha.
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En amplitud inicial del pot. ce carbacol 5 mV

jo

En potenciacidén de 6.5 mV sobre la amplitud inicial

L4

En ¢ pulso de carbacol aislado. La amplitud del potencial de

carbacol vuelve a la inicial.

- relacidén temporal entre los pulsos de DTNB y carbacol.- hemos

. varia-
do el intervalo de aplicacidn entre un pulso y otro. Los re-
sultados se muestran congruentes con la observacidn de que sé
1o la aplicacidn simulténea de ambos pulsos resulta en poten-
ciacién.

Ejemplcs de este tipo de registros se pueden ver en las figu-

ras 66 y 67.

Pardmetros de los pulsos en las fig. 66 y 67:

Droga . duracibn c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA

carb. 30 100 10

DTNB 200 1C0 10

Figura 66: Vm de la célula 70 mV

Se observa el efecto que tiene un pulso de DTNB (flecha), que
produce una despolarizacidn de 5 mV, aplicado 1 seg. antes de un

potencial de carbacol de 10 mV de amplitud inicial.

En a se empieza a aplicar pulso de DTNB y se observa la inhibi-

cibn progresiva del potencial de carbacol.

En se suspende la aplicacidén de DTNB y se observa que el poten

o

cial de cartacol vuelve progresivamente a su amplitud ini-

cial.

N
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Figura 67: Efecto de DTNB sobre carbacol aplicado a diferentes

intervalos.
En 1 amplitud inicial del potencial de carbacol 4 mV

En a se comienza a aplicar un pulso de DTNB 800 msec antes del

pot. de carbacol

A partir de b el pulso de DTNB se aplica 700 msec antes que el pot.

.

de cartacol.

A partir de ¢ el pulso de DTNB se aplica 200 msec antes que el de
carbacol
En ¢ se observa ya una discreta potenciacibn del orden de 1 mV

sobre la amplitud inicial

En d aplicacién simulténea de ambos pulsos (doble flecha). Se

otserva una potenciacién de 3 mV sobre la amplitud inicial.

Vm de la célula 78 mV.

Ringer pH 8

La interaccibén DTNB-carbacol a este pH de L.E.C. mostrd las

mismas particularidades que a pH 6 y 7.

La fig. 68 es un ejemplo representativo del tipo de interakcién

observado a este pH.
Figura 68: Vm de la fibra 79 mv

En a potencial de carbacol de é mV

En 1 (doble flecha) aplicacidn simulténea de ambos pulsos;pot.de 2.5m
En 2 " 1] " (e - " " " 8 "
En 3 " " n " n " " 8 "

Los demis registros courresponden a potenciales de carbacol ais-

lados.
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Los parametros del pulso en este caso son los siguientes:

Droga duracidn c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA
Carb. 20 100

DTNB 300 100 - 10
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2)- IONTOFORESIS CON REACTIVOS SULFHIPRILICOS REDUCTORES

Hemos trabajado con dos drogas:

- - ditiotreitol (DTT)

- 2 mercapto etanol

a)- Microiontoforesis con DTT

La aplicacién iontoforética de DTT a nivel de la placa da ori
gen a despolarizaciones fisicas. A nivel extrasinéptico y en zo-

nas alejadas de la placa no se obtiene ningin tipo de respuesta.

En el estudio de la accibén del DTT hemos seguido la sistemdti

ca general expuesta al principio del capitulo.

El pH de la solucidn de DTT no se ha modificado durante los ex

* perimentos. Este era del orden de 6.

La corriente de eyeccibn siempre es de polaridad positiva y la
frecuencia de estimulacidn es de 1/6 seg, salvo cuando se indique

lo contrario.
Los resultados obtenidos son los siguientes:

~-Iontoforesis con pipeta simple

La apiicacibn iontoforética de DTT a nivel de la placa motora
va seguida de la aparicidn de despolarizaciones fésicas. En zo-
nas alejadas de la sinapsis neuromuscular no se obtiene ningin ti

t po de respuesta.

La sensibilidad media para el DTT en este grupo de experimen-

tos ha sido del orden de 0.1 mV/nC.

Ejemplo de este tipo de respuesta se muestra en la figura 69.
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Figura 69: potenciales de DTT de 2 mV de amplitud producidos
por la aplicacibén electroforética del mismo a nivel de una pla

ca motora de una fibra de Vm 81 mV.
Paradmetros del pulso de DTT:

- duracidn 200 msec
- c¢. de eyeccidn 100 nA

- ¢. de freno 10 nA

-Estudio de las despolarizaciones fésicas producidas por la aplica-

cibn .iontoforética de LCTT a nivel de la placa motora

'Se han utilizado pipetas dobles para facilitar la localizacidn
de las placas, valorando para ello la sensibilidad de la zona al
carbacol. La sensibilidad minima requerida para la aparicidn de
respuestas evidentes a la aplicacidén de DTT es de 10 mV/nC para el
carbacol. Una vez localizada la zona sensible al carbacol se pro-
cede a la aplicacidén de pulscs electroforéticos de DTT, obteniendo

los siguientes resultados a diferentes pH de liquido extracelular:

Ringer pH 7

Se obtienen despolarizaciones fAsicas con la aplicacibén icnto-

forética de DTT a nivel de la placa motora.

La sensibilidad media al DTT en esta situacidn experimental es

del orden de 0.3 mV/nC.

Ejemplo de estas despolarizaciones se pueden ver en las figuras

70, 71 y 72. '

i
Figura 70: Potenciales de DTT de 9 mV de amplitud obtenidos
tras la aplicacidn de un pulso de DTT de las siguientes carac-

teristicas:
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- duracibén 300 msec
~ c. de eyeccién 100 nA

- ¢. de freno 10 nA

El Vm es de 60 mV

La sensibilidad al DTT en este caso particular es de 0.3 mV/nC

Figura 71: despolarizaciones fasicas de 13 mV de amplitud pro-
ducidas por la aplicacibdn iontoforética a nivel de una placa

motora de un pulso de DTT de las siguientes caracteristicas:

- duracién 200 msec
- ¢. de eyeccidn 100 nA

- ¢. de freno 10 nA

En este caso la sensibilidad para el DTT es.de 0.7 mV/nC. La
mas alta obtenida con cualquier agente sulfhidrilico.

El Vm es de 78 mV,

Figura 72: misma célula que figura 71.

3

En a se aleja la pipeta de la placa. Se observa que la ampli-
tud del potercial de DTT disminuye progresivamente hasta un valor

de 9 mV en b.

Ringer pH 6

También a este pH la aplicacibén iontoforética de DTT a nivel de
la placa motora va seguida de 1la aparicidn de despolarizaciones fé

sicas.

La sensibilidad media para el DTT en este grupo de experimentos
es del orden de 1.3 mV/nC. Esta cifra representa el valor prome-
dio més alto obtenido gloBalmente en €l estudio de los reactivos
de grupos SH.

Ejemplos de las respuestas obtenidas se ven las figuras 73 y 74.
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Figura 73: despolarizaciones fésicas de 8 mV obtenidas tras la

aplicacidn iontoforética de DTT a nivel de una placa motora.
Paréametros del pulso:

- duracibén 200 msec
- ¢. de eyeccidén 100 nA

- ¢. de freno 20 nA
" Ei vm de 1la fibra: 70 mv

Figura 74: Efecto de disminuir la duracidn del pulso electrofo
rético sobre las respuestas obtenidas tras la aplicacibdn de un

pulso de DTT de:

- ¢. de eyeccidn 100 nA

—~ ¢. de freno 15 nA

lLa duracidén del pulso es diferente para cada registro:

duracidn del pulso despolarizacién
msec mV
en a 50 7
en b 40 6
en ¢ 30 5
en d 20 4
Ringer pH 8

Se obtienen despolarizaciones fisicas tras la aplicacibn de
pulsos electroforéticos de DTT a nivel de zonas muy sensibles al

carbacol.

La sensibilidad media para el DTT obtenida en estas condiciones

experimentales es del orden de 0.2 mV/nC.

'Ejemplo del tipo de respuestas obtenidas se pueden ver en las

figuras 75 y 76.

2
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Figura 75: despolarizaciones fasicas de 8 mV de amplitud produ-
cidas por la aplicacién electroforética de un pulso de DTT de

las siguientes caracteristicas:

-~ duracién 200 msec
- ¢. de eyeccibn 180 nA

- ¢. de freno 5 nA
El Vm de la célula: 73 mV

Figura 76: potenciales de DTT de 10 mV originados por la apli-

cacibdn de un pulso de las siguientes caracteristicas:

- duracidn 200 msec
- c¢. de eyeccidn 180 nA

- c. de freno 15 nA

El Vm de la fibra: 72 mV

-Estudjo de la interaccidn DTT carbacol

Globalmente la interaccién entre el DTT y el carbacol es fun-
cibébn de la relacibén temporal entre ambos pulsos electroforéticos.
Por ello, para su estudio, hemos realizado registros a distintos
intervalos entre ambos pulsos. La sistem&tica seguida en esta fa
se del experimento, ha sido la de mantener fijo el retardo del pul
so de carbaéol, variando el retardo del pulso de DTT, de modo que,
sucesiQamente lo aproximébamos, 1lo haciamos coincidir o lo retra

' sdbamos con respecto al rulso de carbacol.
Los resultados se pueden esquematizar en los siguientes grupos:

- inhibicidén del potencial de carbacol cuando éste va prece-
- dido de un pulso de DTT
- - potenciacidn del potencial de carbacol cuando ambos pulsos

se aplican simulténeamente o muy prdximos en el tiempo
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-aparicibén de supersensibilidad tras 1la aplicacibén de pulsos

de DTT.

Los resultados desglosados en las distintas condiciones experi

mentales son los siguientes:

Ringer pH 7
A este pH de L.E.C. se observa:
_ - inhibicidén del potencial de carbacol cuando va precedido

de un pulso de DTT.

~ potenciacidn del potencial de carbacol cuando simultanea-

mente a €1 se aplica un pulso de DTT
-~ aparicidn de supersensibilidad

Los resultados representativos de esta situacidn experimental

se ilustran en las figuras 77, 78 y 79.

Figura 77: efecto de variar el retardo del pulso de DTT con res
pecto a un pulso de carbtacol que se mantiene cor. un retardo fi-
jo de 2000 msec con respecto a ty - Los retardos del pulso de

DTT se indican en la figura debajo de las flechas.
Los potenciales de carbacol aislados se indican con la letra c.

Los pulsos simultineos de DTT y carbacol se indican con una do-
ble flecha.

Parametros de lcs pulsos:

Droga duracidn c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA

carb 10 100 5

DTT 200 100 10

Vm de la célula: 71 mV
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se observa:
- la amplitud inicial del potencial de carbacol es de 10 mV

~ se aprecia una inhibicidén de esta amplitud cuando los pulsos
de DTT se aplican a 1500,1200,1100,1000 y 900 msec¢ antes del
pulso de carbacol. La inhibicidn es del orden de 1-2 mV so-

bre la amplitud inicial.

- a 400 msec del pulso de carbacol, el DTT potencia al mismo
del orden de 3 mV sobre la amplitud inicial.
- en a de observa un discreto estado de supersensibilidad de

1 mV sobre la amplitud inicial al suprimir los pulsos de DTT.

- en b potenciacibén de 5.5 mV sobre la amplitud inicial al coin

cidir los dos pulsos.

- en ¢ se sigue observando una potenciacién de 4 mV al aplicar

el pulso de DTT 200 msec después del pulso de carbacol.

- la aplicacidn del pulso de DTT posteriormente a mis de 200
msec, inhibe el potencial de carbacol del orden de 1-2 mV so

bre su amplitud inicial.

Figura 78: misma célula que figura 77. Se observa la potencia
cidn que tiene el carbacol sobre el DTT. El potencial de DTT
se hace mis evidente cuando se aplica desbués del pulso de car
bacol:

~ amplitud del potencial de DTT aislado; 5 mV

— amplitud del potencial de DTT cuando va precedido de un

potencial de carbacol; 7.5 mV.

Figura 79: supersensibilidad tras la aplicacién de pulsos de
DTT:
- en a amplitud inicial del potencial de carbacol; 18 mV

- tras la aplicacién de varios pulsos de DTT que preceden
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en 1500 msec al potencial de carbacol se observa una inhibi

cibdn de este Gltimo.

—~ al suprimir los pulsos de DTT el potencial de carbacol tie

ne una amplitud de 21 mV

Parémetros de los pulsos:

Droga duracibn c. de eyeccidn c. de freno
o msec nA nA
carb 10 180 5
DTT ~-200 100 10

Vm de la célula; 72 mV

Ringer pH 6

Los resultados obtenidos a este pH de L.E.C. son homogéneos

con 1los observados a PR 7.

El resultado de la interaccidn DTT-carbacol globalmente es fun

cidn de lz relacién temporal entre ambos estimulos:

aplicado el pulso de DTT previamente al de carbacol a mas de

500 msec, tiene un efecto inhibitorio sobre este Gltimo.

- a partir de los 500 msec hasta la aplicacidn simulténea de
ambos pulsos, el resultado observado es el de una potencia-
cidn.

- se observa también supersensibilidad.

Ejemplo de 1o obtenido en esta situacidn experimental se ilustra

en la figura 80,

Figura 80:
- el pulso de carbacol se aplica con un retardo fijc de 2200 msec

- los potenciales de carbacol aislados se indican con la letra ¢
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- los pulsos de DTT y carbacol simulténeos se indican con una

doble flecha

- el retardo de los pulsos de DTT se indica en la figura deba-

jo de las flechas

- en a la amplitud inicial del potencial de carbacol es de 12
mV. )

— se observa una disminucibén de esta amplitud inicial hasta que
el pulso de DTT se aplica con un retardo de 1700 msec (a 500

msec) (b). .
- en b la potenciacidn es de 1.5 mV sobre la amplitud inicial.
- en ¢ supersensibilidad de 2.5 mV sobre la amplitud inicial.

- en d se aprecia otra potenciacién del potencial de carbacol

cuando el pulso de DTT se aplica 200 msec antes del mismo.
Vm de la célula; 72 mV

Parmetros de 1os pulsos:

Droga duracibn c. de eveccibn c. de freno
msec nA nA
Carb 9 180 5
DTT 100 180 10
Ringer pH 8

A este pH de L.E.C. no se ha observado supersensibilidad poste
rior a la aplicacibébn de pulsos de DTT. Asimismo, la potenciacién
es ms evidente cuando el pulso de DTT se aplica inmediatamente

después del pulso de carbacol.

Ejemplo de este tipo de interaccidn obtenido en esta condicidn

experimental se puede ver en la figura 81.



-245-

Figura 81:
- el pulso de carbacol se aplica ccn un retardo fijo de 1700

msec

- el retardo del pulso de DTT se indica en la figura debajo de

. las flechas
- en a la amplitud inicial del potencial de cartacol es de 10mV

- en b se aplica un puiso de DTT 200 msec después del pulso de
carbacol y se aprecia una potenciacién de 1.5 mV sobre la am-

plitud inicial.

- en ¢ se aplica un pulso de DTT 200 msec antes del pulso de
carbacol y se aprecia una inhibicidn del potencial de carba-

col del orden de 1.5 mV.

.- en d se aplica un pulso de DTT 100 msec después del pulso
de carbacol y se observa una potenciacién de la despolariza

cidén del orden de 2 mv.

- en 1, 2y 3 no se aprecia supersensibilidad al suprimir los

pulsos de DTT.

Vm de la célula; 71 mV

Parametros de 10s pulsos:

droga duracidn c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA
Carb 20 200

DTT 200 100 10

i

3]
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b)- Microiontcforesis con 2 ME

La aplicacidén iontoforética de 2ME a nivel de la placa motora
va seguida de la aparicién de despolarizaciones fésicas. No se
obtienen respuestas cuando la aplicacidn se realiza a nivel extra

siniptico o en zonas alejadas de la placa.

En el estudio de la accidén del 2 ME se ha seguido la sistemati

ca general ya expuesta.

El pH de la solucién de 2 ME, ha sido del orden de 4 y no se ha
variado durante las distintas fases experimentales. Este valor de

pH corresponde al pH de la solucibdn comercial de 2 ME.

La frecuencia de aplicacidn de pulsos electrcforéticos ha sido

de 1/6 seg., salvo cuando se indique lo contrario.

La polaridad de la corriente electroforética ha sido pecsitiva.
No hemos obtenido ningin tipo de respuesta utilizandc pulsos de co

rriente negativos y por ello nuestro disefio experimental ha sido:

- corriente de eyeccidn; positiva

- corriente de freno; negativa

Esto Qltimo contrasta con el disefio de otros autores y volvere

mos sobre ello en la discusién.

-Iontoforesis con pipeta {inica

Se obtienen despolarizaciones fisicas tras la aplicacién elec-
trcforética de pulsos positivos de 2 ME a nivel de la placa motora.

En zonas extrasindpticas no se obtiene respuesta alguna.

La sensibilidad media al 2 ME en este grupo experimental es del

orden de 0.09 mV/nC.
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En la figura 82 se pueden apreciar despolarizaciones fésicaé

de 4 mV obtenidas en esta situacibén experimental.
Figura 82: Vm de la célula 72 mV
Parémetros del pulso:

- duracibén 200 msec
- c. de eyeccidn 100 nA

- c. de freno 15 nA

-Estudio de las despolarizaciones fésicas producidas por la aplica-

cidn iontoforética de 2 ME a nivel de la placa motora

Se han utilizado pipetas dobles. Cdn ayuda del canal de carba
col se localizan zonas sensibles a este agente colinérgico. La
.sensibilidad minima para el carbacol requerida para la aparicién
de respuestas evidentes a la aplicacién de pulsos de 2 ME, es del
orden de 8.5 mV/nC. Una vez localizada una zona sensible al car-

bacol, se procede a la aplicacibn iontoforética de 2 ME por el

otro canal, teniendo cuidado siempre de aumentar la corriente de
freno en la pipeta de carbacol para evitar la salida de éste por
difusidn. L

Los resultados obtenidos a distintos pH de L.E.C. son 10Ss si-

guientes:

Ringer pH 7

La aplicacidn de pulsos positivos de 2 ME a nivel de la placa,
va seguida de la aparicibén de despolarizaciones fasicas a nivel de

la membrana postsinéptica.

La sensibilidad media para el 2 ME en estas condiciones experi
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mentales es del orden de 0.3 mV/nC.

" Ejemplo de estas despolarizaciones fAsicas se pueden ver en la
figura 83.

Figura 83: potenciales de 2 ME de 5 mV de amplitud producidos

por la aplicacibn electroforética de 2 ME a nivel de una placa

motora.
Parametros del pulso:

- duracibn 200 msec
- ¢. de eyeccibdn 100 nA

- ¢. de freno 20 nA

Ringer pH 6
A este pH de L.E.C. la aplicacibn iontoforética de 2 ME a ni-
vel de la placa motora o en zonas muy prdximas a ella, va seguida

de la aparicibén de despolarizaciones fasicas.

La sensibilidad media para el 2 ME a este pH de Ringer es del

orden de 0.4 mV/nC.

Ejemplo de este tipo de respuesta se ilustra en la figura 84.

Figura 84:
.despolarizaciones fasicas obtenidas tras la aplicacibén de pul-
sos de 2 ME a nivel de una placa motora de una fibra con un Vm

de 80 mv.

Parémetros del pulso:
;
- duracibdn 200 msec
- ¢. de eyeccidn 100 nA
- c.de freno 10 nA

La amplitud del primer potencial de 2 ME es de 8 mV
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.

- en a se disminuye la corriente de freno y la respuesta tiene

una amplitud de 10 mV

- en b se disminuye la duracién del pulso a 100 msec y la am-

plitud de la respuesta es de 5 mV.

Ringer pH 8

A este pH de L.E.C. la aplicacién electroforética de 2 ME va

seguida asimismo de la aparicién de despolarizaciones fhsicas.

La sensibilidad media al 2 ME en estas condiciones experimenta

les es de 0.1 mV/nC.

La figura 85 ilustra una respuesta obtenida en estas condicio-

nes experimentales. .

Figura 85: potenciales de 2 ME de 5 mV de amplitud obtenidos
tras la aplicacidn de un pulso de 2 ME de las siguientes carac-

teristicas:

duracidén 200 msec
- c. de eyeccidén 150 nA

-~ ¢. de freno 15 nA

Vm de la fibra; 80 mV

-Estudio de la interaccién 2 ME-carbacol

Los resultados pueden conceptuarse globalmente afirmando que bé
sicamente dependen de la relacidn temporal entre 1los pulsos de for

ma que:

- la aplicacidén simulténea de ambos pulsos origiha una poten-

ciaciébn.

- un pulso previo de 2 ME resulta en inhibicibn o potenciacibén

del potencial de carbacol, dependiendo de la reladdn tempo-
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ral entre ambos.
- la aparicidn de supersensibilidad es frecuente.

Los resultados desglosados en las diferentes condiciones expe-

rimentales son lcs siguientes:

Ringer pH 7

Sigue las lineas generales expuestas previamente. La figura

86 expresa los resultados obtenidos a este pH de L.E.C.

Figura 86

Parametros de los pulsos:

Droga duracibn c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA

Carb 10 200

2 ME 200 100 10

- el retardo del pulso de carbacol se mantiene fijo a 2000 msec

- el retardo del pulso de 2 ME se indica en la figura debajo de

las flechas

- en a amplitud inicial del potencial de carbacol 15 mV

-~ en b un pulso de 2 ME aplicado 1800 msec antes del pulso de car
bacol, inhibe el potencial de carbacol 2.5 mV respectc a la am--
plitud inicial

- en ¢ un pulso de 2 ME aplicado 1200 msec antes del pulso de car
Bacol potencia el potencial de carbacol 0.5 mV respecto a la am
plitud inicial

- end aplicacidén simulténea de ambos pulsos; se observa una poten

tiacdidn de 5 mV sobre la amplitud inicial. Esta potenciacidn
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disminuye esponténeamente en los registros siguientes:

- en e nueva aplicacibén simulténea de ambos pulsos; potenciacién
de 5 mv
- en 1 supersensibilidad de 1 mV sobre la amplitud inicial 3

Ringer pH 6

Basicamente se obtienen los mismos resultados que a pH 7. Sin
embargo, a este pH de L.E.C., la aplicacibén de ambos pulsos simul
taneamente va seguida de la aparicién de potenciales de accién.

Ejemplo de esta situacién experimental se ilustra en la figura 87.
Figura 87: Vm de la cé&lula 80 mV

Parametros de 10s pulsos:

Droga duracibén c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA

carb 10 200 10

2 ME - 200 100 5

1

- en a amplitud inicial del potencial de carbacol 18 mV

- en s aplicacibén simulténea de ambos pulsos

- potenciales de accidbén sefialados con una flecha

El Vm pierde negatividad debido a que la contraccibén de la fi-~

bra mueve el electrodo de registro.

Ringer pH 8

Los resultados obtenidos a este pH de L.E.C. son homogéneos con
los expuestos como principios generales de la interaccidn 2 ME-car
bacol. La figura 88 expresa los resultados observados a este pH

de Ringer
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Figura 88: Vm de la célula 84 mV

Parametros de los pulsos:

Droga duracidn c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA

Carb 7 200 5

2 ME 200 150 15

el retardo del pulso de carbacol se mantiene constante a 2000

msec

el retardo del pulso de 2 ME se indica en la figura debajo de

las flechas.
en a amplitud inicial del pbtencial de carbacol 12 mV

en b pulso de 2 ME 1500 msec antes que el pulso de carbacol. Se

observa una inhibicidn del potencial de carbacol de 3 mV sobre

su amplitud inicial.

en ¢ pulso de ME 500 msec ante$ que el pulso de carbacol; se ob
serva una potenciacidén de este G1timo del orden de 3 mV sobre su

amplitud inicial.

en d discreta supersensibilidad de 1 mV sobre la amplitud ini-

cial.
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D)- ACCION DEL CURARE SOBRE LAS RESPUESTAS DE LA MEMBRANA POSTSINAP-
TICA A LA APLICACION ELECTROFORETICA DE REACTIVOS SULFHIDRILICOS

La finalidad dé estos experimentos ha sido la de valorar el lu-
gar de accidn de los reactivos sulfhidrilicos de una manera mis
precisa. Para ello, hémos'aplicado una concentracidn constante de
tubocurariné al bafio de la preparacidén y simultineamente se ha ob-

servado el efecto que esta droga tiene sobre los potenciales de

carbacol y los potenciales de reactivos sulfhidrilicos.

Se ha trabajado a pH 7 y siempre con pipetas dobles para poder
comparar el efecto del curare sobre los potenciales de reactivos
de grupos SH con respecto al efecto que tiene sobre el potencial

de carbacol.

La concentracibén de curare ha sido de 10_6 M.

Los resultados. obtenidos son 1os siguientes:

Accidn del curare sobre los potenciales de 0IB

El curare tiene un efecto inhibitorio sobre los potenciales de

0IB. Esto se puede ver graficamente en las figuras 89 y 90.

Figura 89: la flecha indica el momento en que se afiadié curare

al bafio. Se observa una inhibicidn del potencial de carbacol y

del potencial de OIB (flecha doble}.

Parametros de los pulsos:

Droga duracibn c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA

Carb 4 200 _ 5

OIB 200 - 150 10

La comparacidn entre el efecto que tiene sobre los potenciales

de OIB y el potencial de carbacol se expresa graficamente en la fi
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gura 90 y en la siguiente tabla:

Se toma como 100% la amplitud inicial de las despolarizaciones.

Carbacol OIB
100% (12 mVv) 100% (6.5 mV)

86% 83%

62% 61%

24% 29%

12% 16%

0% 6%

La relacidn no es perfectamente lineal, si bien se puede afir-
mar que dentro de ciertos limites, el efecto del curare sobre am-

bos es homogéneo. Insistiremos en ello en la discusidn.

Accibn del curare sobre los potenciales de DTNB

El efecto del curare sobre los potenciales de DTNB es inhibito

rio. - Esto se expresa en la figura 91.

Figura 91.: La flecha indica el momento en que se afiade curare
al bafio de la preparacibén. Se observa una inhibicidn del poten

cial de carbacol y del potencial de DTNB (flecha doble).

Parametros de los pulsos:

Droga duracidn c. de eyeccidn c. de freno
msec nA nA

Carb "10 200 5

DTNB 200 150 5

La comparacidn del efecto dellcurare sobre el potencial de car-
bacol y el potencial de DTNB se expresa en la grafica 94 y en la si

guiente tabla:
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La amplitud inicial de los potenciales se valora como 100%.

Carbacol DTNB
100% (15 mV) 100% (5 mv)
86% 72%
74% 60%
10% 4%
20% 13%
6% 0%

La relacidén tampoco es perfectamente lineal, si bien, se puede
afirmar que dentro de ciertos limites el efecto del curare sobre
ambos también es homogéneo. Volveremos sobre este punto en la dis

cusibn.

Accidn del curare sobre l1los potenciales de DTT

El curare inhibe los potenciales de DTT, si bien no en la misma

proporcibn gque a los potenciales de carbacol.

En la figura 93, se puede observar el efecto inhibitorio de 1a
tubocurarina sobre los potenciales de DTT (doble flecha) y sobre

los potenciales de carbacol.

Figura 93: La flecha indica el momento en que se aflade curare
al bafio.

Parametros de los pulsos:

Droga duracidn c. de eyeccibdn c. de freno
msec nA hA
Carb 6 200

DTT 200 180 10

La comparacibn entre el efecto inhibitorio del curare sobre los
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potenciales de carbacol y los potenciales de DTT se expresa en la

grafica 94 y en la siguiente tabla:

La amplitud inicial de ambos potenciales se conceptia como 100%

Carbacol DTT

100% (16.5 mV)

94% 88%
82% 86%
73% 84%
70% 83%
0% 60%

La relacibn no es lineal y el efecto del curare
ciales de DTT es claramente distinto al efecto del
carbacol y las drogas oxidantes. A nuestro juicio
feren?es lugares de accidn de las citadas drogas.

bre ello en la discusién.

Accibén del curare sobre los potenciales de 2 ME

100% (2.5 mV)

sobre los poten
mismo sobre el
esto sugiere di

Volveremos Sso-

Se observa un efecto inhibitorio de las mismas caracteristicas

que las sefialadas para el DTT.

La figura 95 representa un regis-

tro de potenciales de carbacol y 2 ME y el efecto del curare sobre

los mismos. La flecha indica el momento en que se

bafio. .
A

Parametros de los pulsos:

Droga duracién c. de eyeccidn c
msec nA

Carb 10 200

2 ME 200 100

afiade curare al

. de freno
nA

10

La comparacidén entre el efecto inhibitorio del curare sobre los

- —— ey
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pévtenciales de carbacol y 2 ME‘se expresa en la gr&fica 96 y en 1la
siguiente tabla. Se toma como 100% el valor correspondiente a la

amplitud inicial de ambos potenciales:

Carbacol 2 ME
100% (5.6 mV) 100% (2 mv)
94% 95%
82% 89%
73% 85%
70% . 84% '
0% 52%

Estos resultados son homogéneos con los obtenidos con el DTT.
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E)- APLICACION ELECTROFORETICA DE REACTIVOS SULFHIDRILICOS EN
PRESENCIA DE BETA BUNGARQTOXINA

Lz finalidad de estos experimentos ha sido doble: por una par
te, remos querido descartar cualquier efecto de los reactivos de
grupcs SH "a nivel de"™ o "a través de" la membrana presinéptica
en la génesis de las respuestas de 1la membrana postsindptica ori
ginadas tras la aplicacidn iontoforética de 1os mismos. Por otra
parte, nuestra finalidad ha sido la de obviar cualquier interpre
tacién relativa a la posibilidad de generacidn de respuestas post
sinapticas, a través de un estimulo eléctrico de la terminal ner-
viosa presinaptica con el pulso electroforético de la droga en
cuestién, si bien, esta Gltima posibilidad quedaba practicamente
descartada por la utilizacidn de pulsos de menos de 500 msec de

duracién.

Para cumplir estos objetivos, se ha utilizado un blogueador
presinaptico de la transmisibén neuromuscular: la beta bungarotoxi
na. Esta droga se afadid al bafio de 1a preparacién del m(sculo

sartorio con nervio a la concentracibén de 5 Microgramos/ml.

En estas condiciones experimentales, se procedid al estimulo del
nerv;o y al registro intracelular del potencial de accibdn muscular
en la zona de las placas motoras. Este procedimiento se repitibd
hasta constatar el bloqueo total de la T.N.M. El criterio seguido
_ para €llo evidentemente fu€ comprobar la ausencia de potenciales

de accidn y/o potenciales de placa tras estimulo del nervio motor.

- E) bloqueo total de la transmisidn sinéptica se obtuvo a las
tres horas. En este momento, se procedib a la aplicacidédn de los

reactivos sulfhidrilicos mediante técnica electroforética.

* Err 2stas condiciones experimentales obtuvimos despolarizaciones
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f&sicas tras la aplicacibn iontoforética de reactivos de grupos
SH a nivel de la placa motora. Ejemplos de las mismas se obser-

van en las figuras 97 y 98.

Figura 97: Potenciales de OIB obtenidos tras la aplicacidén ion
toforética de la droga a nivel de una placa motora a las 3 ho-
ras de haber afladido Beta BUTOX_ a la preparacibébn. Después de
obtener este registro, se procedid nuevamente a la estimulacién
del nervioc motor constatindose el bloqueo completo de la trans

misién.
Parémetros del pulso:

- duracién 250 msec
- c. de eyeccidn 180 nA
- c. de frenc 10 nA .-

La amplitud de los potenciales de 0OIB es de 7 mV
El Vm de la célula 78 mv

Figura 98: Potenciales de 2 mV de amplitud producidos por 1la
aplicacibn iontoforéti;a de 2 ME a nivel de una placa motora.
Este registro se obtuvo 5 horas después de afiadir Beta BUTOX
al bafio de la preparacidén. Con posterioridad, se constatd asi

mismo, la existencia de bloqueo de la T.N.M.
Parametros del pulso:

- duracibén 200 msec
- c. de eyeccidén 100 nA=

- c. de freno 10 nA

El Vm de 1la fibra; 80 mvV.
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A)Iniciamos el trabajo experimental de esta tesis estableciendo
los parémetros bioeléctricos convencionales de las fibras muscu-
lares del sartorio de la rana. En un sentido amplio, la finali-
déd de este estudio fue la de constatar la viabilidad de nuestra
preparacidn en las distintas condiciones de pH de L.E.C. queiibg
mos a emplear en el estudio de la aplicacibén de los reactivos sul
fhidrilicos a nivel de la placa motora y en zonas alejadas de la

misma.

Nuestros resultados indican en primer lugar, la viabilidad de
nuestra preparacién en un rango de pH comprendido entre 6 y 8.
En segundo lugar, queremos destacar qué;ég estudio de potencial
de membrana y propiedades pasivas de la misma, se ajustan a los
resultados obtenidos por otros autores que han realizado este es
tudic en la misma preparacién biolbégica (HODGKIN y HOROWICZ 1959

b; DEL CASTILLO, NELSON y SANCHEZ 1962; LAMBERT 1973).
Consideramos necesario hacer las siguientes observaciones:

~ el rango de pH manejado por nosotros no ha sido llevado a ex

tremos de acidez o alcalinidad.

- a pH 6 y 8, hemos obtenido valores de Vm menores que a pH 7.
A pH 7, el valor medio encontrado fud de 92.6 mV frente a
77.4 mV a pH 6 y 79.2 mV a pH 8. DEL CASTILLO, NELSON y SAN
CHEZ (1962), encuentran valores de potencial de membrana 1i-
geramente superiores en medio &cido, cgn respecto a los valo
res encontrados a pH neutro. Esta diferencia con nuestros
resultados puede ser debida a que estos autores trabajan a un
pH de 4.8 y 5.2. Por filtimo, estos autores encuentran una
disminucién de Vm en pH &cido cuando trabajan con las fibras

musculares del Bufc Marinus.
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- nuestros resultados indican un aumento de la resistencia in
put en medio &cido, pH 6, con respecto a los valores obteni
dos a pH 7. A pH B se observa -una disminucidn de la resis-

tencia input con respecto a la medida a pH neutro:

resistencia input pH 7: 239131 (D.S. 28602)
resistencia input pH 6: 654364 (D.S. 195630)
resistencia input pH 8: 199005 (D.S. 53473)

i

!

" EStos datos deben ser tenidos en cuenta a la hora de valorar
resultados posteriores, ya que el aumento de resistencia input a
pH 4cido implica una mayor caida del potencial de membrana, debi
da a la accidn cortocircuitante del transmisor (DEL CASTILLO, NEL-
SON y SANCHEZ, 1962). Esto, en definitiva, se traduce en una sen
sibilidad aumentada de la membrana postsiniptica para el transmi-
sor a pH &cido. Por el contrario, a pH alcalino la sensibilidad
de la membrana postsinlptica se encontraré disminuida y las res-

puestas a los agentes despolarizantes serin menores.
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Al comienzo de nuestro trabajo, justific&bamos. el mismo con el.
propbsito de continuar una linea de investigacibén encaminada a es
tudiar el receptor colinérgico de la placa motora de la rana con
técnicas electrofisiolbdgicas actuales y a la luz de las dos hipd-.
tesis existentes en relacidn a la exacta naturaleza del receptor.
Estas dos tendencias vienen representadas por 1los trabajos de
KARLIN y colaboradores y por otra parte, por el grupo de trabajo
de DEL CASTILLO. Los resultados de ambas lineas de investigacién
y sus postulados b&sicos han sido referidos con detalle en la In-

troduccibdn.

La valoracibén global de nuestra particular manera de realizar
la técnica electroforética ha quedado descrita confcierto detalle
en Material y Métodos. Bastenos por tanto, afadir ahora que, con
trastada con los requisitos que para la realizacibn correcta de
la misma determinan otros aut;rég (DREYER, PEPER y STERZ, 1978) 1la
aplicacibn iontoforética de sustancias a nivel de la placa, ha si-
do realizada con el maximo rigor que nos permiten nuestras posibi-
lidades técnicas actuales. En este sentido, nos hemos separado de
los requisitos apuntados por los citados autores en aquellos aspec
tos que requieren como condicidn indispensable el uso de un siste-

ma éptico Nomarski, del que en la actualidad carecemos.

La discusidén de nuestros resultados debe hacerse teniendo pre-
sente la técnica utilizada. En efecto, un primer aspecto que 1lla-
"ma la atencidn en nuestros resultados experimentales; es la obten-
cién de despolarizaciones con la aplicacidén de reactivos sulfhidri
licos. Indepenﬁientemente de consideraciones posteriores, es nues
tro propbsito inmediato hacer una breve referencia a las posibles
diferencias interpretativas a que puede dar lugar el uso de méto-
dos diferentes a la hora de estudiar un mismo aspecto de la fisip
logia celular; transmisidn neuromuscular y receptor colinérgico

en nuestro caso.
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La técnica iontoforética permite la obtencibn de‘concentracig
nes elevadas de la droga problema en las inmediaciones de una zo
na muy circunscrita de la membrana celular. Ademis, esta zona
puede ser escogida y determinada por la correcta situacibdn de la
pipeta a nivel del lugar exacto donde se quiere estudiar la ac-
cibn de determinada droga. Ninguno de estos requisitos puede 10

grarse aplicando la droga problema al bafic de 1a preparacidn.

Por otra parte, el estudio de los reactivos sulfhidrilicos a
nivel de zonas muy circunscritas de la membrana celular, plantea
qtr0§ problemas. Estos reactivos pueden potencialmente reaccionar
con cualquiera de los grupos S-S o SH, que siendo accesibles a los
mismos se encuentren presentes en las células. La interaccidn es-
pecifica con determinados grupos SH o S-S5 dificilmente puede lo-
grarse aplicando la droga al bafio de la preparacidn, ya que en el
mejor de los cascs, se obtendri ademds del efecto de los reacti-
vos sulfhidrilicos sobre los posibles grupos reactivos a nivel
del receptor, un efecto generalizado inespecifico sobre los gru- .
pos reactivos accesibles detoda la superficie celular. Esta di-
ficultad puede solventarse con la aplicacidn de los reactivos sul
fhidrilicos a nivel de zonas localizadas, empleando para ello pul
sos electroforéticos de corta duracidédn gque garanticen concentra-
ciones despreciables de 1o0s mismos en el 1iquido que bafia rIa pre-

paracibn.

Otro problema a tener en cuenta cuando se quiere estudiar 1la
accidén de una droga sobre determinado receptor, es el concepto de
eficacia de la misma. Nuestros resultados confirman la baja efi-
cacia de los reactivos sulfhidrilicos. Resulta evidente que la
aplicacién de los mismos al bafio tendria que ir seguida de prolon
gados periodos de exposicidn o alternativamente, la concentracidn

de la droga en el L.E.C. debe ser muy elevada. Por citar un ejem
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plo comparativo, destacamos la duracibén méxima de 500 msec de nues
tros pulsos electroforéticos, frente al minimo de 10 minutos de
aplicacidén de la droga al bafio realizada por otros autores (BEN

HAIM, LANDAU y SILMAN, 1973).

Es de resaltar por tanto, que'él empleo de la técnica electro
forética con dispositivo de corriente constante, permite el estu
“dio de las posibles interacciones de drogas de baja eficacia con
grupos funcionales o estructurales situados en, 0 en las inmedia
ciones del propio receptor. Ello es posible debido a que la téc
nica iontoforética de corriente constante garantiia la concentra
cibén constante y localizada de la droga problema a nivel de la

zona elegida para estudiar su interaccién.

Por {i1timo, queremos dejar constancia de que.ﬁ nuestro juicio,
la aplicacibn electroforética de §ustancias simula @és fielmente
la liberacién fisioldgica de los transmisores naturales. Por
ello, nuestros resultados deben conceptuarse ante todo como debi
dos a la accidén breve de determinados reactivos de grupos sulfhi--
drilicos sobre zonas muy localizadas de la membrana de la fibra

muscular.

E1l componente de electroosmosis es el fundamental en la eyec-
cibébn de reactivos sulfhidrilicos desde la punta de la pipeta. Con
anterioridad nos hemos referido al aspecto tedrico de la electro-
osmosis. Bastenos seflalar ahora, que las drogas utilizadas en

" nuestro trabajo constituyen un grupo no fuertemente ionizado y por
tanto, resulta coherente y lbgico que, la fuerza impulsora de 1las

. ! .
mismas sea la electroosmosis y no la iontoforesis.

Sentadas estas premisas previas, pasamos a la discusidn e inter

pretacidn de nuestros resultados.
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La aplicacién iontoforética de reactivos sulfhidrilicos, oxi-
dantes y reductores va seguida de la aparicidn de despolarizacio
nes fésicas a nivel de la membrana postsindptica. Estas respues

tas se muestran independientes del pH del medio.

A
La no influencia del pH del L.E.C. en el rango estudiado (6-8)

puede en principio ser debido a dos factores fundamentales:

-~ el rango elegido de variacibdn de pH del medio (6-8) no ha

sido llevado a extremos limites de acidez o alcalinidad.

- las constantés de disociacidn de los tioles proteicos pue
den depender mis del entorno inmediato de los grupos sul-
fhidrilos que del pK de los mismos, e incluso pueden ser

independientes del pH del medio (JOCELYN, 1972).

Ademés de lo anterior, hay que tener en cuenta gque los tioles
difipilmente se auto-oxidan en ningin medio. Requieren para ello,
la. presencia de un "catalizador" en el amplio sentido de la pala-
bra. Ahora bien, hay factores que influyen en la velocidad de la
reaccidén oxidativa: temperatura, tensibn de oxigeno, pH del medic
—-dentro de ciertos limites- y muy en especial, la naturaleza del
tiol en cuestidén. Este {1ltimo factor nos es desconocido, ya que
la exacta naturaleza de la, o las proteinas en cuestidn, no ha si
do determinada, si bien podemos afirmar que son portadoras de un
grupd 5-$ por 1o menos y muy probablemente, como demostraremos mas

adelante, de un grupo SH.

En este mismo sentido, queremos destacar un factor que a nues
tro juicio debe ser tenido en cuenta. La utilizacién de ciertos
reactivos sulfhidrilicos, por ejemplo nucleofilicos como el bisul
fito (STEINACKER, 1979), puede ocasionar una "superoxidacidn" de
grupos S-S, obteniendo como productos de la reaccidn, acidos sul-

finicos y sulfénicos; lo cual, en definitiva, implica la ruptura
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de los grupos S-S implicados en la reaccién.

Este tipo de reacciones de super-oxidacidn, dependen en gran
parte del reactivo sulfhidrilico que se utilice y se ve favoreci

da por la alcalinidad del medio, siendo m&xima a pH 8.

Sobre la base de estos conceptos prévios, pasamos a estudiar
las respuestas obtenidas en nuestra preparacidén a la aplicacidn
electroforética de reactivos sulfhidrilicos-oxidantes y reducto-
res-a nivel de la membrana postsinéptica. Lo primero que nos 1la
md la atencidn fue la homogeneidad en los resultados: todos los
reactivos ocasionaban despolarizaciones a nivel de la placa moto
ra. Este efecto habia sido comprobado reiteradamente y con el em
pleo de pipetas simples y dobles. Fue, sin duda, la obtencién de
respuestas claras y reproducibles con pipetas {inicas el factor
que mas influyd en la aceptacidn de estas despolarizaciones como
debidas, fuera de toda duda, a la aplicacidn finica y exclusiva de

reactivos sulfhidrilicos a nivel de la placa motora.
A primera vista existian dos posibilidades:

-~ que estuvieramos en presencia de una interaccidn de tipo

"inespecifica", o bien

- que de alguna manera estuviesemos actuando sobre un lugar

iinico, comin para ambos tipos de reactivos.

La primera posibilidad quedaba descartada por el hecho de que
respuestas "inespecificas" habrian sido obtenidas aleatoriamente
a nivel de mhltiples zonas de la membrana de l1a fibra muscular.
Muy por el contrario, en nuestra preparacidn, el imperativo para
la obtencidén de respuestas a los reactivos de grupos sulfhidrili-
cos, era la aplicacidédn iontoforética de la droga en cuestidn en
zonas extremadamente sensibles al carbacol. Ldgicamente se dedu-

cia, que la condicibn era la proximidad de la proteina receptora.
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La no obtencidn de despolarizaciones a nivel de zonas extrasinap
ticas o alejadas de la placa, nos llevd ademds a concluir que con
toda probabilidad estAbamos en presencia de grupos reactivos de
incidencia funcional. Esta Qltima conclusidn nos vino dada por

el hecho conocido de que 1los grupos sulfhidrilicos m&s "reactivos"
son aquellos que tienen un papel funcional claro, o por lo meénos,
estan implicados estructuralmente en zonas que tienen una elevada

incidencia funcional (JOCELYN, 1972).

Establecido de esta manera, el caracter especifico aparente de
nuestras interacciones droga-receptor, y las despolarizaciones sub

siguientes, pasamos a considerar la segunda posibilidad.

l Eﬁ principio, resultaba dificil aceptar que oxidantes y reduc-
tores pudiesen estar actuando de alguna manera a nivel de un gru-
p6 cémﬁn. Quedaba, sin embargo, la posibilidad de 1o que hemos
denominado "superoxidacién", cuyo resultado (1ltimo, al fin y al
cabo, era comparable a la accidn de los reductores sobre los gru-
pos S-S, ya que en definitiva, en ambos casos se producia la rup-
tura de los grupos disulfuros. En esta lipea de pensamiento, nos
parecibd indispensable analizar todas las posibilidades de inter-

accidn de las drogas empleadas en nuestro trabajo.

-Independientemente de esta Gltima posibilidad, barajamos otra
que podia tener importancia. En efecto, es un hecho que los gru-
pos S-S tienen importancia en la determinacidn de la estructura
" terciaria de las proteinas; pero sin embargo, los grupos SH tienen
un gran sentido de funcionalidad. Teniendo ésto presente, nos plan
teamos la posibilidad de estar actuando a nivel, no de un grupo co-

mOn, pero si de una estructura con unidad funcional.

Para dilucidar la alternativa correcta, era necesario analizar

el mecanismo intimo de accidn de las drogas utilizadas por nosotros.
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BlMecanismo de accidn de los reductores

Las dos drogas empleadas por nosotros, 2 ME y DTT, son reduc-
tores especificos de grupos SH. La finica accibén posible adjudica

ble a ellos, era la ruptura de un puente disulfuro:

XSH + PROTSSPROT .......... XSSPROT + PROTSH
XSH + XSSPROT ........ «».o. X8SX + PROTSH

Esta reaccibén es com@in para ambos reductorgs, siendo XSH el
2 ME o el DTT. El producto final de la reaccibn es la proteina

con grupos SH reducidos y el reactivo oxidado.

Parecia claro, por tanto, que la tinica posibilidad de interac-
cidén primaria de los reductores, era la ruptura de un grupo disul
furo en, o en las proximidades de la proteina aceptora., Por afla-
didura, esta ruptura iba acompafiada, o era causa de un cambio de

permeabilidad que se traducia en una despolarizacidn.

Esta posibilidad no parecia improbable, ya que puesto que los
enlaces S-S tienen dentro de las proteinas un sentido estructural,
la ruptura del mismo podria ocasionar un cambio conformacional,
que a su vez conllevaria un cambio de permeabilidad. Cabia pregun
tarse ahora, si estlbamos frente a una manipulacién farmacoldgica
o frente a un suceso por lo menos parcialmente fisiolbdgico. Nues-—
tro sentir al respecto, quedari expuesto cuando tratemos el proble

" ma de las interacciones Carbacol-reactivos sulfhidrilicos.

Quedaba, por Qltimo, expliéar razonablemente cédmo una ruptura
de un grupo S-S podia llevar a la obtencibn de respuestas de cam-
bio de potencial de tipo fésico. Para ello, habia que suponer un
cambio trahsitorio, 1o cual significaba una reoxidacién répida e

"in situ" del puente reducido. Dos posibilidades podian explicar,
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dentro de 1la ldgica y coherencia necesarias para todo este tipo
de razonamiento, el mecanismo subyacente. Por una parte, el gru
po S-S podia reducirse por accidn del reductor y luego reoxidar-
se esponténeamente. Esto cabe dentro de lo razonable, ya que es
tﬁdibs polarogréaficos, han demostrado la existencia de grupos SS
que pueden reducirse reversiblemente (JOCELYN, 1972). Por otra
parte, podia invocarse la presencia de un grupo SH prdéximo, me-
diante el cual se podria establecer una reaccidén de intercambio
TIOL-DISULFIDO. Estas reacciones son de importancia e interés en
la fisiologia de los grupos SH y existen datos a favor de su exis
tencia a nivel de moléculas bien caracterizadas, como la albimina

bovina y la humana (JOCELYN, 1972).

Con estos datos, y sin entrar alin en el problema de las inter
acciqpes de los reactivos sulfhidrilicos con el carbacol, podia-
mos razonablemente aceptar que la ruptura, farmacoldgica en este
caso, de un grupo S-S prdéximo a la proteina receptora, era res-
ponsable de la aparicibén de un cambio conformacional que se tra-

ducia a su vez en un cambio de potencial de tipo fésice.

Estos resultados y esta linea de pensamiento contrasta aparen
temente con los resultados expuestos por KARLIN y su grupo de tra
bajo. En efecto, en 1973 KARLIN sostiene que el grupo SS no se
reduce espontaneamente durante la activacﬁén del receptor y que
su funcidn es meramente estructural. Basa su afirmacién en el he
cho de que al afiadir DTT al bafio .de la preparacidn, las respues-
tas al carbacol o acetilcolina se inhiben, y también, en el hecho
de.que la Netilmaleimida (NEM), agente alquilante, no ejerce ac-
cibén alguna inhibitoria cuando es afiadida al bafio aisladamente,

en ausencia de un tratamiento previo con DTT.

A este respecto, sblo podemos aducir que en nuestro disefio ex-
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perimental y razonamiento subyacente, es condicibén indispensable
la aplicacidn electroforética de la droga, que a nuestro juicio,
produce cambios rapidos y reversibles, en este caso, a nivel del
grapo S5-S. Hemos visto que ambos requisitos pueden ser perfecta
mente probables y sblo nos cabe afadir, gue en el supuesto gue
postulamos, la ruptura y posterior oxidacibdn del puente SS, seria
tan rapida que muy probablemente la NEM afiadida al bafio, no po-

dria bloquear grupos SH de tan transitoria formacidn.

Este Gltimo aspecto necesita confirmacién experimental con apli
cacidn electroforética de reductores a nivel de la placa y simul-

tadnea aplicacidn de NEM al bafio.

ClMecanismo de accié/n de los oxidantes

Las dos drogas utilizadas por nosotros, deben tratarse indepen
dientemente, ya que cabe la posibilidad de mecanismos de accién

diferentes.

Antes de entrar en el mecanismo de accidn de las drogas oxidan
tes de grupos SH, queremos dejar sentadas determinadas premisas

que a nuestro juicio deben ser tenidas en cuenta.

- la accibdn primaria de 1os reactivos oxidantes debe ejercer
se a nivel de grupos SH. S0lo los agentes fuertemente nu-
cleofilicos o electrofilicos pueden proceder directamente

a la ruptura de grupos S§S.

~ los reactivos oxidantes pueden formar grupos SS como pro-
. . / . ) . . 2

ducto mayoritario y practicamente tnico en su reaccidn con

tioles. Esto conlleva la formacidn de enlaces de tipo co-

valente estables.

- la reaccidn agente oxidante con un Gnico grupo SH, forma
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productos de oxidacidn intermedios menos estables. Una
reaccibén de este tipo, tendria el significado primario de
cambiar la condicién libre del grupo SH, en tanto que se
le afiade un producto de oxidacidn, pero no lleva impliciQ
ta la formacidn de enlaces de alta energia estables y prég

ticamente irreversibles.

Teniendo ésto presente, pasamos a analizar el mecanismo de ac-

cién de las drogas oxidantes de tioles por separado.

Mecanismo de accidn de DTNB

La discusidn de los resultados obtenidos por la aplicacidn elec
troforética de DTNB, se basa fundamentalmente en estudios hechos
con pipetas de DTNB-etanol. Creemos que cualquier efecto afribui
ble al etanol, puede descartarse por los siguientes motivos:

- se observaron.los mismos efectos con pipetas DTNB-agua des
tilada, si bien, al ser mas dificiles de manejar por la es
casa solubilidad de la droga en agua, los resultados, cua-

litativamente iguales, eran menos aparentes.

- efectos del etanol sobre la membrana postsiniptica, como
los descritos por BRADLEY, PEPER y STERZ (1980), en el sen
tido de atribuirle una accidn facilitadora sobre 1la trans-
misidn neuromuscular, dificilmente pueden ser extrapolables
a nuestro trabajo, ya que los citados autores, introducen
el etanol al baflo. Es de destacar, que estos autores ob-
servan un efecto "facilitador" del etanol sobre la inter-
accidén ACh-receptor. Nosotros observamos una accidn inhji
bitoria del mismo sobre el potencial de carbacol. Sobre
este punto no insistimos, ya que, en definitiva, no forma

parte homogénea con el problema que ahora nos ocupa.
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Nuestros resultados demuestran, que la aplicacibn electroforé
tica de DTNB a nivel de la placa motora, produce despolarizacio-

nes fasicas.

En una primera aproximacién, 1o 16gico es suponer que la inter
accién que subyace este cambio de potencial, es la de droga oxi-
dante con grupo o grupos SH. Sin embargo, y para agotar 1las posi
bilidades sobre un posible lugar de accibdn comiin, comenzamos por

estudiar las caracteristicas de este reactivo sulfhidrilico.

E1 DTNB pertenece al grupc de los oxidantes aromlticos con un
grupo S5 en su molécula. La especificidad de estos oxidantes aro
miticos es limitada. En efecto, se pueden formar reacciones en
cadena que llevan a la formacidn de disulfidos mixtos. Este tipo
de reaccidén se ha constatado especificamenté con el DTNB (JOCELYN,
1972).

La reaccidn general es la siguiente:

12) RSH + X88X .......... RS8SX + XSH
20} XSH + PrSSPr ........ Prssx + PrSH

Si hay exceso de reactivo, la reaccibédn alin puede continuar en
cadena:

32) PrSH + X8S8X ......... Pr8sXx + XSH

En nuestro caso particular:

XS8SX = DTNB

PrSSPr = proteina con puente SS§S

Sobre la base de este mecanismo de accidn del DTNB, 10 que no
queda claro es el significado funcional de RSH. Podria tratarse
de un grupo SH inespecifico en las proximidades del puente disul-

furo, o bien, podria tratarse de un grupo SE (nico especifico de
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la proteina receptora en conexidn funcional con el grupo SS. °~

Con los datos que nuestros experimentos aportan hasta el momen
to, no es posible dilucidar el sentido funcional ni la localiza-
cibén de este grupo SH necesario para la reaccibdn en cadena con el
DTNB. Aportaciones posteriores nos indicardn algo al respecto, y
nos referiremos a ello cuando discutamos la accién del curare so-

bre los potenciales de reactivos sulfhidrilicos.

Cabe destacar también, que en nuestro caso particular, el ter-
cer paso de la reaccidn en cadena puede ser eliminado, ya que la
aplicacidén electroforética de la sustancia, probablemente no lle-

gué a crear un exceso de reactivo en la zona.

El resultado final de este mecanismo de accién de DTNB, es la
oxidacién de un grupo SH y el rompimiento de un grupo §S. En es
te sentido, el mecanismo es semejante a lo obtenido por STEINACKER
(1979), por medio de 1la utilizacidn del bisulfito. Es de resal-
tar, que en estas condiciones, el citado autor encuentra un efec
t9 dq‘potenciacién para la respuesta del receptor a l1la acetilcoli

na.

A modo de resumen podemos afirmar que la accibén despolarizante

de los pulsos de DTNB puede ser debida:
- al rompimiento del grupo SS§
~ a la oxidacidn de un grupo SH

- a la oxidacidén de un grupo SH y ulterior rompimiento

del grupo S§S.

En definitiva, queda claro el imperativo de la existencia de un
grupo SH inespecifico o especifico en la proximidad del puente di-
sulfuro. Este grupo SH, seria necesario para que el DTNB se reduc

ca en su interaccidn con é1, y posteriormente, en forma de tiol
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aromitico reducido, pueda interaccionar con el puente disulfuro.

La existencia o no, de uno o mas grupos SH a nivel del recep-
tor colinérgico, ha sido un asunto largamente cuestionado y deba
tido. Los trabajos de DEL CASTILLO y colaboradores, citados en
la Introduccibdn, parecen confirmar la existencia de un grupoc SH
reactivo, por lo menos, a nivel del receptor colinérgico. Por
otra parte, los resultados del grupo de trabajo de KARLIN, cita-

dos asimismo en la Introduccidn, son en parte confusos:

- por una parte, KARLIN y BARTELS (1966), encuentran que el
p-cloromercuriobenzoato, inhibidor de los grupos SH, aplicado al
bafio de la preparacién, produce una inhibicidén marcada a la res-
puesta al carbacol. Este hecho experimental ‘habla a favor de 1la
existencia de por los menos un grupo SH reactivo en las proximi-
dades del receptor. Este disefio experimental fue realizado en 1la

electroplaca.

~ por otra parte, KARLIN (1969, 1973), sostiéne la poca proba-
bilidad de la existencia de grupo o grupos SH reactivos en €l re-
ceptor colinérgico de la electroplaca, debido a que 1la aplicacién
al bafio de la preparacibdn de N.E.M. previamente a la aplicacién
de DTT, no tiene efectos irreversibles sobre el funcionamiento del
receptor. En el razonamiento de-KARLIN, de haber grupo ¢ grupos
SH, éstos habrian formado productos de adicidén irreversibles blo-
queadores con el grupo maleimidico. A este respecto, sélo podemos
" afiadir, que el efecto del N.E.M. es en gran parte debido a la ac-
cesibilidad o no del mismo a los grupos SH. Cabria,por tanto, la
posibilidad de existencia de un grupo SH reactivo poco accesible
a la accibdn de la maleimida en, o en la proximidad del receptor.
Esgg aspecto sbélo podra ser confirmado con experimentos de ionto-
foresis de reactivos‘sulfhidrilicos a nivel de la placa motora y
simultéineamente aplicar concentraciones conocidas de N.E.M. al ba

fio de la preparaciébn.
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Mecanismo de accidn del o-iodosobenzoato

La aplicacidén iontoforética de OIB va seguida de la apariciédn
de despolarizaciones de tipo fésico a nivel de la membrana post-
sinéptica.

El OIB es un reactivo especifico de grupos SH (SOBRINO y DEL
CASTILLO, 1972). Sobre esta base debemos conceptuar su accidn

como ejercida primariamente sobre grupos SH, los cuales oxidaria.

; én efecto, el 0IB no parece tener tendencia a la formacidn de
reacciones en cadena, como las descritas para el DTNB. Tampoco
hemos encontrado referencia alguna a una posible accidn directa
sobre los grupos §8. Por tanto, en principio, debemos aceptar que
la oxidacibdn de uno o mas grupos SH, es el ﬁecanismo de accién de
este reactivo oxidante. A este respecto, queremos afiadir que ia k
accibn del OIB Sobre los grupos SH prbéximos, llevaria a la forma-
cibén de grupos S§S. Para aceptar este mecanismo de accibn, habria
que aceptar implicitamente un mecanismo de reduccidn répido, a ni
vél de la propia membrana postsindptica. Ello es necesario para
explicar razonablemente el origen de despolarizaciones fésicas sub

siguientes a su aplicacidn electroforética.

Si aceptamos la existencia de un {nico grupo SH préximo al gru
po SS, el producto de la interaccibén agente oxidante - grupo SH,
seria fundamentalmente un derivado de tipo sulfinico. En este ca
s0, la interaccién se traduciria en 'una accién oxidativa que funda
mentalmente significaria para el tiol el hecho de dejar estar 1i-
bre como tal .grupo. Para el grupo de trabajo de DEL CASTILLO, es
ta condicidén seria la necesaria para ocasionar un cambio conforma
cional en la proteina receptora que conllevaria a su vez cambios
en la conductancia a nivel de la membrana postsinéptica. La rever

sibilidad de esta reaccidn en particular, bien podria explicarse

1
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.

por la existencia del grupo §S préximo. con el cual se puede esta
blecer una reaccibdn de intercambio SS-SH, como ya hemos sefialado

en el apartado anterior. Sobre este aspecto insistimos en el he-
cho de que la reduccién de un grupo SS puede ser debida a la in-

teraccidn con un tiol, de forma que en principio, los grupos o

el grupo SH de un tiol puede interaccionar con un grupo 88 préxi

mo (JOCELYN, 1972).

Sobre 1a'base de este tipo de intercambio §S8 - SH, podemos ex
plicar la accidn homogénea observada tras la aplicacibn electrofg
rética de reactivos sulfhidrilicos oxidantes y reductores. Pres-
cindiremos de momento, del significado funcional Giltimo del grupo
SH, pudiendo ser éste un grupo inespecifico en las proximidades
del receptor o alternativamente un g;uﬁ&zespecifico funcional de
la propia proteina receptora. Con 1osAdatos aportados hasta el
momento, vemos sb6lo la necesidad de su existencia y ello por dos

motivos fundamentales:

- la accién del DTNB requiere la accibdn primaria de esta

droga sobre un grupo SH.

- el mecanismo de accidn del OIB es primariamente oxidativo
y por tanto, hay que explicar su accibdn sobre la membrana
postsindptica como debida a la oxidacién de un grupo SH
por 1o menos. A este respecto, queremos afiadir que en mo
léculas tan caracterizadas como la hemoglobina, la oxida-
cibn de 1o0s grupos SH va acompaﬁaéa de cambios conformacio

nales de la molécula (JOCELYN, 1972).

!

Nuestros resultados hasta el momento indican la presencia de un
grupo SS y la necesidad de la existencia de un grupo SH por lo me-
nos. Sobre esta base podemos.ya formular un modelo tentativo de
membrana sin incidir alin sobre el significado funcional del grupo
SH. Este modelo tentativo incluiria los siguientes grupos funcio

nales:
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- un grupo SS

- un grupo SH
La base funcional operativa de dicho modelo seria:

8§ + 8'H ———————— §SH + S§§'

P ——

o 1o que es lo mismo:

S——S SH SH S—-S
\ / L \ /N,
Prot. Prot. —=————"—= Prot. Prot .

La manipulacién farmacoldgica, en nuestro caso sobre uno de es
tos grupos, desplazaria la reaccibén hacia la derecha. Esta reac-

cibén seria reversible, como se ha explicado con anterioridad.

Probablemente, una de las conformaciones es la fisiolbgica en
reposo. La posibilidad de que esto ocurra o no de manera natural
durante la interaccibdn neurotransmisor-receptor, seri analizada

mas adelante.

Hemos analizado anteriormente con cierto detalle el porqué cree
mos que la diferencia entre nuestros resultados y los obtenidos
por 1a escuela de KARLIN deben concepturarse como debidos a 13 uti
lizacidén de métodos diferentes: droga afiadida al bafic y por peric-
~ dos prolongados, en un caso; y droga aplicada iontoforéticamente a
través de pulsos breves, en nuestro caso. Sin animc de ser reijte-
rativos, bistenos ahora afiadir al respecto, que fendmenos “fisiold
gicos" como la desensibilizacibébn muestran un curso temporal muy di
ferente cuando se estudian con la droga en el bafio de la prepara-
cibén, que cuando se estudian mediante la aplicacibén de la droga a

través de pulsos electroforéticos breves. Este punto ha sido to-
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cado en la introduccibén de nuestra tesis.

Por #iltimo, queremos afiadir que 1a adicibén de un reductor al
bafio de 1la preparacidén (PTT por ejemplo) romperia el equilibrio
de nuestro hipotético modelo al reducir el grupo §8 y formarse
tres grupos SH. Este estado se alejaria del imperativo puente
8§ y grupo SH que hemos postulado como base operativa del modelo.
Esta hipbtesis deber& comprobarse con experimentos de aplicacibn
de reactivos sulfhidrilicos electroforéticamente y simulténea apli
cacibén de dosis conocidas de reactivos sulfhidrilicos al bafio de

la preparacidn.

DlAccibdbn del curare sobre los potenciales de reactivos sulfhidrilicos

La d-tubocurarina 10—6 M, aplicada al bafio de la preparacidn
del miisculo sartorio de la rana, produce un efecto inhibitorio spo
bre la accibn de ambos grupos de reactivos sulfhidrilicos, siendo
mis evidente la inhibicién de las respuestas a la aplicgcibn elec

troforética de agentes oxidantes.

En efecto, nuestros resultados demuestran que tras la desapari
cién de 1os potenciales de carbacol por accibén del curare, 1los po
tenciales de reactivos sulfhidrilicos reductores persisten con una
amplitud del orden de 60% de la amplitud inicial. Esta persisten-
cia del efecto de los reactivos sulfhidrilicos reductores de gru-

_ pos SS en presencia de curare, es un hecho que ha sido observado
experimentalmente por otros autores (BREGETOVSKI et al. 1977 y
STEINACKER, 1979).

No ocurre asi con las despolarizaciones debidas a la aplicacidn
electroforética de reactivos oxidantes de grupos SH, que siguen un
curso de desaparicibdn en presencia de curare mas o menos homogéneo
con respecto a la inhibicién del potencial de carbaccl. Este he-

cho ha sido referido previamente por SOBRINO y DEL CASTILLO (1972).
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Estos resultados sugieren, en primer lugar, que ambos grupos de
reactivos, oxidantes y reductores, actian a nivel de lugares dife-

rentes de la membrana postsindptica.

En segundo lugar, los resultados sugieren que el lugar de ac-
cidén de los reactivos oxidantes, se encuentra prbdximo o en el 1lu
gar de .accibdn de la molécula de curare y prbéximo o en el lugar de
interaccién de la molécula de carbacol con el receptor de acetil-
coliha. Este lugar puede ser el receptor del protdmero, lugar es
pecifico de unién y reconocimiento de la molécula del transmisor

con el receptor.

Conviene a este respecto recordar, los mecanismos de accibn del

" curare.

Independientemente de uné‘accién presindptica del curare, cita
da entre otros por GLAVINOVIC (1979) y MAGLEBY, PALLOTTA y TERRAR
(1981), se acepta actualmenfe que el curare tiene dos acciones a
hivel poestsinfptico (KATZ y MILEDI, 1978; COLQUHOUN, DREYER y
SHERIDAN, 1978,1979 y LAMBERT, VOLLE y HENDERSON 1980):

- una accién de bloqueo a nivel del receptor de ACh y

- una accidn de bloqueo de 1los canales ibdnicos (inofdro) aso
ciados al receptor. Esta accidén se ejerceria fundamental-
mente sobre los canales ibnicos abiertos y seria voltaje de

- pendiente, aumentando con la hiperpolarizacidén. En efecto,
en el miisculo de la rana, COLQUHOUN, DREYER y SHERIDAN
(1979) constatan, con fijacidén de voltaje, el efecto gque la
hiperpolarizacidén de la membrana tiene sobre la velocidad
de unibén del curare con el canal abierto, y demuestran, ade
més, que en estas condiciones de hiperpolarizacién, la velo
cidad de disociacién del curare de los canales bloqueados,

disminuye.

4
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Establecidos los dos lugares de accidn postsinépticos del cura
re, bastenos afiadir que es un hecho aceptado por los autores cita
dos que el lugar principal de accidn se establece merced a hn‘blg
queo del receptor, a través de un mecanismo de antagonismo compe-

titivo.

A la luz de esta informacibn, a primera vista parece razonable
suponer que 1los reactivos oxidantes ejercen su accibén a nivel de
un grupo SH situado a nivel del receptor de ACh. Equivale esta
* suposicidn a afirmar la existencia a nivel del mismo de un grupo

SH especifico.

Por otra parte, parece también 16gico suponer que la accidn de
los reéctivos reductores se realizaria sobre un grupo 8§ situado
fuera del radioc de accidn de la molécula de curare: en principio,
el grupo SS parece estar situado muy prbéximo al receptor, pero po

siblemente mis alejado de &1 que el, o los grupos SH.

La inhibicidn parcial de los potenciales de reactivos sulfhi-
drilicos reductores, vendria dada por la accibén de algunas molé-
culas de curare sobre el ionoforo. Llos potenciales de membrana
en nuestros experimentos, se situaban entre los 78 y 80 mvV (ver
figuras correspondientes) y para estos valores de Vm cabe una ac-

cidén de la tubocurarina sobre 1los canales idnicos.

Consideramos estas conclusiones parciales, ya que requieren con
) firmacibén futura empleando en primer lugar la téchica de fijacidn

de voltaje. Nos parece necesario constatar si existe alguna depen
dencia de la inhibicibén de los potenciales de reactivos sulfhidri-
licos del potencial de membrana. Por otra parte, también conside-
ramos necesario repetir nuestros experimentos empleandc drogas blo
queadoras de longitud de molécula conocida. De esta forma, y mer
ced a la utilizacidn de drogas bloqueadoras del receptor y/o iond-

foro con diferente y conocida longitud molecular, se podria deter-
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minar la localizacibén de los grupos SH y SS con més exactitud.

Independientemente de la necesidad apuntada de ahondar en esta
linea de trabajo, nos parece razonable concluir que nuestros resul

tados experimentales demuestran:

~ la existencia del grupo SS en las proximidades del receptor
" colinérgico de la placa motora de la rana. Este grupo puede
ser el mismo descrito por KARLIN en la sinapsis de la elec-

troplaca.

- la existencia de un grupo SH, por lo menos, situado muy pro-

bablemente a nivel de la molécula proteica receptora.

- ambos grupos podrian funcionar como una unidad funcional, y
presumiblemente, el grupo SH podria intervenir en el proceso
de reconocimiento de la molécula transmisora. Este hecho vie
ne avalado por su comportamiento homogéneo con el carbacol
frente a la tubocurarina. E1l grupo S8 independientemente de
actuar como unidad funcional con el grupo SH en el proceso de
intercambio tiol-disulfido, podria estar implicado en el cam-
bio conformacional qué constituye la base operativa del iond-

foro.

A modo de conclusidn parcial y siguiendo el modelo de receptor
propuesto por KARLIN en 1969, podriamos situar entre el sitio anib
nico y el grupo SS un grupo SH. Esta concepcidn de modelo de re-
ceptor, nos acerca al modelo propuestoc por DEL CA$TILLO y SOBRINO
(1974); si bien, nosotros conceptuamos como més probable la exis-

tencia de un Gnico grupo SH a nivel del receptor.

E1 grupo 8S estaria en relacidén o formaria parte del ionoforon,
de modo que, al romper el puente disulfuro, independientemente de
una accidén previa sobre el grupo SH, se posibilitaria la apertura

del ionoforo.
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Este modelo hipotético, que nosotros proponemos, ofreCe la po-
sibilidad de acoplamiento ionoforo-receptor en la interaccién en-
tre el grupo SS y el grupo SH. Este-acoplamiento es la base ope-
rativa del complejo receptor-ionoforo (CHANGEUX, PODLESKI y MEU-
NIER 1963) y por tanto, el modelo propuesto, lejos de ser una me
ra abstraccibn tebrica, bien podia ser la base operativa de la in
teraccién drﬁaa-receptor. Sobre este punto volveremos al hablar

de las interacciones del carbacol con los reactivos sulfhidrilicos.

E)}-Interaccidn carbacol-reactivos sulfhidrilicos

4

Sobre la base de los resultados obtenidos por nosotros en’el es
tudio de este problema, podemos abordar la discusibén del mismo en
torno a un postulado vAlido para la interaccidn de los dos grupos
de reactivos sulfhidrilicos empleados en este trabajo. Nos referi
mos al hecho observado experimental y constantemente en 1o que res
pecta a la relacidn temporal entre amgos pulsos electroforéticos.
En efecto, el resultado de la interaccidn agente colinérgico-reac-
tivo sulfhidrilico, es funcién del tiempo de aplicacibdn del pulso
de reactivo de grupos SH con respecto a un pulso de carbacol qﬁé
se aplica con un retardo fijo. En consecuencia, nuestras conclu~

siones, bAsicamente pueden desglosarse de la siguiente manera:

- Inhibicién del potencial de carbacol cuando éste va precedi-
do por un pulso de reactivo sulfhidrilico. El limite tempo-
ral para este tipo de interaccibén lo podemos situar en el or
den de 500 msec., de forma que 1los pulsos aplicados con mas
de 500 msec de antelacidn con respecto al de carbacol, resul
tan en inhibicidén de este Gltimo. No podemos dar un valor
absoluto a este 1limite de 500 msec porque en ello entran a
formar partes variables que no siempre podemos contrelar.Fun

damentalmente nos referimos a las pipetas cuyas caracteristi
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cas particulares pueden influir de manera mis o menos nota-
ble en determinar el "momento" en que se empieza a liberar
sustancia activa de la punta de las mismas. A pesar de ello,
tomamos el limite de 500 msec como valor aproximativo y con
base experimental para establecer un orden dentro de nuestro

razonamientd y subsiguiente discusién de nuestros resultados.

—- Potenciacibn del potencial de carbacol cuando simultineamen-
te se aplica un pulso de reactivo sulfhidrilico. Se observa
el mismo efecto cuando los dos pulsos se aplican a interva-
los muy prbximos; en general, a partir de los 500 msec., se

."observan discretos efectos de potenciacidn, si bien, ésta es
mis maicada cuando la aplicacidn de ambos pulsos se hace si-

multéneamente.

Estas dos posibilidades en la interaccidén carbacol-agente sul-
fhidrilico son especialmente claras para los reductores (DTT y
2 ME) y para el agente oxidante DTNB. Sin embargo, también resul
tan extrapolables, dentro de ciertos limites, a la interaccién del

0IB con el agente colinérgico.

En efecto,la interaccibn OIB-carbacol también es funcidn en
gran parte de la relacién temporal entre ambos pulsos. Atribuimos
la no constancia de las respuestas observadas, fundamentalmente co
mo debidas a problemas surgidos con las pipetas de OIB. Este reac
tivo es escasamente soluble al agua y muy frecuentemente cristali-
za en el interior de la pipeta, de modo que, es dificil evaluar la
concentracién real y eficaz de sustancia activa contenida en el in
terior del electrodo, y por ende, la concentracién real de sustan-
cia que "sale" de la punta del mismo por efecto del pulsc electro-

forético. A pesar de ello, nuestros resultados muestran cierta ho

mogeneidad con 1o observado para 1os otros reactivos sulfhidrilicos:
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~ pulsos previos de mis de 500 msec con respecto a un poten-
cial de carbacol resultan en la inhibicidén de este Oltimo.
Ejemplo de ello se ve en las figuras 44, 45 y 46, donde el
pulso de OIB se aplicd un segundo antes que el potencial de

carbacol.

-~ pulsos previos de menos de SOO'mééEncon respecto al pulso de
carbacol resultan en una potenéiacién del'potencial de car-
bacol. Ejemplo de ello se ilustra en las figuras 47, 48 y
49. En el primer caso, el pulso se aplicd a 350 msec del pul
so de carbacol y en los otros dos, el pulso de OIB se aplicd

500 msec antes que el pulso de carbacol.

- en ocasiones, observamos un efecto nulo en la interaccién 0OIB
carbacol. Como hemos referido anteriormente, ésto podria ser

debido a problemas de las pipetas de OIB.

La valoracidn de los resultados de laé interacciones, a nuestro
juicio, debe hacerse sobre la base operativa de un modelo de dos
estados que funcione con cooperatividad.f;Ello es debido, a que co
mo hemos explicado en la Introduccibn de'nuestra tesis, este mode-
lo es el mas ampliamente aceptado en el terreno de la fisiologia

que nos ocupa.

Este supuesto nos lleva, en primer lugar, a aceptar por parte
del receptor, la existencia de un cambio conformacional dnico. Ha
. bria receptores "inactivos" y receptores *"activos" sin gradaciones
intermedias entre ambos estados. En segundo lugar, debemos acep-
tar que "receptor ocupado” no es sinénimo de "receptor activo"; ha

bria receptores ocupados activos y receptores ocupados inactivos.

Este modelo operativo se puede esquematizar (BARRET y MAGLEBY,
1976):

K1 ﬁ

nACh + R ———— AchnR ————— AChnR'
K2 \a
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donde:

R; molécula de receptor
n; nimero de moléculas de ACh
AChnR; complejo AChnR inactivo
AChnR'; complejo AChnR activo
K1 y K2; constantes de veloc¢idad: k1 unidn de ACh
K2 liberacién de ACh

p a i constantes de velocidad: ﬂ apertura de canales

@ cierre de canales

Este modelo en particular, predice que la conductancia de un
canal Onico es independiente de la droga utilizada. Sin embargo,
una alternativa a este postulado viene dada por la posibilidad de
interaccibén de algunas drogas a nivel de "sitios secundarios" del
receptor, cuyo efecto seria modulatorio en lo que respecta a la

conductancia del canal idénico (ALBUQUERQUE et al. 1974).

Prescindiendo, de momento, de tomar postufa por una u otra al-
ternativa, queda claro que en la discusidén del problema de las in
teracciones carbacol-reactivos sulfhidrilicos, debemos introducir
el concepto de eficacia de una droga. Con rigor, la eficacia de
una droga a nivel del receptor, es funcidn de k1, k2, alfa y beta.
Para conocer estos parametros con exactitud, habria que recurrir
a la técn&ca de anilisis de ruido. Podemos, sin embargo, aproxi-
. marnos a la evaluacién de la eficacia de los reactivos sulfhidri-
licos empleados en nuestro trébajo, estudiando la sensibilidad de
los mismos frente a la sensibilidad del carbacol, tomado como tér
mino de comparacién (DREYER, PEPER y STERZ, 1978). A este respec
to, nuyestros resultados pueden esquematizarse de la siguiente ma-

nera:
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Sensibilidad de la placa motora para el OIB.- Frente a una sensi-

bilidad minima de

10 mv/nC para el carbacol,tomada como referencia para la obtencidh

de respuestas evidentes a la aplicacidn electroforética de 0OIB,

observamos los siguientes rangos de sensibilidad para este agente

oxidante en las diferentes condiciones experimentales:

- a pH 7 sensibilidad del orden de 0.09 mV/nC

- a pH 6 sensibilidad del orden de 0.1 mV/nC

~ a pH 8 sensibilidad del orden de 0.06 mV/nC

Sensibilidad de la placa motora para

el DTNB.- Tomando como térmi

una sensibilidad minima de 7.2 mV/nC
tencidén de respuestas evidentes a la
de DTNB, la sensibilidad de 1la placa

distintas condiciones experimentales

- apH 7; 0.2 mv/nC
- apH 6; 0.3 mv/nC
- a pH 8; 0.1 mv/nC

Sensibilidad de la placa motora para

no de comparacibn
para el carbacol, para la ob
aplicacibn electroforética
a este agente oxidante en las

es la siguiente:

el DTT.- Frente a la sensibi-

lidad minima de 10

mV/nC para el carbacol, requerida como término de ccmparacidn pa-

ra la aparicibén de respuestas evidentes a la aplicacidén iontoforé

tica de DTT, la sensibilidad de la placa a este agente reductor

en las distintas condiciones experimentales, es la siguiente:

- apH 7; 0.3 mv/nC
- a pH 6; 1.3 mv/nC
- a pH 8; 0.2 mv/nC
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Sensibilidad de la placa motora para el 2 ME.- La sensibilidad mi

nima requerida pa-
ra el carbacol, en este caso fue de 8.5 mV/nC. Frente a esta sen
sibilidad, requerida para la aparicibn de respuestas evidentes a
l}a aplicacibn iontoforética de 2 ME, la sensibilidad de la placa
a este agente reductor en las distintas conéiciones experimentales

fue la siguiente:

~apH 7; 0.3 mv/nC
~ a pH 6; 0.4 mv/nC
~ a pH B; 0.1 mv/nC

De estos datos se desprenden dos conclusiones inmediatas:

-~ la sénsibilidad de la placa para los reactivos sulfhidrili-
cos es considerablemente menor en comparacibén con la sensibilidad
de 1a misma 31 carbacol. Tomando este factor como indicativo de
la eficacia, se puede concluir que los reactivos sulfidrilicos

presentan como caracteristica general una baja eficacia.

- se observa también, que la sensibilidad de la placa para los
reactivos sulfhidrilicos es, en general, ligeramente superior en
todos los casos en la condicidn experimental que corresponde a un
pH de L.E.C. de 6. A nuestro juicio, ello es debidc fgndamental—
mente, al aumento de resistencia input que se observa a este valor

de pH extracelular.

Teniendo presente estas consideraciones previas pasamos a dis-

cutir nuestros resultados.

]

]
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Inhibicibn del potencial de carbacol por un pulso previo de reac-

tivo sulfhidrilico

Tomando como base el modelo de dos estados, la situacién de
los receptores en el momento de aplicacién del pulso de carbacol

podria ser la siguiente:

-~ un determinado nimeroc de receptores se encuentra ocupado por
el reactivo sulfhidrilico, y el nimero total de receptores
disponibles para interaccionar con el carbacol seria menor.
Esto conlleva la suposicién de que K2 sea extremadamente len
to para la interaccidn receptor-reactivo sulfhidrilico. "Al-
ternativamente, cabe también la posibilidad, de gque al no ser
"jnactivados" estos reactivos por la acetilcolinesterasa, sé
lo fuese el factor difusidén el implicado en el cese de su ac
cién a nivel de los receptores. Cabria por tanto, en este
caso, la ocupacidn de un nfimero escaso de receptores, cuya
interaccién no seria detectable como variacién de potencial
de membrana, debido a su escasa eficacia; pero al aplicar el

 pulso de carbacol, el resultado final también seria la dismi
nucidn del nimero de receptores disponibles para la interac-

cién con el agente colinérgico.

- los receptores ocupados por los reactivos sulfhidrilices pue
den estar activos o inactivos. Ambas condiciones también ten
derian a la reduccibén en el numero de receptores disponibles

-para la interaccién con el agente colinérgico.

Desde el punto de vista de los grupos funcionales sobre los que
se incide con la aplicacibén iontoforética de reactivos sulfhidri-.

licos, nos encontramos con la siguiente situacidn:

Los agentes reductores, act{lan primariamente sobre un grup»> §§

y el resultado es la ruptura del mismo.- Fl1 agente oxidante DINB,
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actfia primariamente sobre uno o m&s grupos SH y secundariamente
por una reacciédn en cadena, puede dar lugar a un rompimiento de
un grupo SS. Sobre esta base, podemos pensar que la ruptura de
este grupo SS conlleva a la formacibn de una estructura molecular
a nivel del receptor, que se traduce o bien en una unidén menos
eficiente del carbacol con el receptor, o bien, que una unidn en
estas condiciones seéria redundante, si aceptamos que la ruptura
de este grupo disulfuro forma parte'de la secuencia fisioldgica

durante la interaccibdn de los receptores con las drogas agonistas

Los trabajos de KARLIN y colaboradores se inclinaﬁ.por la pri-
mera posibilidad apuntada. En efecto, KARLIN (1969), sostiene
que 1a afinidad del receptor reducido para los agentes colinérgi-
cos, es menor que la afinidad del receptor oxidado. Fundamental-
mente, basa su razonamiento en la inhibicibn observada a las res-

puestas a la acetilcolina cuando se aplica DTT al bafio.

Con anterioridad hemos discutido el punto referente a los dis-
tintos métodos empleados por el grupo de trabajo de KARLIN, y cé-
mo este factor podria incidir en los resultados obtenidos experi-
mentalmente. BAstenos ahora hacer hincapié en los siguientes he-

chos:

-~ la aplicacidn electroosmdtica de reactivos sulfhidrilicos re
ductores va seguida de la aparicidén de despolarizaciones fa-

sicas semejantes a las producidas por el carbacel.

-~ la aplicacidn electroosmbdtica de DTNB también va seguida de
la aparicidén de despolarizaciones f&sicas semejantes a 1las

producidas por el carbacol.

Estos resultados experimentales, razonablemente nos llevan a su
poner que nos encontramos frente a un mecanismo activador de los

receptores, que bien podria conceptuarse como, por 10 menos, par-
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cialmente fisioldgico.

La introduccién del concepto de "parcialidad", la justificamos
en tantoc en cuanto la activacién no se ejerce a través del sitio
anidnico del receptor. La posibilidad de que primaria o secunda-
riamente estemos incidiendo sobre el sitio de unibén del carbonilo,

seri referida mis adelante.

Estdo nos lleva a concluir que, en principio, parece posible su
poner que el carbacol se une "menos eficientemente" al receptor
reducido porque éste se encuentra en una conformacidén que bien pue

de conceptuarse como "activa".

Por otra parte, nos encontramos con.-el. hecho experimental de
despolarizaciones producidas por 1la apligacién del agente oxidan-
te OIB. Este reactivo es particularmente especifico para los gru
pos SH (DEL CASTILLO y SOBRINO, 1974). Estas despolarizaciones
se inhiben en presencia de curare de la misma forma que 10s poten

ciales de carbacol. Esto nos lleva a concluir:

~ la oxidacién de uno o més grupos SH también podria estar im-

plicada en el rroceso de activacibén del receptor.

- este grupo SH se encontraria muy probablemente formando par-

te de la estructura molecular del receptor.

Aunando todos estos resultados y situdndolos en el contextc de
las interacciones que ahora nos ocupa, podemos establecer el si-
" guiente modelo operativo hipotético que explicaria los resultados

obtenidos en nuestro trabajo: \

S—S SH SH S—S§ 5—§ SH
[ \ |/
\P\rot/ K1 \Pvci/ Kz | Pr|ot
a b 2



- cualquier manipulacibén farmacoldbdgica sobre 1la unidad funcio-
nal a sea en el sentido de oxidar el grupo SH, o romper el
grupo S5, tendria como resultado el desplazamiento hacia una

3 y 0 0
conformacién b que resujta en la activacidn del receptor.

- la disponibilidad del receptor para una nueva interaccién
con una droga agonista vendria dado por la rapidez en la reac

cidén inversa; el reestablecimiento de la conformacién a

- la conformacidén b seria en esencia una conformacidn activa e

inestable.

Sobre esta base, y suponiendo, ccmo hemos dicho anteriormente,
una k2 lenta, pulsos previos de reactivos sulfhidrilicos supon-
drian un menor nimero de receptores disponibles para interaccio-

nar con el carbacol, y la respueste a éste resultaria disminuida.

Los efectos inhibitorios del DTT aplicado por periodos de tiem
pc prolongadcs al balo de la preparacibdn, resultaria en la forma-
cidn de tres grupos SH libres. Esta conformacién no seria opera-

tiva.

Estas conclusiones deberan ser scmetidas a una ulterior confip
macién o no, mediante utilizacidén de la técnica de an&lisis de rui

do. ’
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Potenciacibdn del potencial de carbacol por aplicacidn préxima o

0 simultinea de ambos pulsos

A nuestro juicio, esta potenciacidn seria el el resultado de la

activacidén de dos poblaciones de receptores:

- la mayoria de los receptores interaccionarian eficazmente con
el carbacol. En efecto, el carbacol actuaria mis eficazmente
y con mecanismo de cooperatividad entre las subunidades que
componen el receptor con 1los receptores en conformacibn inac
tiva o de reposo; conformacién a de nuestro hipotético mode-

lo.

- la baja eficacia de los reactivos sulfhidrilicos supondria
" que sdlo un escaso nimero de receptcres disponibles tras la
interaccién de la mayoria con el carbacol, se unieran a estos

reactivos. Esto lleva implicito dos supuestos:

- La potenciacibn seria el resultado de la despolarizacibn de
bida al carbacol y producida por la interaccidn de la mayo-
-ria de 1lcs receptores con esta droga, mis la despolarizacién
debida a la interaccidn de los receptores que quedasen dis-

ponibles con 1los reactivos sulfhidrilicos.

- K1 debe ser extremadamente lento en la interaccién del recep
tor con 1lcs reactivos sulfhidrilicos en comparacién con K1
de 1la interaccidn receptor-agente colinérgico. ° A falta de
técnicas que permiten la determinacidn exacta de k1, podemos
aproximarnos a su valor comparando las pendientes de las des
polarizaciones debidas a los reactivos sulfhidrilicos y de
las producidas por el carbacol. En este sentido.hemos encon

trado los siguientes valores medios comparativos:
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018 Carb.
pendiente 69.5 + 9.2 88.9 + 1.3
DTNB carb.
pendiente 72+ 16 87.5 + 1.2
DTT_ Carb.
pendiente 76.6 + 4.6 88 + 0.7
2 ME Carb.
pendiente 72.2 + 7.4 88 + 2.1

Considerando estos valores como exclusivamente aproximativos,
podemos, en este sentido, suponer razonablemente que k1 de los

reactivos sulfhidrilicos es menor que k1 del carbacol.

Sobre esta base, se puede explicar la potenciacidén de la despo-
larizacibn observada cuando ambos pulsos electroforéticos se apli

can muy prdximos en el tiempo o simulténeamente.

Nos queda explicar la aparicidén de la supersensibilidad. Este
fendmeno no es constante y no hemos observado que estrictamente
sea funcidén del pH del medio. Su aparicién podria explicarse en
base a que tras la supresidn del pulso de reactivo sulfhidrilico
la mayoria o casi todos los receptores disponen de "tiempo" para
volver a la confcrmacidén inactiva que implica una unidn mas eficaz
con el agente colinérgico. Su aparicibn o no, estaria condiciona-
da al nimero de receptores ocupados previamente por el reactivo
. sulfhidrilico. A mayor nimerc de receptores ocupados con antérig,
ridad por el reactivo sulfhidrilico, mayor nimero de receptores
disponibles para la interaccibén posterior con el carbacol al ser
desocupados 10s receptores. Queremos destacar que la frecuencia
de estimulacidn de 1/6 seg. utilizada por nosotros a 1o lafgo de
la préactica totalidad de nuestros experimentos, supone un interva
1o de tiempo razonable para permitir la difusidn del reactivo sul

fhidrilico tras 1la supresibén del pulso del mismo.
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Por iltimo, nos queda referirnos al fenbmeno obsérvado ocasio-
nalmente de potenciacidén de las respuestas a los reactivos sulfhi
drilicos por un pulso previo de carbacol. En nuestrgs resultados,
hemos ilustrado un ejemplo de este fenbmeno el relacidn con el
DTT (figura 78)

Este fenbmeno puede ser exglicado de la siguiente manera: Al
estar en la proximidad de los receptores ambas drogas, el carba-
col por su mayor eficacia se une a un nimero mayor de receptores.
Esta unidén lleva consigo una interaccidn eficaz y ripida de forma
que, concluida la misma, el reactivo sulfhidrilico encuentra bro—
gresivamente un mayor niinero de receptores disponibles para su in
teraccibébn. La posibilidad de que sea un fendémeno dependiente del
potencial de membrana, que se vea "facilitado" por la despolariza
cidén producida por el carbacol, puede ser aclarado con experimen-~

tos con técnica de fijacibén de voltaje.

T4
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FLRecagitulacién

Nuestros resultados permiten suponer que con la aplicacibdn elec
troforética de reactivos sulfhidrilicos, oxidantes y reductores,
hemos actuado farmacoldgicamente a nivel de una estructura de uni-
dad funcional. Esta estructura bien podria estar formada por un
grupo SS y un grupo SH. La base operativa de esta estrcutura se-
ria la’posibilidad de.intercambic S5-SH establecida de 1a siguien

te manera:

S—S SH SH S
N1/ NI/
Prot s———= P-~t
a 2

La posicién b seria una conformacidén inestable y transitoria.
La base de este tipo de intercambio radica en la posibilidad bio-
quimica que tiene este tipo de estructura de realizar intercambios

tiol~-disulfido intramoleculares (JOCELYN, 1972).

En este modelo hipotético, es imperativo que el grupo SH se en
cuentre préximo al grupo SS. Este grupo Gnico debe encontrarse
libre. Podria aducirse la posibilidad de que el grupo SH aislado
tienda a formar tiazolinas de forma que no quedara en disponibili
dad para el intercambio con el grupo S8S. Esta posibilidad es més
bien remota, ya que las condiciones experimentales requeridas pa-
ré sﬁ aparicidén "in vitro" son tan drésticas y extremas (por ejem
plo condiciones de acidez intensas), que todo hace suponer que,
"in vivo", su aparicidn aparte de ser remota, requiere condiciones

estructurales muy especiales (JOCELYN, 1972).

En lo que respecta a la localizacibdn de este grupo SH, pensamos
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que experimentos futuros daradn la respuesta. Nos vemos tentados,
sin embargo, a dar varias soluciones hipotéticas. Por una parte,
se sabe que en ciertas enzimas (por ejemplo la imidazol acetato

oxigenasa) el grupo SH estd implicado en la"unibén", o estd cerca

del lugar de unién del enzima con el sustrato.

La posibilidad de que este grupo SH esté situado en las proxi

midades del lugar de unidén del grupo carbonilo parece razonablé.

Sobre la posibilidad de que el grupo SH sea &1 mismo el lugar
de unidn con el carbonilo, nos viene dada por la observacidn que
a este respecto hicieron DEL CASTILLO y ‘SOBRINO (1974). Para es-
tos autores, esta posibilidad seria factible y apoyan su hipbte-
sis en las despolarizaciones fésicas obtenidas tras la aplicacién

electroforética de reactivos sulfhidrilicos oxidantes.

Para aceptar esta hipbétesis tendriamos que valorar, en primer
lugar, la posibilidad de formacidén de enlaces de hidrbgeno con el
grupo SH. EsS es muy poco probable desde el punto de vista bioqui
mico (JOCELYN, 1972). Sin embargo, parece probable que la ruptu-
ra de ciertos enlaces de hidrbgeno formados en la vecindad de un
grupo SH, puede afectar de manera directa a la reactividad del gru

po SH (JCCELYN, 1972).

Todo ello nos lleva en principio, a aééﬁipr como probable que
el grupo SH esté situado muy préximo al lugar de unién del grupo

carbonilo.
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Aplicacidn electroforética de reactivos sulfhidrilicos en presen-

cia de beta bungarotoxina

Empleamos 1la beta bungarotoxina como agente bloqueador de la
tfanémisién neuromuscular cuya accién se ejerce fundamentalmente
a nivel presindptico (CHANG, CHEN y LEE, 1973). Sin embargo, que
remos destacar que MAC DERMOT, WESTGAARD y THOMPSON (1978), aisla
ron de la molécula de bungarotoxina una fraccidén proteica de ac-
cibn bloqueadora postsindptica. Esta fraccién constituye s6lo una
pequefia parte de la totalidad de la estructura de la proteina, pe-
ro a nuestro juicio, debe ser'tenida en cuenta. Por tanto, global
mente nos encontramos con que la beta bungarotoxina ejerce una ac-
cibébn bloqueadora de la transmisidén meuromuscular a nivel presindp-
tico, si bien una fraccidn de la misma tiene la particularidad de
actuar a nivel postsinéptico bloqueando los receptores a este ni-

vel.

Utilizando una concentracibén de beta bungarotoxina de 5 figr/ml
en el bafio de la preparacidn, se obtiene un bloqueo de 1la T.N.M.
a las tres horas. Este tiempo se ajusta al requerido por otros
autores (CHANG y HUANG, 1974), que utilizan una concentracidn de
beta bungarotoxina del orden de 5ugr/ml y la aplican al bafio de

ura preparacidn de diafragma aislado de rata.
Nuestros resultados en esta fase experimental demuestran:

- que la accién de los reactivos sulfhidrilicos se ejerce a ni

vel de la membrana postsinéptica exclusivamente, y

- que el paso de corriente electroforética a través de la pipe
ta no provoca la salida del transmisor natural desde la ter-

minal presinptica.

La fraccidn proteica de accidn postsinéptica de la beta bungaro
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toxina, puede explicar la dificultad observada a la hora de obte-
ner despolarizaciones de amplitudes superiores o iguales que las
bbtenidas en otras condiciones experimentales. Esta dificultad
se manifestd no sbélo en la obtencidn de respuestas a los reacti-
vos sulfhidrilicos, sino también en la obtencién de despolariza-
cioties a la aplicacibén electroforética de carbacol. Este hecho
nos llevd a interpretar esta dificultad como debida a la fraccién

de accién postsiniptica de la molécula de beta bungarotoxina.
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Los resultados expuestos en el presente trabajo pueden concre

tarse en los siguientes puntos:

los reactivos sulfhidrilicos, oxidantes y reductores, apli-
cados electroforéticamente despolarizan fésicamente la mem-
brana postsindptica. La aplicacibn de los mismos a nivel

de zonas extrasinipticas no va seguida de.,ningn tipo de res

puesta.

la eficacia de los reactivos sulfhidrilicos es considerable-
mente menor que la del carbacol tomado como término de compa
racién.

lz , variaciones de pH del medio extracelular en el rango -es-—
tudiado (6-8), no afectan ostensiblemente las respuestas a

la aplicacibdnelectroforética de los reactivos sulfhidrilicos.

la d-tubocurarina inhibe ambos tipos de respuesta, siendo
més evidente la inhibicibén de los potenciales de reactivos

sulfhidrilicos oxidantes.

en presencia de beta-bungarotoxina se siguen obteniendo des
polarizaciones fésicas tras la aplicacidn electroforética de

reactivos sulfhidrilicos a nivel de la placa motora.

1a interaccibén carbacol-reactivos sulhidrilicos es funciébn

. _de la relacidn temporal existente entre la aplicacidén de am-

bos pulsos electroforéticos, observéndose, en general, una
potenciacién de la respuesta cuando ambos pulsos se aplican
simultaneamente o muy prbéximos en el tiempo. E1 resultado de
la interaccidén es, por el contrario, una inhibicién de la res
puesta de la membrana postsindptica cuando el pulsc de reacti
vo sulfhidrilico precede en mis de 500 msec al pulso de carba

col.
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Sobre 1a base de estos resultados se postulan las siguientes

interpretaciones como conclusiones generales:

- la accidn de los reactivos sulfhidrilicos oxidantes debe ejer
cerse, en principio, sobre uno o més grupos'SH; y la de 1los

reactivos sulfhidrilicos reductores sobre uno o mis grupos SS. ez

- la accibn de la d-tubocurarina sobrq los potenciales de reac-
tivos oxidantes y reductores, sugiere que el lugar de accién

es diferente para ambos tipos de reactivos.

- la obtencidn de respuestas tras la aplicacibn electroforética
de reactivos sulfhidrilicos a nivel de la placa motora en pre
~ sencia de beta~bungarotoxina, po§ibilita descartar cualquaer

componente presiniptico en las mismas.

- la homogeneidad de los resultados (ambos grupos de reactivos
despolarizan fisicamente la membrana postsinfptica) sugiere
la actuacidén a nivel de una estructura con posible significa

cién de unidad funcional conceptuada como:
Prot §S8 + Prot S'H =——= Prot SH + Prot SS'

- se sugiere que la interaccidén transmisor-receptor alteraria
L) .
el grupo SH de forma que secundariamente se romperia el puen

te SS relacionado con el ionoforo.

~ el grupo SH estaria situado en o cerca del receptor, probable
mente en las proximidades del sitio de unidn del grupo carbo-

nilo.

- teniendo en cuenta los resultados experimentales y consiguien
tes conclusiones interpretativas, se sugiere el siguiente mo-
delo hipotético de receptor colinérgico a nivel de la placa

motora de la rana:
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SH

S—S .

SH

RECEPTOR INACTIVO

RECEPTOR ACTIVO
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