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El estudio sistematizado de la uniôn neuromuscular se iniciô ha 
ce ya mâs de un siglo con los trabajos sobre la morfologîa de la 
plaça motora de VALENTIN y EMMERT (1836).

^èsde entonces, la evoluciôn en el conocimiento de la estructura 
y funciôn de la plaça motora se ha visto enriquecida por la aporta- 
ciôn cientifica de una pléyade de investigadores. Los hitos mâs 
destacados en esta evoluciôn han sido:

- desde el punto de vista de la morfologîa, la clarificaciôn de 
la estructura de la uniôn neuromuscular.

- desde el punto de vista de la funciôn, el establecimiento de 
la doctrina de la transmisiôn sinâptica, extrapolable a la 
uniôn neuromuscular.

Es, sin duda, la base morfolôgica-funcional de la transmisiôn de 
informaciôn desde una célula excitable a otra, uno de los càmpos 
mâs atractivos de la investigaciôn neurofisiolôgica. El interés 
que suscita este terreno se viô enriquecido con el advenimiento a 
mediados de este siglo de las técnicas de registre intracelulares 
mediante la utilizaciôn de microelectrodos.

Paraielamente se desarrollaron otras técnicas que abrieron nue- 
vos cauces en el estudio de la transmisiôn sinâptica. Una de es­
tas técnicas fué ideada por NASTUK (1953) y permitiô por iontofore 
sis, "simular", dentro de ciertos limites, la acciôn de los neuro- 
transmisores naturales y tambiên permitiô la aplicaciôn de drogas
"forâneas" a nivel de zonas muy localizadas de la membrana celular.’ .

En el terreno de la farmacologîa, se ha descrito en las ultimas 
décadas el mecanismo de acciôn de las drogas y desde otra vertien- 
te, complementaria con la anterior, se abordô la caracterizaciôn 
de los receptores sinâpticos.
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Estudios multidisciplinarios confluyeron en determinar la natu 
raleza proteica del receptor colinérgico. Sin embargo, la exacta 
caracterizaciôn de la proteina receptora no ha sido lograda ya que 
en la actualidad nos encontrêunos con dos concepciones sobre la es 
tructura proteica del receptor.

Por una parte, el grupo de trabajo de DEL CASTILLO, ha consta- 
tado que la aplicaciôn iontoforética de reactivos de grupos SH a 
nivel de la plaça motora de la rana y a nivel de la sinapsis coli 
nérgica de la electroplaca, da origen a despolarizaciones fàsicas 
similares a las producidas por la acetilcolina. La sensibilidad 
de la proteina receptora a los agentes oxidantes sugiere la presen 
cia en el receptor de grupos SH libres, cuya oxidaciôn podrla es- 
tar implicada directamente en el proceso de activaciôn.

Por otra parte, el grupo de trabajo de KARLIN, sugiere la pre- 
sencia de un puente disulfuro cerca del sitio activo del receptor. 
Este grupo puede ser reducido y reoxidado in situ, pero la impor- 
tancia de este enlace séria solamente estructural; ya que segûn 
esta llnea de trabajo, el puente disulf uro no sufrirla alteraciôn 
alguna durante la activaciôn natural del receptor.

Ambas tendencies han aportado abondante âpoyo experimental a 
sus hipôtesis si bién los métodos empleados en sus trabajos han sî 
do diferentes.

El Profesor J.A. SOBRINO, iniciô en el Laboratorio de Neurobio­
logie de la Universldad de Puerto Rico, una llnea de trabajo enca- 
minada a abordar la caracterizaciôn del receptor colinérgico a ni­
vel de la plaça motora de la rana a la luz de las dos hipôtesis 
existantes. Esta tesis nace fundamentaimente del deseo de conti­
nuer esta llnea de trabajo y représenta el inicio de una tarea que 
nos proponemos continuar en el futuro.
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La justificaciôn primera de este trabajo radica en la todavla 
existante discrepancia sobre la exacta naturaleza del receptor co 
linérgico y, su justificaciôn ultima viene representada por el em 
pePio de establecer una linea de trabajo encaminada al estudio de 
los receptores sinâpticos mediante la utilizaciôn de técnicas elec 
trofisiolôgicas actuales.
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11.EV0LUCI0N HISTORICA Y CONCEPTO ACTUAL

El primer intente de describir la morfologîa de la uniôn neuro 
muscular data del afio 1836. En este afio, VALENTIN y EMMERT descri 
ben la U.N.M. como una formaciôn de tipo arciforme donde las termi^ 
nales motoras se dividlan en ramas que, reunidas nuevamente, forma 
ban el componente aferente al sistema nervioso central.

Esta concepciôn de la morfologîa de la U.N.M. fue aceptada has- 
ta el afio 1840, cuando DOYERE habla por primera vez de una inte- 
rrupciôn de la fibra motora a nivel de la fibra muscular. Segûn 
DOYERE, la fibra motora se unla a la fibra muscular en una zona po 
co definida y formando a este nivel una eminencia en forma de cono, 
"eminencia de Doyere". La descripciôn fue hecha en el milnesium 
tardigardum.

En 1862, KÜHNE publies su primer trabajo sobre la estructura de 
la U.N.M. Segûn KÜHNE, la fibra nerviosa se ramificaba y formata 
una arborizaciôn 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, KUHNE describe la U.N.M. de la rana y en su descrip­
ciôn queda patente que en este animal no se aprecia la "eminencia 
de Doyere". En la rana, las terminaciones motoras, -endbUschel-, 
aparecîan como filamentos relativamente largos dispuestos sobre la 
superficie de las fibras musculares.

En el mismo afio, ROUGET (i862), reconoce la presencia de una zo 
na especializada en forma de material granuloso a nivel de la ter- 
minaciôn de la fibra motora en los mûsculos estriados de los repti. 
les, aves y pâjaros. A esta zona, él la denomina "Plaça Terminal".

KRAUSE (1863), fue el primero en utilizer el término de "Plaça
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Motora" como referido a la zona que relaciona la terminaciôn de la 
fibra motora con la superficie muscular subyacente. Sus observà- 
ciones fueron llevadas à cabo en los mûsculos del ojo del gato.

En la época clâsica del estudio de la morfologîa de la U.N.M.,' 
que abarca desde 1836 hasta 1947, se utilizaron comO métodos de 
tinciôn el Cloruro de Oro, el Nitrato de Plata y el Azul de Metile 
no. El aspecto morfolôgico de la arbori-raciôn terminal variaba se 
gûn el método empleado y ello fue la razôn de la diversidad de pare 
ceres a la hora de interpreter las imâgenes. Algunos de^los resul- 
tados obtenidos con los diferentes métodos son los siguientes: |

Tinciôn con Cloruro de Oro |

Utilizado, entre otros, por KUHNE. Este autor describiô dos
componentes bâsicos de la uniôn neuromuscular: ^

- los terminales nerviosos que él llamô Axialbaum y
- el estroma. Esta zona rodea a la anterior.

KUHNE(1883), observô que el estroma no era homogéneo y que su 
periferia aparecia mâs granular. El denopinô esta ârea "borsten- 
saum". Hizo sus estudios en reptiles y considéré que el "borsten
saum" era una estructura dentro o sobre la membrana que cubrla la
U.N.M.

Impregnaciôn 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 neurofila 
mentos.
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Este método también puso de manifiesto la presencia de granu­
les, que eran muy abundantes a nivel de la terminal nerviosa.

yvzul de Hetileno

Con este método, el axon y su ramificaciôn terminal se tifien 
de azül oscuro. El resto de las estructuras se tifien de azul pâ- 
lido, DOGIEL (1890); FEIST (1890); KULCHITSKI (1924); TIEGS(1932); 
TELLO (1944) y COUTEAUX (1947).

Ni la tinciôn con oro ni la tinciôn con plata o azul de metile- 
no permitla afirmar si las terminaciones yacian sobre el sarcolema 
y eran por tanto, epilemales o si las terminales nerviosas pénétra 
ban la membrana superficial muscular y eran hipolemales.

A favor de la teorla epilemal estaban autores como KRAUSE y RET 
ZIUS.

A favor de la teorla hipolemal se situaron autores como KÜHNE, 
TIEGS y CAJAL.

Desde que se comenzô a estudiar la morfologîa de la U.N.M., lia 
mô la atenciôn la diversidad estructural de la misma, dependiendo 
de la especie animal que se estudiara HINSEY (1934). Dentro de la 
diversidad morfolôgica, los autores distinguieron los siguientes 
grupos:

- terminaciones "en plaque", en plaça de forma oval.
Son las terminaciones tipicas de las fibras muscula­
res de los mamlferos y reptiles.

- terminaciones "en grappe", en racimo. Son terminacio 
nés alargadas que acaban en una estructura en forma 
de racimo. Se encuentran en reptiles y, ocasionalmen 
te en mûsculos de rana. Para algunos autores serlan
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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". Se trata de fibras . 
amielinicas que, naciendo de la misma arborizaciôn 
terminal se dirigen hacia otra zona de la misma fibra 
o hacia otra fibra vecina para formar otra arboriza­
ciôn terminal.

Respecto a la estructura de la uniôn neuromuscular propiamente 
dicha, los diversos autores distinguieron los siguientes componen­
tes bâsicos 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".

- nucleos de la U.N.M. Se distinguieron desde el prin­
cipio dos grandes .grupos:

- nOcleos que se visualizaban en el sarcoplas 
ma, en la miofibrilla, y

- nucleos de las cubiertas, correspondientes 
a los nucleos de la cubierta de Henle y de 
la vaina de Schwann.

CAJAL (1881, 1952), distingue ademâs los nucleos de la arboriza 
ciôn. Se trata de elementos extremadamente palidos de forma elip- 
tica y finamente granulosos. Su eje mayor es paralelo al haz mus­
cular y estân situados al lado de o sobre los filamentos palidos.



-11-

Segûn su posiciôn respecte a la arborizaciôn terminal se distin- 
guèn dos variedades:

- nûcleos de las divislones y
- nûcleos de la continuidad de los tallos terminales. 

ARBORIZACION TERMINAL

Segûn CAJAL (1881, 1952), en el conjunto de la distribuciôn ner 
viosa se pueden distinguir:

- ramas madrés: son tubos gruesos de mielina. Cada fibra mus­
cular recibe una rama madré.. Podria haber también dos o mas 
fibras originadas de distintos cordones nerviosos. En este 
caso, la terminaciôn nerviosa séria multiple ya que cada ra­
ma madré posee una distribuciôn independiente sobre la misma 
fibra.

Las ramas madrés estân cubiertas por la vaina de Schwann y 
mâs exteriormente por la cubierta de Henle.

En general, toda fibra nerviosa mielinica prôxima a su term^ 
naciôn, se aparta del haz del que formaba parte llevândose 
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 nûcleos alarga- 
dos.

- ramas hijas: son fibras mâs delgadas y pâlidas. Tienen cubier 
ta de Henle y vaina de Schwann, pero no siempre presentan cu­
bierta de mielina.

- fibras pâlidas o arborizaciôn terminal: constituyen las ûlti- 
mas ramificaciones de las ramas hijas y son filamentos despro
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vistos de mielina. Para CAJAL, estas fibras pâlidas constitu 
yen la verdadera terminaciôn nerviosa de los mûsculos estria- 
dos y se corresponde con los "tallos pâlidos" de Ranvier y la' 
"plaça terminal motora" de Krause.

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

- digitoformes
- ramificadas
- reticulares
- penniformes

Por lo que respecta a la situaciôn de la arborizaciôn ter­
minal, los distintos autores sostuvieron diversas opiniones. 
Para algunos, Koelliker y Krause entre otros, las fibras pâ­
lidas yacian por encima del sarcolema. Para otros autores, 
Ranvier, KUhne-y Cajal entre otros, las fibras pâlidas yacian 
por debajo del sarcolema. En efecto, en opiniôn de CAJAL, ha 
bia "contacte inmediato entre la materia contrâctil y los ele 
mentos de la arborizaciôn". Apoyaba su hipôtesis en los si- 
guientes presupuestos:

- en las plaças motoras de los mamiferos, la arboriza­
ciôn terminal era infrasarcolémica.

- las ramas pâlidas de la arborizaciôn eran fijas, "in 
dislocables".

- examinadas en estado fresco, las ramas pâlidas eran 
invisibles, lo cual acreditaba para CAJAL, su posiciôn 
profunda, hipolemal.

- la arborizaciôn terminal se ténia poco con el nitrato 
de plata, como si este hubiera de vencer obstâculcs en
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su camino hasta las fibras.

Con el método de impregnaciôn argéntica las extremidades de 
las fibras pâlidas se visualizaban como terminando a la mane 
ra de un cabo redondeado.

CUBIERTA DE HENLE

Segûn opiniôn de la mayorla de los autores de la época, la cu­
bierta de Henle se prolongaba envolviendo a la fibra terminal y 
acababa uniéndose con el sarcolema. El punto de fusiôn no apare- 
cla, sin embargo, tan claro. ^ara CAJAL, la cubierta de Henle se 
unîa al sarcolema en el punto donde el tallo pâlido terminal pare 
cia estrecharse. Para otros autores la uniôn se verificarla a nî  
vel de la estructura en "empalizada" descrita inicialmente por 
KÜHNE y que este autor denominô "estroma".

TERMINACION DE LA MIELINA Y DE LA VAINA DE SCHWANN

La terminaciôn de la mielina se verif ica de un modo brusco en 
el punto inicial de las ramas pâlidas.

La terminaciôn de la vaina de Schwann era sin embargo mâs difi- 
cil de objetivar. Para la mayorla de los autores parecla probable 
que la vaina de Schwann se prolongase aplicândose a la superficie 
de las ramas terminales, mâs allâ del punto donde cesaba la mieli­
na. Algunos autores, entre ellos TIEGS (1953), sostenlan que de 
existir un componente glial a nivel*de la U.N.M. este debla corres 
ponderse con el "estroma" descrito por KUHNE.

En opiniôn 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 sarcoplasma, se observe una zona que 
se distinguîa como un acûmulo local de protoplasma. A este nivel 
se vela abundante material granuloso y nûcleos.

Esta zona podla ser muy prominente y formaba entonces la llama- 
da "eminencia de Doyere". Esto ocurre en las uniones neuromuscula 
res de los mamiferos.

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

Entre ambos extremes se describieron todo tipo de situaciones in 
termedias. En todo caso, quedô claro que la U.N.M. era una estruc­
tura morfolôgicamente circunscrita a una zona muy determinada de la 
fibra muscular.

La era moderna del conocimiento de la morfologla de la plaça mo 
tora comienza con los trabajos de COUTEAUX (1947). En este aRo, 
COUTEAUX identifica y describe el aparato subneural utilizando co­
mo método de tinciôn el verde jano. Este autor pensô que la estruc 
tura en empalizada que delimitaba la arborizaciôn terminal motora, 
representaba la superficie postsinâptica de la U.N.M.. Su razona- 
miento fué mâs bien de tipo intuitivo ya que los métodos de resolu- 
ciôn de la época no le permiblan objetivar su hipôtesis.

En realidad, ya en 1887,. KUHNE habia observado el aparato subneu 
ral, pero creyô que la estructura en empalizada que vela era parte 
del axon terminal y la denominô "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 uniôn entre la 
terminal nerviosa motora y la fibra muscular séria de tipo epilemal

Quedaba pues establecido, que la U.N.M. esta formada por très 
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.

S-e habia logrado establecer las relaciones bâsicas pero aûn que 
daban muchas preguntas sin respuesta. Entre otras, quedaba toda- 
via pendiente la demostraciôn fehaciente de la existencia o no de 
una "separaciôn" entre el elemento nervioso y el elemento muscular 
a nivel de la plaça motora.

Con el advenimiento de la microscopia electrônica se demostrô 
la existencia de un limite de separaciôn 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 COERS (1967).

Con la microscopia electrônica y los métodos histoquimicos para 
la colinesterasa, se confirmé, mâs allâ de toda duda, la disconti- 
nuidad entre nervio y mûsculo. 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 electrônica demostrô que el aspecto en 
empalizada del aparato subneural era debido a un plegeimiento profu­
se de la membrana sarcoplâsmica.



—1 S'~'

ESTRUCTURA DE LA UNION NEUROMUSCULAR SSTUDIADA CON MICROSCOPIA 
ELECTRONICA

VAINA DE HENLE Y CUBIERTA DE SCHWANN

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

Los elementos terminales de la vaina de Henle o "epitelio peri­
neural" forman unas proyecciones celuiares extremadamente finas si- 
tuadas por fuera de las expansiones de la célula de Schwann. El 
"epitelio perineural" raramente llega a la regiôn de la U.N.M.

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

ARBORIZACION TERMINAL

Con ayuda de la microscopia electrônica se ha podido ver que las 
terminaciones nerviosas motoras se encuentran situadas en una depre 
si6n poco profunda, forma de surco, sobre la superficie de la célu­
la muscular. Las membranas respectivas de la terminaciôn nerviosa
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y de la célula muscular estân separadas, unos 500 À, por una hen­
didura llena de liquide. Esta hendidura recibe el nombre de "hen 
didura sinâptica primaria".

Estructura del axon: el axoplasma estâ limitado por una membrana
llamada AXOLEMA. En el axoplasma no son vis^

bles los Treurofilamentos que eran tan tipicos de las tinciones clâ
sicas con plata. Sin embargo, con fijaciones adecuadas, se han po

odido observar filamentos muy finos, de unos 50 A aproximadamente.

A este nivel, todos los autores han observado gran riqueza de 
mitocondrias. El diâmetro 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 sinâpticas a nivel de las terminales axônicas motoras. 
Estas vesiculas tienen un diâmetro de 300 Â aproximadamente.

Utilizando una técnica de doble fijaciôn con glutaraldehido y 
osmio se ha demostrado que la membrana de las vesiculas sinâpticas 
estâ ccmpuesta por unidades globulares.

Dentro de la terminal axônica, las diferentes particules no es­
tân distribuidas al azar sino que lo hacen con un cierto orden.
De esta forma se puede dividir la porciôn terminal del axon en dos 
compartimentes; (LESTER, 1977):

- una regiôn mitocondrial, adyacente a la vaina de 
Schwann.

- una regiôn de vesiculas que se encuentran en unas zo­
nas especializadas llamadas "zonas activas" y que se 
encuentran en la porciôn de la terminal axônica que 
"mira" hacia la membrana de la célula muscular preci­
samente hacia los llamados pliegues de uniôn.
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La membrana de las vesiculas estâ compuesta de unidades globuia 
res de 40-45 ^ y por unidades globulares-"ovales" de 60-90 X.
Las unidades globulares estân unidas entre si por grânulos 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 sinâpticas representan el sustrato morfol6gico del almace- 
namiento del transmisor qulmico.

APARATO SUBNEURAL

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 union. Estos pliegues de uniôn li­
mit an entre si unas hendiduras, las hendiduras sinâpticas secunda- 
rias, que desembocan en la hendidura sinâptica primaria.

Todo este complejo si sterna de diferenciaciôn de la membrana de
la célula muscular es el aparato subneural.

Las hendiduras sinâpticas primarias y secundarias estân rellenas 
de un material granular de baja densidad electrônica. Para COERS 
(1967) se trata de un material basal que supone es el' resultado de
la fusiôn de las membranas basales axoplâsmicas y sarcoplâsmicas.
ZACKS, SHEFF y SAITO (1973) denominan a este material amorfo y ho- 
mogéneo que rellena las hendiduras sinâpticas, LAMINA EXTERNA.

No se aprecia conexiôn entre el aparato subneural y las miofibri 
lias. Las hendiduras sinâpticas secundarias quedan separadas de 
las miofibrillas por una capa de sarcoplasma que contiene gran nûme 
ro de mitocondrias.

Dentro de las laminillas de sarcoplasma que se situan entre las
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hendiduras sinâpticas secundarias se aprecian vacuolas. Estas va­
cuoles son de mayor tamaRo que las vesiculas sinâpticas y probable 
mente son parte del retlculo endoplasmâtico del mûsculo (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 
concentracion de este enzima. A nivel de la U.N.M,, la funcion de 
la colinesterasa consiste en hidrolizar la acetilcolina liberada 
desde la terminal motora.

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

Los primeros resultados indicaron que la actividad colinesterâ­
sica era mayor en las proximidades de la membrana sarcoplâsmica 
(LEHRER y ORNSTEIN, 1959) y BARRNETT1962). De esta forma se gene- 
ralizô la idea de que la colinesterasa estaba en relaciôn con la 
membrana postsinâptica. Sin embargo, HALL y KELLY (1971) demostra 
ron que un leve tratamiento proteasico del mûsculo esquelético in- 
tacto,liberaba colinesterasa activa al medio sin daRo aparente de 
la membrana sarcoplâsmica. De aquî surgiô la posibilidad que la co 
linesterasa podria estar asociada con la lamina basai (lâmina exter 
na de Zacks, membrana basai de Robertson) que ocupa las hendiduras 
sinâpticas primarias y secundarias. Esta idea recibiô apoyo al co- 
nocerse que una subunidad de la colinesterasa de los ôrganos eléc- 
tricos de "las rayas" tiene varias propiedades en comûn con el colâ
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geno, proteina que es uno de los principales componentes de las lâ 
minas basales.

Mâs recientemente, en 1978, M^ MAHAN, SANES y MARSHALL* han de­
mostrado que la actividad colinesterâsica estâ en relaciôn con la 
lâmina basai de la U.N.M.. Su técnica ha consistido en quitar los 
componentes celulares de la U.N.M. "irt vivo". Para elle, han dener 
vado el mûsculo pectoral cutâneo de la rana cortando una porciôn re 
lativamente amplia del nervio. De esta formai las expansiones ci to 
plâsmâticas de las células de Schwann se retraen del ârea sinâptica. 
Posteriormente, los mûsculos son dafiados mecânicamente ocasionando, 
de esta forma, la ruptura de las fibras musculares. Lbè ahimâles 
de experimentaciôn son irradiados con rayos Roentgen para prévenir 
la regeneraciôn de los tejidos. El objetivo de esta técnica es el 
de aislar la lâmina basai de los elementos que la rodéan. Una vez 
logrado ésto, se emplean los métodos histoquimicos para la colines­
terasa a nivel de la lâmina bàsal aislada. Los resultâdios han de­
mostrado que utilizando los métodos histoquimicos para la colineste 
rasa aparecen bandas teflidas que se corresponden en tamaRo, forma 
y disposiciôn a las arborizaciones terminales que aparecen esboza- 
das por el método de la colinesterasa en el mûsculo intacte. *

En la preparaciôn de M^ MAHAN, SANES y MARSHALL, se puede, ade- 
mâs visualizar una subestructura que corresponde a los pliegues de 
uniôn.

En resumen, quedaba claro que por lo menos una parte de la acti 
vidad colinesterâsica en la U.N.M. de la rana estâ contenida en, o 
ligada de alguna forma, a la lamina basai de las hendiduras sinâp­
ticas primarias y secundarias.

También se observô que la intensidad de la tinciôn se reducia 
'Cuando se aplicaba BW 284C51, un inhibidor especifico de la acetil- 
colinesterasa. Por tanto, la colinesterasa a este nivel es acetil- 
colinesterasa.
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PARTICULARIPADES MORFOLOGICAS DE LA U.N.M. D E L MUSCULO ESQUELETICO 
DE LA RANA

Los elementos fundamentales y las relaciones que éstos guardan 
entre si son, en lineas generates, iguales en las diversas U.N.M.
La caracteristica diferencial distintiva a nivel del musculo esque 
lético de la rana es la carencia de una arborizaciôn terminal pro- 
piamente dicha. A este nivel, las terminales motoras amielinicas 
forman los llamados "endbUschel" o "fascîculos terminales", que son 
terminaciones alargadas que corren paralelas al eje mayor de la fi­
bra muscular. Estas terminaciones alargadas pueden medir hasta va­
ries cientos de micras y yacen en surcos poco profundos sobre la su 
perficie de la célula muscular.

En la U.N.M. de los mûsculos esqueléticos de la rana, los plie­
gues de uniôn son menos profusos que en otras uniones neuromuscula 
res, como por ejemplo en la de los mûsculos esqueléticos de los ma 
mife'ros. No obstante, los pliegues de uniôn exister y guardan las 
mismas relaciones fundamentales de todas las uniones heuromuscula- 
res.

El espaciamiento longitudinal de los pliegues de uniôn es regu­
lar. Hay, aproximadamente, de très a cuatro pliegues por sarcôme- 
ro y el ancho de los pliegues de uniôn varia entre 500 y 1000 Â.

En la U.N.M. de la rana las hendiduras sinâpticas primarias y 
secundarias también se encuentran lieras de lâmina basai.

M^ MAHAN, SPITZER y PEPER (1972) visualizar las terminales moto 
ras amielinicas del mûsculo esquelético de la rana "in vivo". Lo 
hacen en mûsculos aislados y sin teRir. Para ello utilizan el si^ 
tema ôptico Zeiss Nomarski.

Los resultados demuestran que las finas ramas amielinicas tienen
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un diâmetro 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 la técnica de Nomarski 
corresponde a una U.N.M. se utilizan técnicas y métodos complemen- 
tarios que mejoran la visualizaciôn de determinados elementos. Asi 
se emplea en la misma preparaciôn el método de Karnovsky para la 
colinesterasa y los terminales axônicos se tiflen con osmio. Ademâs, 
para visualizar la célula de Schwann y sus expansiones citoplasmâ- 
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 sistemâ Zeiss Nomarski.

La ulterior observaciôn de la misma preparaciôn con el microsco 
pio electrônico demuestra que las expansiones de la célula de 
Schwann forman indentaciones en las terminales nerviosas, de forma 
tal que éstas aparecen, periôdicamente, con varicosidades en su su 
perficie. Precisamente a nivel de estas varicosidades se objetiva 
gran densidad de vesiculas sinâpticas. Algunas de estas vesiculas 
se concentran en zonas especiales, llamadas zonas activas, que se 
sitiian justamente enfrente de los pliegues de uniôn, (LESTER 1977).
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2)-PATRON DE INERVACION DEL MUSCULO SARTORIO DE LA RANA

El mûsculo sartorio de la rana es un mûsculo muy delgado de fi­
bras largas y paralelas. El nervio motor del sartorio se divide 
en dos ramas justo antes de entrar en el mûsculo. La entrada del 
nervio se verifica en el tercio medio o tercio inferior del mûscu­
lo y las ramas principales son:

- la rama pélvica
- la rama tibial

los extremos del mûsculo estân desprovistos de inervaciôn moto­
ra en una superficie de varios milimetros.

Cada fibra muscular recibe por lo menos una terminal motora ya 
que en su ausencia la fibra dégénéra (TIEGS,1953). Por otra parte, 
las fibras musculares son mâs 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 promedio de 12 axo 
nés como contingente nervioso motor para el mismo mûsculo. Por 
tanto, las fibras nerviosas se ramifican copiosamente y esto se ex 
presa en el concepto de unidad motora. De esta forma, el mûsculo 
y su nervio pueden conceptuarse como un ensamblaje aditivo de uni­
dades motoras; entendiendo por unidad motora una fibra nerviosa y 
las fibras musculares que inerva.

Un aspecto distintivo de la organizaciôn de las unidades motoras 
del mûsculo sartorio de la rana es la presencia de varias termina­
les motoras -varias plaças motoras- en la mayorla de las fibras mus 
culares.

El estudio de la inervaciôn mûltiple del mûsculo sartorio de la 
rana comienza con los trabajos de SANDMANN, quien en 1885 comprueba
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hiStOlôgicamente la existencia de una inervaciôn mûltiple en las 
fibras musculares del sartorio.

SANDMANN, estudiô la distribuciôn de los nervios motores en los 
mûsculos estriados de la rana aislando las fibras musculares y con 
servando las terminaciones nerviosas. Utilizô el método del âcido 
sulfûrico para aislar las fibras musculares y como método de tin­
ciôn para visualizar las plaças motoras empleô el cloruro âurico.

Usando estos métodos, SANDMANN estudiô la distribuciôn de las 
terminaciones nerviosas motoras en los mûsculos esqueléticos de los 
mamiferos y en los mûsculos esqueléticos de la rana.

SANDMANN comprobô, histolôgicamente, que en el sartorio tie la
rana casi todas las fibras tenian dos o très plaças motoras y encôn 
trô algunas que tenian hasta seis plaças motoras. Segûn descrip- 
ciôn hecha por él mismo, estas plaças pfèsentaban diversas formas, 
algunas "muy poco desarrolladas y otras muy grandes y como en empa 
lizada". Muy raramente aparecian fibras con una sola terminaciôn 
nerviosa motora.

La evidencia neurofisiôlôgica de la inervaciôn mûltiple de las 
fibras musculares del sartorio de la rana fue aportada por KATZ y 
KUFFLER en 1941. Estos autores llevaron a cabo sus trabajos expé­
rimentales en el mûsculo sartorio de la rana Hyla Aurea y observa- 
ron que cuando estimulaban el nervio, antes de su divisiôn en rama
pélvica y tibial, registraban a nivel del extreme pélvico del' mûs­
culo una respuesta en forma de espiga simple en lugar de un poten- 
cial de acciôn prolongado y complejo como cabria esperar.

En efecto, considerando que:

- el mûsculo sartorio de la rana consiste fundamental- 
mente de fibras largas que se extienden de extremo a 
extreme del mûsculo.
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- las terminaciones motoras se encuentran dispersas so­
bre una superficie de dos centimetres cuadrados y

- los impulses musculares se propagan a una velocidad 
de dos metros por segundo.

En condiciones fisiologicas se esperarla obtener una respuesta 
muy compleja, formada por ondas individuales originadas en diver­
sas zonas de inervaciôn motora y que llegarîan sucesivamente a los 
extremos pélvicos del mûsculo. Sin embargo, la respuesta obtenida 
era la de una espiga simple con una latencia de unos 2 msec., unâ 
amplitud de 50-60mV y con una duraciôn de 4-5 msec.

Se obtenia una respuesta similar cuando se registraba a nivel 
del extremo tibial del mûsculo.

En estas condiciones expérimentales se observô que la forma del
potencial de acciôn podla variar de un mûsculo a otro y de una zo­
na a otra en la misma preparaciôn, pero la ausencia de potenciales 
de acciôn retardados era constante. Parecla lôgico süponer que una 
posible explicaciôn para este fenômeno podria ser la presencia, en 
la mayorla de las fibras musculares, de mûltiples terminaciones ner 
viosas motoras concentradas en "zonas neurales" determinadas. De 
e s ^  forma, los impulsos generados en zonas distales al electrodo 
de registre colisionarlan durante su conducciôn con aquellos proce 
dentes de las zonas proximales y por tanto no podlan ser registra- 
dos.

Esta hipôtesis fue demostrada experimentalmente por KATZ y 
KUFFLER (1941). Para ello, seccionaron la rama pélvica del nervio 
motor del sartorio y repitiendo las condiciones expérimentales pre 
vias, observaron que al estimular el nervio se registraba un poten 
cial retardado, habiendo desaparecido el potencial de acciôn previa 
mente registrado. Este potencial retardado se registraba en el ex-
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tr.emo pélvico y presentaba una latencia de 7 msec.

Quedaba claro que los impulsos generados en la zona tibial del 
mûsculo, inervada por la rama nerviosa intacta y, que previamente 
habian sido bloqueados por colisiôn con los impulsos procedentes 
de la zona pélvica del mûsculo, eran ahora capaces de propagarse 
sin obstàculo hacia el extremo pélvico del sartorio.

Los potenciales retardados alcanzan una amplitud de 20-35 mV. 
Esto équivale a un 50-70% de la amplitud del potencial de acciôn 
temprano. El efecto puede ser atribuîdo a un aumento de la dis- 
persiôn temporal.

La diferencia entre las latencias del potencial registrado an­
tes y después de la secciôn de la rama pélvica del nervio, oscila 
entre 5 y 7 msec.. Teniendo en cuenta que los impulsos musculares 
se propagan con una velocidad de conducciôn de 2 a 2,5 m/seg., pa- 
rece claro que muchas de las fibras musculares 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 colisiôn 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 expérimentales dirigidos al mismo fin son:

- estimulaciôn del nervio motor con bajas intensidades de estî- 
mulo; en estas condiciones la apariciôn 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.

- curarizaciôn parcial del mûsculo; de esta forma se consigne 
un bloqueo neuromuscular incomplete de forma tal que en aigu
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nas fibras musculares una U.N.M. se bloquea mientras la otra
sigue funcionando. El resultado es que muchos impulsos pue­
den propagarse de un extremo a otro de la fibra sin colisio- 
nar.

Estos experimentos demuestran la existencia de una inervaciôn 
multiple de las fibras musculares del sartorio. Faltaba conocer 
el numéro de terminaciones motoras en cada fibra y la posiciôn exac 
ta de esta inervaciôn en las fibras. KATZ y KUFFLER (1941), abor-
daron este problema experimentalmente. Para ello obtuvieron regis
tros eléctricos del sartorio, estimulando el nervio, y vâriando la 
posiciôn del electrodo de tierra con respecte al electrodo de regi^ 
tro que se mantenia en el extremo pélvico del mûsculo en una posi­
ciôn fija. En estas condiciones el retarde en alcanzar el punto . 
mâximo del potencial variaba con la distancia a que se encontraba 
el electrodo de tierra con rèspectp al electrodo de registre. La 
posiciôn del valor mâximo de potencial depende no tanto de la pre­
sencia de terminales nerviosas diseminadas como de la llegada de 
un impulso sincrônico a determinada zona del mûsculo. Los résulta 
dos obtenidos demostraron que en la mayorla de los mûsculos existen 
dos zonas dé inervaciôn principales, cerca de la entrada del nervio, 
y se puede concluir que mientras algunas terminales motoras estân 
distribuidas a lo largo de las fibras de manera dispersa, hay sin 
embargo una concentraciôn de "zonas neurales" en lugares discrètes 
del mûsculo.

El cuadro no es siempre tan definido y en algunos mûsculos apa 
recen varias "zonas" o "centros" de inervaciôn.

Estas observaciones han sido confirmadas con los registros intra 
celulares con microelectrodos de potenciales de plaça motora. En 
efecto, los E.P.P. solo se registrar en zonas "neurales" restringi- 
das y discretas.
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Por otra parte, debido a que la mayorla de las fibras muscula­
res del sarterio-recorren el musculo en toda su longitud (SANDMANN, 
1885), se puede concluir que prâcticamente todas las fibras del 
musculo poseen una inervaciôn multiple.

Establecida la existencia de una inervaciôn multiple de las fi­
bras del sartorio quedaba finalmente, por estudiar el origen de dî  
cba inervaciôn, LUFF y PROSKE (1976), han estudiado este aspecto 
de la inervaciôn del sartorio en la rana Hyla Aurea. Con este fin 
distinguen:

- La inervaciôn polineuronal; la inervaciôn multiple motora de 
una fibra muscular proviene de diferentes axones.

- la inervaciôn multiterminal; la fibra muscular recibe su iner 
vaciôn multiple de ramas procedentes de un ûnico axon.

Los autores citados comprueban experimentalmente la existencia 
de ambos tipos de inervaciôn mûltiple en el sartorio de la rana. 
Para ello, aislan unidades motoras del mûsculo disecando el nervio 
motor en filamentos hasta que cada filamento corresponde funcional 
mente a un axon. Una vez realizado esto, el procedimiento de elec 
ciôn para el estudio de la inervaciôn polineuronal consiste en corn 
parar las tensiones tetânicas desarrolladas por un par de unidades 
motoras, cuando cada unidad es estimulada independientemente y cuan 
do ambas son estimuladas simulta'néamente. Cualquier diferencia en­
tre la tensiôn efectiva desarrollada durante la estimulaciôn combi- 
nada de ambas unidades motoras y la tensiôn esperada por càlculo 
previo de suma aritmética de las tensiones desarrolladas por cada 
unidad motora individualmente, indicarîa la existencia de imbrica- 
ciôn en la inervaciôn de las dos unidades motoras. En efecto, se 
comprobô que la tensiôn desarrollada por estimulaciôn simultânea 
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 evidenciô una imbricaciôn en la inervaciôn de las unidades moto 
ras y se puso de manifiesto experimentalmente la existencia de una 
inervaciôn polineuronal en el mûsculo sartorio de la rana.

La inervaciôn mûltiple de tipo multiterminal fue puesta de man^ 
fiesto por LUFF y PROSKE (1976). Para ello compararon la tensiôn 
desarrollada por el mûsculo al estimular el nervio motor intacto 
con la tensiôn producida al estimular el cabo seccionado de una de 
las ramas del nervio. En este ûltimo caso, la tensiôn se expresa- 
ba en tanto por ciento referido a la tensiôn desarrollada cuando 
se estimulaba el nervio intacto. Los resultados obtenidos en très 
mûsculos fueron de 62%, 90% y 95% con respecto a la tensiôn desarro 
llada estimulando el nervio sin seccionar. Se puede concluir, que 
la mayorla de los axones se ramifican. En general, la ramificaciôn 
acaece cerca del punto donde el nervio se bifurca en dos ramas prin 
cibles .

Quedaba demostrada la presencia de inervaciôn polineuronal y mu^ 
titerminal en el mûsculo sartorio de la rana. Ambos tiposde iner­
vaciôn son expresiôn de la existencia de una inervaciôn mûltiple a 
nivel de las fibras musculares del sartorio de la rana.
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3)- DISTRIBUCION TOPOGRAFICA DE LAS PLAÇAS MOTORAS EN EL MUSCULO 
SARTORIO DE LA RANA

CARPENTER (1974) utiliza el método de Karnovsky para la coline^ 
terasa con el fin de realizar un estudio sobre la distribuciôn de 
las plaças motoras en la superficie interior del mûsculo sartorio 
de la rana.

El nervio motor del sartorio pénétra en el mûsculo 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 ascendante, rama 
pélvica, y en una rama descendante, tibial.

La rama descendante sigue un curso oblicuo y se dirige hacia el 
borde lateral o externo del mûsculo. Esta reima desaparece de la 
superficie interior cerca de la regiôn central del mûsculo. En su 
trayecto da colaterales que invariablemente terminan cerca del bor 
de externo del sartorio.

La rama ascendante principal atraviesa el mûsculo siguiendo una 
direcciôn oblicua y dë mûltiples colaterales antes de llegar a la 
zona central del mûsculo. El patrôn de distribuciones de las ramî  
f icaciones de la rama ascendante es el siguiente:

- una rama que se dirige hacia el borde medial. El origen de es 
ta ramificaciôn se encuentra muy prôximo al lugar de entrada 
del nervio principal.

- una rama que se dirige transversalmente hacia el borde exter­
no del mûsculo, hundiéndose entre las fibras musculares antes 
de alcanzar este borde.

- dos ramas ascendantes de curso paralelo que desaparecen de la 
superficie del mûsculo para volver a aparecer en zonas mâs pro
,ximales, cerca del extremo pélvico del mûsculo. Una de estas
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se dirige hacia el borde medial del sartorio y la otra se di­
rige hacia zonas mâs proximales que la anterior, bifurcândose 
finalmente en una rama medial y en otra rama externa, lateral.*

Las plaças motoras, visualizadas con el método de Karnovsky, se 
distribuyen cerca de las âreas que corresponden al curso de las fi 
bras nerviosas mielinicas antes mencionadas. Una caracteristica dis 
tintiva de la dis.tribuciôn es su prédominante apariciôn en "grupos". 
Estos grupos corresponden a las "zonas neurales" funcionales descri 
tas por KATZ y KUFFLER (1941). Estas agrupaciones de plaças moto­
ras se hacen mâs évidentes en las proximidades de las ramas nervio 
sas de mayor diâmetro.

Sé constata, también la presencia de plaças motoras aisladas y 
distribuidas de manera dispersa pero asociadas con algunas de las 
ramas colaterales de las ramas nerviosas principales. Sin embargo, 
en ocasiones se visualizan plaças motoras aisladas en regiones don 
de no se habia podido objetivar la presencia de ramas nerviosas en 
su proximidad. Una posible explicaciôn para este hecho es que se 
trataria de terminaciones nerviosas motoras de ramas que previamen 
te se habian "hundido" entre las fibras musculares recorriendo un 
trayecto por debajo de la superficie interior del mûsculo sartorio. 
Estas ramas reaparecerian nuevamente, después de un trayecto varia 
ble y formarian una terminaciôn nerviosa motora a nivel de una fi­
bra muscular de la superficie interna del sartorio.

La densidad de plaças motoras es mayor en la mitad medial del 
mûsculo. Esto puede ser debido a que esta zona muscular posee una 
inervaciôn mâs rica que la zona lateral del sartorio.

En lôs extremos proximales y distales del mûsculo existen zonas 
libres de plaças motoras. En efecto, en un ârea de varios milime­
tros no se constata la presencia de plaças motoras ni cerca del orĵ  
gen del mûsculo ni en las proximidades de su inserciôn.
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32 .9 mm ,ORIGEN

LATERALMEDIAL

NERVIO

/  I NSERCION

- 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, c y d.

- los puntos negros indican la pre 
sencia de plaças motoras.

- las areas indicadas en el origen 
y en la inserciôn del mûsculo, 
son las âreas que carecen de pla 
cas motoras.

- la superficie muscular total es 
de 214.1 mm^

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. p.571



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

En ûltima instancia, 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 como y por qué las células almacenan energia eléc 
trica es condiciôn necesaria conocer la composiciôn iônica del li­
quide intracelular y ia composiciôn iônica del liquide extracelular.

La mayor parte del medio intracelular esté formado por agua que 
se encuentra en equilibrio osmôtico con los liquides circundantes. 
Sin embargo, la composiciôn iônica del medio intracelular difiere 
notablemente de la composiciôn iônica del medio interno. Es éste 
un rasgo comûn de las células excitables.

En la fibra muscular del sartorio de la rana nos encontramos con
la siguiente distribuciôn (KATZ 1966):

LEC mM/1 Lie mM/1

sodio 120 9.2
potasio 2.5 140
clore 120 3-4

Aniones

Sentado este rasgo comûn de todos los tejidos excitables, pode- 
mos abordar el estudio del potencial de membrana.

BERNSTEIN (1902), propone la primera hipôtesis satisfactoria pe 
ro no concluyente, para explicar el origen del potencial de membra
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na. BERNSTEIN conocia la desigual composicion iônica del LEG y 
Lie. Destaco para su hipotesis la elevada concentracion 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, asumio que la membrana celular en repose era impermeable 
al sodio.

Sobre estas premises, BERNSTEIN propuso que la diferencia de po 
tencial existante entre el interior y el exterior de la célula era 
creada por una distribucion desigual del ion potasio entre el inte 
rior y el exterior de la misma. De forma que el potencial de mem­
brana podia ser expresado por la ecuacion de NERNST, segun la cual
se desarrolla una diferencia de potencial a través de una membrana 
que es permeable a un i6n cuando las concentraciones de ese ion son 
distintas a ambos lados de la membrana:

E = R T / F  I n A o M i

Ao= concentracion del ion en el compartimente "o"
Ai= concentracion del i6n en el compartimente "i"

La derivacion original de la ecuaciôn de Nernst, se basa en 
principios termodinâmicos que determinan la condiciôn de equilibrio 
electroquimico, entre el trabajo eléctrico requerido para desplazar 
iones a través de un determinado limite en unTa direcciôn, y el tra­
bajo osmôtico necesario para desplazar la misma cantidad de iones 
en una direccicn opuesta:

- el trabajo eléctrico realizado, por mol, para llevar iones des 
de un potencial Vo a un potencial Vi, viene dado por:

W = z F ( V i - Vo )

V= trabajo
(Vi-Vo)= diferencia de potencial 
z: Valencia (negativa o positiva)
F: constante de FARADAY (Coulombios por mol)
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- el trabajo osmôtico requerido para desplazar un mol de un de­
terminado iôn desde una concentracion Ao a una concentraciôn 
Ai, diez veces mayor, viene determinado por:

= / ' p d vW
'vo

ya que de acuerdo a la teoria clnética ésto es estrictamente 
anâlogo a la compresiôn de un gas.

P: presiôn 
V: volumen

- sabemos que: P.V= RT

R: constante de los gases
T: temperatura absoluta

Por la n to :  RTP= —
y

Vi Vi
W = - /  Pd V i  - /  RT d V /V  :  RT ln(Vo - Vi ) = RT tn Vo /  V i 

Vo Vo

de donde ;

W o s m o t  i c o  = - R T ( n A o / A î

Ao y Ai se refieren a las concentraciones iônicas fuera y dentro 
de la célula respectivamente.

La condiciôn de equilibrio viene dada por la igualdad entre el
trabajo osmôtico y el trabajo eléctrico:

zP{ Vi -  Vo ) = RT In A o /A i

(Vi -  V o )  = R T / z F  In A o / A i

que es la ecuaciôn de Nernst.

Esta ecuaciôn expresa la condiciôn de equilibrio donde para una 
determinada diferencia de potencial, el flujo neto del iôn determi
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nado es cero.

Segûn esta ecuaciôn se desarrollarâ una diferencia de potencial 
a través de una membrana que es permeable a un iôn, cuando las con 
centraciones de ese iôn son distintas a ambos lados de la membrana.

- para el potasio:
E k = R T / z  F I n K o / K i

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

de un lado a otro de la membrana; el sistema esté en equili­
brio .

a 2 0 *  C Ek r s e  »n K o / K i

Ek es negative cuando Ko y Ki caen dentro de los margenes fi- 
siolôgicos.

BERNSTEIN, no pudo comprobar su hipôtesis pues las condiciones 
técnicas requeridas para ello eran deficitarias. Se obtuvo no ob^ 
tante, una aproximaciôn experimental con los "potenciales de le­
sion" y, dentro de ciertos limites, BERNSTEIN encontre un ajuste 
entre Ek y el potencial de membrana, y concluyô afirmando que el 
potencial de membrana représenta un potencial de difusiôn para el 
potasio.

HODGKIN y HOROWICZ (1959 ), intertaron comprobar experimentalmen 
te la hipôtesis de BERNSTEIN.

El diseno experimental de HODGKIN y HOROWICZ, consist!a en hacer 
variar las concentraciones externas de potasio en el Ringer que ba- 
Raba la preparaciôn de fibras musculares. Para eliminar cualquier 
posible interferencia del cloro, éste era sustituido por soluciones 
suifatadas. En estas condiciones se procédé a medir el potencial
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de membrana correspondiente a cada concentracion de Ko.

Segûn la hipôtesis de BERNSTEIN, en esta situaciôn 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 209C. Sin embargo, HODGKIN y HOROWICZ, 
observaron que:

- existe un ajuste teôrico-experimental para concentracio 
nés de potasio superiores a 10 mM

- para concentraciones de potasio inferiores a 10 mM, la 
linea experimental se desvia de la linea teôrica.

Era évidente, que el potencial de membrana no era un potencial 
de difusiôn para el potasio. Se pasô entonces a involucrar otros 
iones en la genesis 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 aun, teniendo presente que el gradiente electroquimico es favo 
rable a la entrada de sodio al interior de la célula.

-Los expérimentes 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 mâs:

- el influjo de sodio a la célula en reposo y

- el factor "permeabilidad" de la membrana para los dis- 
tintos iones.
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Teniencào en cuenta estos factores, GOLDMAN (1943) y HODGKIN y 
KATZ (1949) desarrollaron la teoria de campo constante, que supo 
ne una aproximaciôn muy ûtil al problema que estamos consideran- 
do.

La teoria de campo constante, bâsicamente asume que los iones 
se desplazan bajo la influencia de campos eléctricos y gradientes 
de concentraciôn; que las concentraciones iônicas en los bordes 
de là membrana, son proporcionales a aquellas de las soluciones 
acuosâS en contacto con la misma, y que el gradiente eléctrico a 
través de la membrana es constante. Sobre estas premises, es po­
sible demostrar que -cuando no hay flujo de corriente a través de 
la membrana- el potencial de membrana viene dado por:

P k(K) .  * P N a ( N a  ) .
Vm ï RT /z r  In ------------   —

Pk(K H * PNa |Na) i

Pk, PNa: coeficientes de permeabilidad

P K / P K ( K ) . *  P N a / P K ( N a ) .
Vm = RT/zP In-

P K / P K ( K ) i  ♦ PNa / P K ( Na ) i

( K ) . .  P N a / P K ( N a ) .
Vm i R 1/ zF In

(K)i  . P N a /  PK (Na) i

PNa /  PK : or = 0.0t3

P K> ^P Na  en la ce I u la  en reposo
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( K ) i ♦ or ( N a ) i

, El. potencial de membrana teorico calculado a partir de esta 
ecuacion, se aproxima con un error de solamente - Imv al poten­
cial de membrana -de la fibra muscular- medido experimentalmente.

Papel- del cloro en la genesis del potencial de membrana de la fi­
bra muscular:

En las celulas musculares, el cloro se distribuye pasivamente;
.su-distribucion no interviene en la génesis del potencial de 
membrana, sino que depende de él (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 èflujo se hace contra un gradiente electroquimi­
co. Se trata de un proceso activo (HODGKIN, KEYNES 1955a).

Podemos concluir afirmando, que los factores que bâsicamente 
intervienen en la génesis del potencial de membrana son:

- los gradientes quimicos y eléctricos que actuan sobre de 
terminados iones y

- la permeabilidad selective de la membrana.

En ultima instancia, la excitabilidad esté basada en la posibi^ 
lidad de cambiar las permeabilidades para el sodio, potasio y en 
ciertos sistemas para el cloro.
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2VFR0PIEDADES PASIVAS DE LA MEMBRANA
«

La célula muscular puede ser concebida como un cable conductor 
uniforme y de longitud infinita.

Este postulado bâsico 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 considéra 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 ârea. 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 externe (LEO se 
comportan como resistencias ônmicas puras, no dependientes 
de voltaje, ni tiempo.

Sobre estas bases se puede construir un modelo eléctrico de mem 
brana:

Ro Ro

1/Gm| 1/Gm^ j  C

Ri Ri

Este modelo es una simplificaciôn del problema ya que:

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

el potencial de membrana no se représenta en este modelo con 
la bateria correspondiente. En la teoria de cable, el poten 
cial de membrana se ignora.

3)-C0NCEPT0S Y FORMULACIONES BASICAS DE LA TEORIA DE CABLE

a)Resistencia input 
»

Resistencia input es la resistencia efectiva entre el interior 
_ el exterior del cable. El valor de esta resistencia sera igual 
en cualquier punto del cable.

Ro Ro ---WW\

1/Gm I ^ Cm 1/Gm^ yCmG
-Awva-

Ri Ri
Gm= gmAX 
Cm= cmikX 
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.

Si 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 tendria la capacidad de la membrana en la res-
puesta del sistema.



—44—

Por otra parte, si se supone que la longitud del cable es infi 
nita, la respuesta a la aplicacion del pulso de corriente sera in 
dependiente del lugar donde se aplica di^ho 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 la resistencia efectiva a cada lado del lugar don 
de se aplica la corriente, y la resistencia input sera igual a 1/2 
Rf.

Circuito équivalente al modelo eléctrico de membrana, prescin- 
diendo de Cm (dV/dt=0) (HUBBARD, LLINAS, OUASTEL, 1969)'

BI-WN-

Rf

Ao B

Rf

A_̂ «/2Ro 1/2 Ro

1/2 Ri 1/2 Ri

1/2 Ro Rf

Rm

RT

1/2 Ri

R B RT r
1 /Rm4/RB

Este circuito puede escindirse por el piano A o por el piano B , 
A cada lado del piano de escision, la resistencia sera igual a 
Rf.
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Por tanto: ^
Rf = 1/2 Ro ♦ t / 2  R i +

1 /Rm ’

Rf = 1 / 2 ( R o * R i  ) *

1/2 R o- * Rf * 1 / 2 R i

1

Rf +1 / 2  R o * 1 / 2 R i *  Rm  
R m { R f * 1 / 2 R o » l / 2  Ri )

R m*  Rf  * 1/ 2 ( Ro *  R i )

Rf (RfT>*Rf*1/2(Ro*Ri ) )  = 1/2(Ro*Ri ) Rm* Rf * 1 / 2 (  Ro*Ri ) * Rm(Rf *1 / 2  Ro*  1/2 Ri )

= 1 /2  R oR m *  1 / 2 R I R m * 1 / 2  R o R f * 1 / 2  RiRf  * 1 / i ( R o * R I

* R mR f *  1/2 RmRo  ̂ 1 / 2  RmRi

2 2 
RmRf *  Rf *1/2 RffRoRi ) = 1/2 Rf (Ro*Ri  * 2 R m )*  Rm (Ro* Ri ) *  1//i (Ro*R i )

2 2 
Rf = R m ( R o * R i  ) * 1 / 6 ( R o * R i )

2 2 2 
R f = r m/AX ( r o *  r i  ) A x * 1 / 4 ( r o *  r i ) a x

02 2cuando a x es muy pequefio 1/4 (ro + ri) _ a x  =

y por tanto. pgg^g^grtcia input = 1/2 Rf = 1/2 / (ro+ri )V A X

Resistencia input = 1/2 v-̂ rm (ro+ri) 
ro se desprecia por ser muy pequena comparâtivamente
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b)CONSTANTE DE ESPACIO DE LA MEMBRANA

1/Gm Cm1/GiCm

Si en este sistema considérâmes 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 :

dx

i = corriente longitudinal
y también un gradiente de potencial en el interior, que viene 
dado por:

dVi
dx

= - r i  I ,

Las corrientes internas y externas son iguales pero de direc- 
ciôn opuesta.

Por otra parte: (Vi  - Vo)  

Rf

de donde: ci(Vi  -  V o  ) .  d V i  ̂ d V o  

d x  d x  d x
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-dVVLLVo) ,  .  r i  i - r o i  
d X

d ( V i - V o  ) , .  ̂ ( Vi -  Vo)= -  ( r I  * ro ).
d X . Rf

1  d(  Vi - V o ) _ -(ri ♦ ro)
( Vi - Vo ) dx Rf

I n t e g r a n d o ;

f  1 d ( Vi - Vo ) r }v ._  f ri * r_p)
j ( V i - V o )  dx j  Rf

l n ( V i  - Vo)  : X + K
Rf

-(ri ♦ r o)x - x ( f  i * ro

Vi - Vo :  K exp ^  = K ex p

Para  x = 0 -» e = 1

y por tanto

Vi - Vo = K = I R| :  Vm

- X /\
Vm,  X = ! Rj e x p



-48-

X= lambda es la constante de espacio de la membrana y viene def^ 
nida por:

Rf = \ /T n  ( r 0 -» r i ) =^/rm
f i« fo  ( r i *  r o ) v ro*  ri

X n/- ^  V  ro * ri

Estas formulaciones estân de acuerdo con el hecho de considerar 
que el potencial, en un conductor como el que corresponde al mode­
lo eléctrico de membrana, cae exponenciaimente desde un comparti­
mente del modelo a otro.
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C)CONSTANTE DE TIEMPO DE LA MEMBRANA

Para conocer el curso temporal de la respuesta a la aplicacion 
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:

d X

Sabemos que:
d Vm 
d X

Diferenciando:

:  -  ( ri * ro ) i

d Vm -  . , r i  * ro)
d'̂ x d X

Sustituyendo: 
d^ Vm
d^x

= ( r i * ro ) i m

La corriente -im- por unidad de longitud puede ahora subdividir- 
se en sus dos compcnentes:

- la corriente iônica= ii
- la corriente capacitativa= ic

Por tanto tenemos que: 
im : ic * ii
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Teniendo en cuenta:
i2,d Vm 

d^x
= ( ri * ro ) i m

y .sustituyendo im

i liy m  . , r i * r o ) ( C  -1^  * i
d'̂ x dt

d^ Vm   - c d Vm
(ri + ro ) (j  ̂ X ’

Esta ecuaciôn describe el potencial de membrana en funcion de 
X y t, en todas condiciones, incluso en aquellas donde las conduc 
tancias iônicas no se comportan linealmente.

Sin embargo, si se asume un comportamiento lineal de la conduc 
tancia, y una geometria sencilla del sistema, la ecuaciôn se sim­
plif ica a (HODGKIN, RUSHTON, 1946):

d'̂ x

donde: lambda X

dt

V
rTrrT Constante de espacio

y donde t  ta u =  rm . cm Constante de tiempo de la mem 
brana

Con la finalidad de esquematizar los conceptos bâsicos y mâs ha 
bitualmente manejados en la terminologie de las propiedades pasi- 
vas de la membrana, exponemos a continuaciôn su simbologia, signi- 
ficado y unidades de expresiôn:
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rm: resistencia de la membrana por unidad de longitud (Qcm) 
Rm: resistencia de la membrana por unidad de area (Qcm^) 
cm: capacidad de la membrana por unidad de longitud (/UF/cm) 
Cm; capacidad de la membrana por unidad de area (/WF/cm^) 
Ri: resistividad especifica del citoplasma (Qcm)
X: constante de'espacio (mm)
T : 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 aproximaciôn para caracterizar una determinada 
preparaciôn desde el punto de vista bioeléctrico.

- la base de la transmisiôn de impulses desde una zona a otra 
de una célula.

- la base de procesos integrativos, alli donde los haya.

- la base de la propagaciôn de los potenciales locales.

En suma, el conocimiento de las propiedades pasivas de una cé 
luia, conétituye un instrumente necesario a la hora de querer ca 
racterizar una preparaciôn celular y a la hora de interpreter, 
con cierto rigor, las sefiales bioeléctricas de la membrana celular,
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Entendemos por transmisiôn neuromuscular la serie de fenômenos 
que acaecen entre la llegada de un potencial de acciôn al pie ter 
minai de una fibra nerviosa motora y el- inicio de la contracciôn 
a nivel de la fibra muscular.

La base morfolôgica de la transmisiôn neuromuscular es la plaça 
motora. La plaça motora se conceptûa como una zona de contacto fun 
cional entre una célula nerviosa y una célula muscular (KATZ, 1966), 
Los citoplasmas de ambas células estân rodeados por membranas celu 
lares independientes. Esta zona, se caracteriza por funcionar a mo 
do de un transductor; en efecto, la transducciôn de energla qulmica 
en energla eléctrica es la base operative de las sinapsis quimicas 
y, por ende, de la uniôn neuromuscular.

La secuencia de fenômenos que conforman la transmisiôn neuromu^ 
cular 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 acciôn de la fibra 
nerviosa despolarizan el terminal presinâptico.

- esta despolarizaciôn conlleva un aumento de permeabilidad de 
la membrana presinâptica para el calcio.

- el calcio entra dentro del terminal presinâptico a favor de un 
gradiente electroquimico.

- mediante un mecanismo todavla desconocidc, el calcio aumenta 
la probabilidad de liberaciôn del transmisor.

- aproximadamente, 200 veslculas sinâpticas liberan su contenido 
en ACh hacia la hendidura sinâptica.

- La ACh que alcanza la hendidura sinâptica puede:

- aiejarse de la plaça por difusiôn
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- ser hidrolizada por acetilcolinesterasa en acetato y 
colina

- interaccionar con el receptor postsinaptico con ulte 
rior hidrôlisis y/o difusiôn de la misma.

- la interacciôn ACh-receptor, conlleva un cambio conformacio- 
nal de los receptores, lo cual, a su vez, produce la apertura 
de canales iônicos para el sodio y el potasio y, por ende, un 
aumento de permeabilidad y conductancia de la membrana post- 
sinâptica para estos iones.

- se produce subsiguientemente una despolarizaciôn umbral de la 
membrana p stsinâptica; lo cual, a su vez, da paso al poten­
cial de acciôn de la célula muscular y a la ulterior contrac­
ciôn de la fibra.

Nuestro objetivo inmediato es la descripciôn, somera, de los as 
pectos mâs relevantes de esta sucesiôn fenomenolôgica, haciendo bin 
capié en los aspectos mâs controvertidos de la misma.
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1)- EL POTENCIAL DE LA PLAÇA MOTORA

Los pioneros en la descripciôn y reconocimientc de la existen- 
cia de una variaciôn del potencial de membrana en la zona de la 
plaça motora subsiguiente a la estimulaciôn del nervio motor fue- 
ron GOEPFERT y SCHAEFER (1938) y ECOLES Y O'CONNOR (1939). La va 
rj.aciôn del potencial de membrana descrita como lènta y restring^ 
da a la zona de plaça motora fue denominada POTENCIAL DE PLAÇA MO 
TORA.

Estos estudios electrofisiôlôgicos se complementaron con los es 
tudios farmacolôgicos iniciados por DALE, FELDBERG y VOGT (1936) y 
COWAN (1936). Estos autores establecieron que era la ACh el neuro 
transmisor liberado desde los terminales presinâpticos, cuando es­
tes eran estimulados adecuadamente y que, la aplicaciôn de ACh po­
dia ocasionar una variaciôn similar al potencial de plaça motora 
cuando era ahadida al liquide extracelular de ciertas preparacio- 
nes.

De esta forma quedaban establecidos los postulados bâsicos de la 
transmisiôn neuromuscular.

FATT y KATZ (1951), realizan el primer estudio electrofisiolôgi- 
co del potencial de plaça motora con microelectrodos. Postularon 
que el potencial de plaça motora -P.P.M.-, era una despolarizaciôn 
restringida a la zona de la uniôn neuromuscular y que la ACh, ac- 
tuaba aumentando la permeabilidad iônica de manera inéspecifica a 
este nivel, de forma tal, que se cortocircuitaba el potencial de 
membrana en esta zona.

Sentadas las premisas bâsicas de la transmisiôn neuromuscular, 
se comenzô el estudio de los cambios de permeabilidad originados 
por el neurotransmisor.



—56—

2 ) - CARACTERISTICA5 GENERALES DEL CAMBIO DE PERMEABILIDAD PRODUCI- 
DO POR LA ACETILCOLINA

DEL CASTILLO y KATZ (1954 b), mediante la realizaciôn de experi 
mentos de colisiôn, 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 denominô potencial de inversiôn para la ACh. 
Su determinaciôn, tuvo relevancia ya que sefialaba experimentâlmente 
que el aumento de permeabilidad iônica debido a la ACh no tendla a 
llevar el potencial de membrana ni hacia ENa ni hacia EK. Esto lie 
vô a concluir:

- que el aumento de conductancia implicaba a mâs de un tipo 
iônico. «

- que el sodio estaba involucrado en el proceso, ya que el pota 
sio y el cloro tienen potenciales de equilibrio mâs negativos 
que el valor de -15mV. En efecto, el potencial de equilibrio 
de estos iones se encuentra muy prôximo 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 aplicaciôn electroforética de ACh 
a nivel de la plaça motora, aumenta la conductancia de la membrana 
postsinâptica cuando el liquido extracelular de la preparaciôn con 
tiene sôlo una soluciôn suifatada de potasio. Este hecho, sugiriô 
que el iôn potasio jugaba cierto papel en el cambio iônico mediado 
por la ACh.

El anâlisis del cambio de permeabilidad originado por la acetil 
colina, se completô con los trabajos iniciados por TAKEUCHI y 
TAKEUCHI (1959, I960) utilizando la técnica de fijaciôn de voltaje



-57-

‘con el objeto de medir la corriente sinâptica en soluciones extra- 
celulares de diversa composiciôn iônica. De estos trabajos bâsica 
mente se concluyô:

- el P.P.M. consta de una breve fase activa de corriente entran 
te con un potencial de inversiôn prôximo a -i5mV

- Al es mayor a medida que la membrana se hiperpolariza y la re 
laciôn entre la corriente sinâptica y el potencial de membra­
na es lineal (MAGLEBY y STEVENS, 1972):

A l = A g ( V m - V r )  V r r po t en c ia l  de i nvers ion

- si el potencial de membrana se fija en un valor menos negati­
ve que el potencial de inversiôn, el resultado se traduce en 
la generaciôn de una corriente saliente y una tendencia a la 
repolarizaciôn en el potencial de membrana.

- variaciones de potasio y sodio extracelulares originan varia- 
ciones en el potencial de inversiôn, mientras que las variacio 
nés en el cloro extracelular no tienen efecto alguno sobre el 
citado potencial; se concluye, por tanto, que los iones impM 
cados en el cambio de permeabilidad son sodio y potasio funda 
mentalmente; aunque en determinadas circunstancias se puede pro 
ducir un aumento de conductancia, discrète, para—ciertos iones 
divalentes, calcio en especial (TAKEUCHI, 1963 b).

- el aumento de conductancia para el sodio y potasio se produce 
de manera simultânea, ya que el trazado de corriente sinâptica 
•es monofâsico 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 iônicas del sodio y potasio, la corriente sinâptica. Is, viene 
dada por:
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Is = &g Na ( Vm - E N a )  * A g ( V m - E K )

donde:

ENa = R T / F  I n ( Na ) o / (Na) i ,  

EK : R T / F  l n (  K ) o / ( K  )i

per t a nt o  Vr v iene  dado por

RT /  (K lo &g Na (Na  )o

F \  ( K ) i  AgK ( N a ) i

Para cuantificar el aumento de permeabilidad que se produce a 
nivel de plaça motora como consecuencia de la interacciôn ACh-re­
ceptor, se parte de las siguientes ecuaciones bâsicas, (KUFFLER y 
NICHOLLS, 1977):

A 1N a  = A g N a ( V m - E N a  )

A l  K = Ag K ( Vm - E K )

En el potencial de inversiôn;
Vm = - 15 m V  

A] Na :  - Al K

Por tanto:
A g N a  E K -  V m  _ - 9 9  * 15 .  , 9̂ 
Ag K Vm - E N a  - 1 5 - 5 0

De aqui se deduce, que la membrana postsinâptica es algo mas per 
meable para el sodio que para el potasio durante la genesis de la 
corriente sinâptica.

TAKEUCHI (1963a) estudiô la respuesta de la membrana postsinâpti 
ca a la aplicaciôn de ACh variando las concentraciones extracelula-
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res de potasio y sodio y encontrô que:

- al aumentar considerablemente la concentraciôn de potasio 
extracelular AgNa/AgK cae a 0.66

-  A g N a / A g K  permanece constante a pesar de 
efectuar grandes variaciones en la concentraciôn de sodio 
extracelular.

Las implicaciones de estos ûltimos resultados aûn no han podido 
%er explicadas satisfactorlamente. Sin embargo, lo que si résulta 
eVidénte, es que los canales iônicos controlados por la ACh son dis 
tintos y diferenciables de los canales iônicos de las membranas 
electricamente excitables. Es asî, que la tetrodotoxina no tiene 
efecto alguno sobre la acciôn fisiolôgica de la ACh a nivel de la 
uniôn neuromuscular (FURUKAWA et al. 1959), (ELMOUIST y FELDMAN 
1965 a), (KATZ y MILEDI 1967 ). Tampoco tiene efecto alguno a es
te nivel el tetraetilamonio (RANG, 1975).

Establecidas las especies iônicas involucradas en el cambio de 
permeabilidad prcducido por la acetilcolina a nivel de la uniôn 
neuromuscular, se cuestionô el carâcter ûnico o dual de los canales 
iônicos controlados por el neurotransmisor. Para aclarar este pun­
to, se siguiô en principio un razonamiento anâlogo con respecto a 
lo que ocurre en las membranas eléctricamente excitables y se inten 
tô bloquear por procedimientos farmacolôgicos los canales de sodio 
y potasio a nivel de la plaça 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 plaça motora. Basa su afirmaciôn en el efec 
to que tiene la procaina sobre el P.M.M.: prolongaciôn del curso 
temporal del mismo con apariciôn de unâ meseta en el registre de va 
riaciôn de potencial. Para MAENO, este efecto séria debido a una
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acciôn especifica del anestésico sobre los canales de sodio. Esto, 
a su vez, involucrarla cursos temporales diferentes para las dos 
corrientes iônicas y consiguientemente una operatividad independien 
te de les 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 acciôn de los anestésicos locales sobre 
la plaça motora, llegô a la conclusiôn de que el efecto ôbservado 
por MAENO, era debido fundamentalmente a la acciôn de estas drogas 
sobre el curso temporal de inactivaciôn de los canales iônicos, y 
propuso que el factor bâsico involucrado en el fenômeno observado 
era el valor de potencial de membrana: para valores de potencial 
de membrana prôximos a EK, la procaina prolonge el P.P.M. debido a 
que para este valor de potencial la "uniôn de la droga al cariai ac 
tivado" se ve favorecida. En efecto, estudios posteriores demostra 
ron que cuando se fija el potencial de membrana a valores prôximos 
del potencial de equilibrio para el potasio, se observa un efecto 
similar al producido por la procaina aûn 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 fijaciôn de voltaje no encontraron para ningûn va 
lor de potencial de membrana, una corriente sinâptica difâsica* Es 
tos autores concluyeron, que el efecto del potencial de membrana 
sobre el curso temporal de la respuesta sinâptica, no era debido a 
cursos temporales diferentes de los componentes iônicos de la mis­
ma, sino a otra causa; verbigracia;

- a un efecto del potencial de membrana sobre la velocidad de
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difusion de la 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 la inactivaciôn de los canales iônicos.

Trabajos posteriores de MAGLEBY y STEVENS (1972 b) favorecen la 
ùltima hipôtesis.

MAENO, EDWARDS y HASHISUMURA (1971) insistén, sin embargo, en el
carâcter dual e independiente de los canales iônicos sinâpticos. E^
to-s autores han obtenido registros bifâsicos de corriente sinâptica
para valores de potencial prôximos al potencial de inversiôn. Por
otra parte, en esta misma linea de pensamiento, MALLART y TRAUTMANN
(1973) demostraron que el potencial de inversiôn para la ACh en la
plaça motora de la rana, es extremadamente sensible a las variacio-
nes del pH del medio extracelular, pasando del valor de -15mV a pH7
a.l valor de -45mV para un pH de 8.5- Concomitantemente, en estas
condiciones, se observô que la razôn — variaba de 1.29 a 0.60AgK
con el cambio de pH. MALLART y TRAUTMANN, interpretaban estes ha- 
llazgps postulando que los canales iônicos para el sodio y potasio 
estarîan regulados por grupos ionizables independientes y con dife- 
rentes pK.

Sin embargo, en el sentir de RANG (1975), no es necesario invo- 
car un a dualidad e independencia de los canales iônicos para expli_ 
car los efectos observados con relaciôn a la variaciôn de pH del 
medio extracelular, ya que séria perfectamente factible que un ca­
nal ûnico cambie sus permeabilidades relativas para el sodio y el 
potasio como resultado de un cambio en la ionizacicn.

En la actualidad, la mayor!a de los autores tienden a aceptar



-62-

la existencia de un canal iônico ûnico a nivel de la plaça 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 iôni 
COS sinâpticos.
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3)- MODELO ELECTRICO PE MEMBRANA Y TRANSMISION SINAPTICA

La acetilcolina liberada desde los terminales presinâpticos tie 
ne el efecto de cortocircuitar eléctricamente la jnembrana a nivel
de la uniôn neuromuscular. Ert 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 aproximadamente, 
bajo la accion de la ACh,

Se puede esbozar un circuito eléctrico equivalents de la membra
na postsinâptica de una sinapsis qulmica, (FATT y KATZ 1951):

LGC

G: conductancia de la membrana 
Cm de superficie

g; conductancia de la membrana 
postsinâptica

L1 G

El potencial de repose se représenta como una bateria"E"en serie 
con 1/G. Los receptores sinâpticos se representan por un interrup­
ter" J"en serie con la resistencia de los canales sinâpticos. En au 
sencia del transmisor quimico,"J"se encuentra abierto; por tanto, 
el potencial que se registre 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 iônicos para el sodio y potasio a nivel de la membrana 
postsinâptica; el potencial de membrana, es entonces cortocircuita 
do por 1/g. La apertura de estos canales créa la condiciôn necesa- 
ria para la variaciôn de potencial en el sentido de una despolariza 
ciôn y ulterior excitaciôn de la célula postsinâptica.
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La ACh, por tanto, créa una via adicional para el flujo de co­
rriente, lo que en ùltima instancia résulta en una variaciôn de po 
tencial.

El curso temporal de la variaciôn de potencial viene dado por 
GINSBORG y JENKINSON (1976):

( a V )t  : —2—  Vo 1 1 -  eyp  
g * G I

(-(/yl|

d o n d e :
Vo = e - E
(p z Cm / (  g* G )
t : t iempo desde el  c i e r r e  de J

T- cuando t > la despolarizaciôn llega a un valor estable:

AV = - i —  • Vo 
g * G

Si la acciôn de la ACh finaliza abruptamente (apertura de "J"), 
la despolarizaciôn déclina desde su valor inicial ( A V ) o  con un 
curso temporal que viene dado por:

j AV ) \  z ( a V  )o exp* * ^

t: tiempo desde la apertura del interrupter 
f{f: C/G

Estas ecuaciones exponenciales representan una simplificaciôn 
necesaria. En efecto, los cambios de potencial debidos a la acciôn 
de la ACh tienen un curso temporal mâs complejo que los descritos 
por estas ecuaciones (FATT y KATZ, 1951). A pesar de elle, su ut^ 
lidad prâctica es innegable y por ello son ampliamente aceptadas 
por los neurofisiôlogos. Sin embargo, en este sentido queremos de^ 
tacar que la despolarizaciôn de la membrana postsinâptica debida a 
la acciôn del neurotransmisor estâ relacionada con la conductancia:
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g  ̂ AV
A V  = ----------  -Vo g = --------------------Go

g * Go Vo -  aV

GO: conductancia input de la fibra

Esta ècuaciôn es en realidad idéntica a:

AV = — i —  Vo -
g * G

y ambas implican que la despolarizaciôn av no aumenta linealmente 
con el cambio de conductancia excepto cuando g ^ G o

Este hecho tiene importancia cuando se quiere utilizer la ampli
tud del P.P.M. como medida de la liberaciôn del transmisor (MARTIN
1955).

• Una limitaciôn importante del modelo eléctrico descrito, es que
excluye la existencia del sistema tubular sarcoplâsmâtico. Este
sistèma, contribuye sustancialmente a determiner las caracteristi-
cas eléctricas de la fibra muscular, muy en especial, en lo que
respecta a los altos valores de capacidad,- 6-8 microfaradios/cm^
de la membrana de la fibra muscular. Por tanto, teniendo présente
este hecho un modelo eléctrico mâs aproximado a la realidad séria
(GINSBORG y JENKINSON 1976):

LEC

t /g

e i  "T3
T

: Cm;

j  1/Ge

L i e

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



4)- ASPECTOS PRESINAPTICOS DE LA TRANSMISION NEUROMUSCULAR

La plaça motora se caracteriza funcionalmente, no solo por su 
capacidad para responder a la estimulaciôn del nervio motor, sino 
tambidn por presenter descargas eléctricas espontâneas 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 uniôn neuromuscular; su aimplitud aumenta con 
la aplicaciôn de anticolinesterasas y disminuye en presencia de tu 
bocurarina. En efecto, es un hecho aceptado que los M.E.P.P.s son 
debidos a la liberaciôn de paquet s multimoleculares, -cuantos-, 
de ACh. No se ha determinado con exactitud el numéro de moléculas 
que componen un cuanto: un limite superior séria el de 10^, por
analogîa con la variaciôn de potencial obtenida por aplicaciôn elec 
troforética de ACh y que mâs se asemeja al M.E.P.P.. El limite in 
ferior vendria representado por la cifra de 10^, cifra obtenida por 
estudio de las despolarizaciones elementales debidas a la acciôn 
ejercida por moléculas de acetilcolina a nivel de la plaça motora 
(KATZ y MILEDÎ, 1972).

Las caracteristicas principales de las descargas espontâneas o 
M.E.P.P.s en la plaça motora de la rana fueron descritas por FATT 
y KATZ (1952). Desde entonces, se han manejado fundamentaimente . 
dos parâmetros en su caracterizaciôn:

- amplitud de los M.E.P.P.s; funciôn de factores postsinépti- 
cos.

- frecuencia de M.E.P.P.s; en relaciôn con factores presinâp­
ticos .

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

La amplitud media es funciôn de la resistencia input de la fi-
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bra muscular. Présenta valores de 0.1-0.5 mv con una desviacion 
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 despolarizaciôn de la terminal nerviosa motora
- el aumento de presiôn osmôtica
- 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 
concentraciôn extracelular de calcio, én contraste con lo que ocu­
rre con las respuestas evocadas por estimulaciôn del nervio motor.

FATT y KATZ, sugieren que el contenido de ACh de los cuanto per 
manece inalterable. Mâs aûn, postulan que no sôlo es cuantal la 
descarga espontânea, sino también, la liberaciôn de ACh inducida 
por estimulaciôn del terminal motor ; la transmisiôn neuromuscular 
fisiolôgica séria cuantal y el numéro de cuantos liberados por im 
pulso nervioso séria de 300 (GINSBORG y JENKINSON 1976). Las va­
riaciones en la cantidad de transmisor liberado se harian a expen 
sas de variaciones en el numéro de cuantos.

Los postulados de FATT y KATZ sobre el contenido cuantal de la 
respuesta evocada y de las descargas espontâneas y, el anâlisis 
cuantal subsiguiente han sido ampliamente aceptados y en general, 
constituyen una realidad objetivable. Existe, sin embargo, un as 
pecto que debe ser puesto de manifiesto en lo que respecta a las 
diferencias existantes entre las descargas espontâneas y las res­
puestas evocadas por estimulaciôn nerviosa: (GINSBORG y JENKINSON,
1 976)
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- la liberaciôn evocada de ACh es fâcilmente abolible por au 
mento de magnesio extracelular. En estas condiciones,los 
M.E.P.P.s persister.

- el aumento de presiôn osmôtica no tiene apenas efecto sobre 
las respuestas evocadas.

- la entrada de calcio dentro del terminal nervioso no parece 
ser una condiciôn necesaria para la presencia de M.E.P.P.s.

Una hipôtesis atractiva para explicar la naturaleza cuantal de 
la liberaciôn del transmisor, fue elaborada por DEL CASTILLO y KATZ 
(1956), en el sentido de establecer una relaciôn morfolôgica-funcio 
nal entre las veslculas sinâpticas y la liberaciôn cuantal. Segûn 
esta hipôtesis, los M.E.P.P.s serian el resultado de colisiones oca 
sionales entre la vesicula sinâptica y la membrana del terminal pre 
sinâptico que conllevarian la liberaciôn de AÇh a la hendidura si­
nâptica.

Desde un punto de vista cuantitativo, la hipôtesis 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 espontâneas. Estas aproximaciones cuantitativas caen dentro 
de lo razonable y fisiolôgico (GINSBORG y JENKINSON, 1976).

Desde un punto de vista estadistico, los histogramas de amplitud 
de las despolarizaciones espontâneas pueden ser descritos por una 
curva de Gauss ûnica, y, consecuentemente, fueron consideradas co­
mo debidas a la liberaciôn de la cantidad mâs pequena posible, mi­
nima, de transmisor. La unidad era representada por "el cuanto" y 
la liberaciôn evocada ocurriria en forma de multiples de estos 
"cuantos" (DEL CASTILLO y KATZ 1954b, FATT y KATZ 1950, 1952).



-69-

5) - LIBERACION SUBCUANTAL DEL TRANSMISOR

La naturaleza exacta del "cuanto" aûn es incierta. En efecto, 
los anâlisis basados en la hipôtesis cuantal usando métodos esta- 
disticos (DEL CASTILLO y KATZ, 1954 b) no proveen evidencia ni a 
favor ni en.contra de la hipôtesis cuantal, ya que los mismos re- 
sultados se pueden obtener êuponiendo la liberaciôn del neurotrans 
misor desde una fuente citoplasmâtica no vesicular.

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

WERNING y STIRNER (1977), sugieren un mecanismo sincronizador 
de subunidades. Proponen, mediante aplicaciôn de métodos estadis 
ticos, que cada "cuanto" estarla formado por 2 a 15 subunidades y 
que el "cuanto" séria originado, en ultima instancia, por la libe 
raciôn simultânea de cantidades variables de transmisor a nivel de 
lugares determinados llamados "zonas activas".

Se postula que la zona activa séria la unidad funcional de li­
beraciôn del transmisor. WERNING y STIRNER, proponen que la actî  
vaciôn de la zona activa produce la descarga simultânea 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 soluciôn dentro del terminal presinâptico y que sôlo 
parte de la liberaciôn espontânea del neurotransmisor séria cuan­
tal .

KATZ y MILEDI demuestran, experimentalmente, su hipôtesis me­
diante aplicaciôn de técnicas electrofisiolôgicas. En efecto, es 
tos autores comprueban que la aplicaciôn iontoforética de una do- 
sis masiva de tubocurarina, provoca una hiperpolarizaciôn pequeüa 
y localizada de 40 microvoltios de amplitud media. Esta respuesta 
H en realidad estaria poniendo de manif iesto una despolarizaciôn 
de fondo, continuada, producida por el "goteo" no cuantal de ACh 
desde el citoplasma del terminal nervioso.

Para KATZ y MILEDI, la plaça motora es un detector muy sensible 
para la ACh liberada instantâneamente desde una fuente puntual si- 
tuada a nivel presinâptica; pero, es un detector muy poco eficien- 
te si la misma cantidad de acetilcolina se distribuye espacialmen- 
te sobre toda la arborizaciôn terminal y temporalmente, por un pe- 
riodo de tiempo que sobrepase con mucho la duraciôn de la corrien­
te de los M.E.P.P.s.

En la actualidad, la liberaciôn, parcial, de acetilcolina en 
forma ne cuantal es un hecho aceptado y objetivable. A pesar de 
ello, la mayorla de los autores concuerdan en que este tipo de li 
beraciôn no produce cambios fâcilmente détectables en el potencial 
de membrana, ni por su amplitud, ni por eu curso temporal (GINSBORG 
y JENKINSON, 1976).



D)- D R 0 G A S
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1)- CONCEPTO DE DROGA

Bajo el concepto de droga se agrupa un amplio y 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 utilizer un criterio comun para todas 
ellas en lo que respecta a la accion que ejercen sobre los siste- 
mas biologicos (DEL CASTILLO, 1971).

Ante la imposibilidad de definiciôn 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 organismes vivientes. Es ésta por tanto, 
una concepciôn "instrumental" del vocablo "droga".

Desde un punto de vista mâs amplio, en medicina, una droga es 
cualquier sustancia que puede ser empleada como medio diagnostico, 
preventive o terapeutico.

La accion farmacolôgica de una droga viene definida por el he­
cho de que la adiciôn, ingestiôn o inyecciôn de la misma en un sis 
tema viviente va seguida, por lo general, de un cambio cuantitativo 
en algunas de las funciones o parâmetros fisiolôgicos del sistema; 
cuando estos parâmetros aumentan se dice que la droga es un agente 
estimulador, si disminuyen hablamos de un agente inhibidor, depre- 
sor o bloqueador.

La acciôn farmacolôgica de una droga puede ser:

- medida

- cuantificada
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- puesta en relaciôn con la dosis; esto se deno 
mina relaciôn dosis respuesta-

La relaciôn dosis respuesta, expresada en una grâfica o como 
simples valores numéricos, forma, junto con las grâficas o numéros 
que expresan la dosis tôxica de la misma sustancia, la base del em 
pleo emplrico de una droga en terapeûtica.

Ahora bien, para comprender en toda su extensiôn por qué la dro 
ga actûa, no basta con la enumeraciôn y medida de sus acciones far 
macolôgicas, sino que ademâs hay que explicar y describir el méca­
nisme de su acciôn farmacolôgica. Ello implica describir sucesiva 
mente la célula, el ôrgano o sistema orgânico sobre el que la dro­
ga actûa y, ulteriormente, los constituyentes o sustratos celula- 
res por los que la droga présenta afinidad particular. En ûltima 
instancia hay que intenter explicar por qué la interacciôn droga- 
sustrato se traduce en un cambio cuantitativo de algûn parâmetro 
de la fisiolôgia celular.

En realidad, hay tantos mécanismes de acciôn farmacolôgica co­
mo drogas, pero es posible clasificarlos genéricamente en determi 
nados grupos (DEL CASTILLO, 1971):

- de acuerdo con la definiciôn "médica" de droga, tenemos 
un primer grupo que incluye aquellas que actûan reempla- 
zando o sustituyendo a moléculas que normalmente se en­
cuentran présentes en la economia corporal. Ej. vitaminas

- un segundo grupo estaria constituido por aquellas drogas 
que en lugar de reemplazar componentes orgânicos, los sus 
tituyen por moléculas semejantes pero no adecuadas por en 
tero para cumplir su misiôn fisiolôgica. Se trata en es­
te caso de una suplantaciôn qulmica. Ej. acciôn de suifa 
midas.
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- un tercer grupo lo forman aquellas drogas que se combinan 
directamente con diverses iones en la intimidad de los te 
jidos, pero por fuera de la propia célula. El resultado 
es la neutralizaciôn. Ej. los alcalinos.

- hay otro grupo de drogas que actûa 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 los mécanismes moleculares in 
cluidos en taies estructuras. Ej. los anestésicos genera 
les.

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

Las drogas que se combinan con los receptores sinâpticos lo ha 
cen en concentraciones muy pequefSas. Esto se debe a la gran afini 
dad qulmica de la droga por los receptores y a una gran actividad 
intrinseca de la propia droga. Actividad intrinseca de una droga 
es su posibilidad de inducir la actividad del receptor como conse» 
cuencia de su interacciôn qulmica con él (DEL CASTILLO, SOBRINO,
1 973).

Los criterios fundamentsles para poder afirmar que una droga ac 
tûa combinândose de forma selectiva con un receptor celular segûn 
DEL CASTILLO (1971) son:

- su gran potencia: la droga actûa en dosis minimas.
- la al ta especificidad estructural que poseen las drogas: 

existe una correlaciôn estrecha entre la configuraciôn mole-
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cular de la droga y su actividad farmacolôgica.

- la estereoespecificidad: a veces sôlo uno de les posibles 
isômeros de la droga es farmacolôgicamente 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 especlfica a nivel celular, 
a cuyo nivel la droga actuaria combinândose de alguna forma. Esta 
zona especlfica debe poseer una estructura qulmica que de alguna 
forma complementa la configuraciôn de la droga. Es precisamente 
esta zona especlfica la que se denomina RECEPTOR o OUIMIOREGEPTOR.

Résulta difiôil separar la evoluciôri histôrica del concepto de 
droga de la evoluciôn histôrica del concepto de receptor. Subyacé 
a esta dificultad el hecho de que los esfuerzos encaminados a obte 
ner datos sobre los mecanismos de acciôn de las drogas, no pueden 
ser separados tajantemente del estudio de la naturaleza qulmica de 
los receptores y los 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 propôsito comenzar por descri­
bir los mecanismos de acciôn de las drogas, sin olvidar, la lôgica 
y natural imbricaciôn de este tema con el concepto de receptor.

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

En efecto, CLARK desarrollô la teoria de la ocupaciôn que exami
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naremos con mâs detalle en otro apartado; bâstenos por ahora indî  
car que CLARK estudio las relaciones cuantitativas entre la dosis 
de la droga y el efecto biologico obtenido; y que su teoria de la 
ocupaciôn, bâsicamente postula que el efecto de una droga sobre 
un sistema biolôgico, es directamente proporcional a la fracciôn 
de receptores ocupados por la droga en un momento dado. Desde un 
punto de vista dinâmico, su hipôtesis bâsica es que las drogas se 
combinan con los receptores a una velocidad proporcional a la con 
centraciôn de la droga y al numéro de receptores-fracciôn de re­
ceptores-, disponibles, -no ocupados-, para la acciôn de la droga,

Nos ocuparemos a continuaciôn de analizar someraimente las dif e 
rentes teorias sobre los mecanismos de acciôn de las drogas que 
han ocupado el pensamiento farmacolôgico y fisiolôgico 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 acciôn de las drogas han 
sûrgido del intento de aclarar de una manera lôgica y consecuente 
el mecanismo bâsico de interacciôn droga-receptor. Fundamentalmen 
te se ha perseguido la obtenciôn de un modelo teôrico que se ajus­
te a las observaciones expérimentales en el sentido de que expli­
que cômo la interacciôn droga-receptor conlleva un cambio cuantita 
tivo en algunas de las funciones o parâmetros fisiolôgicos de los 
diverses sistemas estudiados.

a)- Teoria de la ocupaciôn

Ha surgido de estudios farmacolôgicos cuantitativos llevados a 
cabo con drogas y receptores.

El primer y mâs simple modelo de interacciôn droga-receptor fue 
elaborado por CLARK (1933). Este autor postulé que los receptores 
para una determinada droga son idénticos entre si y que no inter- 
accionan entre si. Quiere esto decir, que la ocupaciôn de un de­
terminado receptor no influye en la posible combinacién o interac 
ciôn de las moléculas de las drogas con otros receptores. Estos 
postulados conducen a la curva de saturaciôn de Langmuir (RANG,
1975):

Pa=
Xa+Ka

o bien: Pa= Ca
Ca+1

donde: Ca= — - relaciona la ocupancia fraccional del receg
tor en el equilibrio: Pa, con la concentraciôn de la droga: Xa, y 
la constante de equilibrio: Ka.

Ca, es la concentraciôn normalizada de A.
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Para comprobar la validez de esta ècuaciôn en las interacciones 
droga-receptor, se intenté ver si las curvas droga-efecto observa- 
do se ajustaban a la ècuaciôn de Langmuir. Para ello, se asumiô 
que el efecto E era directamente proporcional a Pa. Esto se veri- 
ficô ocasionalmente en alguna preparaciôn, pero mâs frecuentemente 
no se obtuvo un ajuste entre el terreno experimental y la ècuaciôn 
de Langmuir,

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

Por otra parte, si se estudia la relaciôn concentraciôn de dro­
ga y efecto biolôgico en determinados tipos de respuestas fisiolô- 
gicas, es mâs factible asumir una relaciôn simple entre la inter­
acciôn droga-receptor y el cambio originado en el parâmetro que se 
estudia. En esta linea se estudiaron efectos biolôgicos del tipo 
de despolarizaciones, cambios de conductancia... (TAKEUCHI,
TAKEUCHI 1969); (CHANGEUX, PODLESKl 1968); (KASAI, CHANGEUX 1971 )
JENKINSON, TERRAR 1973). A pesar de ello, en estas condiciones no 
se obtiene un ajuste con la ècuaciôn de Langmuir. La desviaciôn 
que mâs frecuentemente se obtiene de ella es que la curva concentra 
ciôn-efecto es sigmoide.

Antes de proseguir con la descripciôn de otros modelos de acciôn 
de las drogas, es conveniente introducir y aclarar el significado 
del termine EFICACIA.

b)- Eficacia

Uno de los mayores problemas con que se enfrentan el farmacôlo 
go y el fisiôlogo es la comprensiôn cabal del proceso de activaciôn
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de un receptor por una molécula de agonista; el proceso que subya 
ce al cambio cualitativo y cuantitativo del parâmetro del sistema 
estudiado. Un ejemplo relativamente sencillo estaria representa­
do por la disminuciôn de resistencia electrica y aumento de conduc 
tancia ionica que tiene lugar a nivel de la plaça motora durante 
la interacciôn acetilcolina-receptor.

Por otra parte-, desde hace algun tiempo se sabe que las diferen 
tes drogas difieren entre si en cuanto a capacidad para activar 
los receptores. Mâs aûn, 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 gradaciôn en su actividad biolô­
gica. Desde este punto de vista se pueden clasificar las drogas 
(STEPHENSON, 1956);

- agonistas completos: capaces de inducir una respuesta mâ- 
xima del sistema estudiado.

- agonistas parciales: son capaces de producir una activa- 
ciôn de los receptores pero su efecto mâximo cae por deba 
jo de la respuesta mâxima posible del sistema que se estu

• • dia.

- antagonistes : drogas que ocupan los receptores pero no pro 
ducen activaciôn.

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

STEPHENSON (1956), argumenté que el estimulo "S" que se hace in 
cidir sobre determinado sistema biolôgico es directamente proporcio
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nal a la ocupancia producida por la droga:

Sa = ©a* Pa

donde: eg es la ef icacia de la droga A 
Pa: ocupancia producida por una droga

La relaciôn entre el estimulo y la respuesta E del sistema es 
indeterminada, pero se asume gue viene caracterizada por las pro­
piedades fisiolôgicas del tejido:

Ea = f (Sa)

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

En general, esta formulaciôn teôrica bâsica muestra una buena 
concordancia con los resultados expérimentales (STEPHENSON, 1956).

Estos hechos, hacen surgir de inmediato el problema de cômo se 
puede conceptuar la eficacia en termines moleculares; ipor qué la 
ocupaciôn de un determinado numéro de receptores, por una determi 
nada droga trae consigo una respuesta mâxima o casi mâxima del si^ 
tèma biolôgico estudiado; mientras que, el mismo grado de ocupan­
cia obtenido con la aplicaciôn de-otra droga produce pequefias res 
puestas muy por debajo del mâximo o en ocasiones no se produce res 
puesta?.

En la teoria de la ocupaciôn se encuentra implicite la idea de 
que cuando el receptor es ocupado, este sufre algûn tipo de cambio 
conformacional que -en ûltima instancia- es el que media la posibi^ 
lidad de obtener una respuesta. También segûn la teoria de la ocu 
paciôn, en cuanto se disocia la molécula de droga, el receptor vuel 
ve a su conformaciôn inactiva. En definitiva, segûn esta teoria, 
para que las moléculas de drogas tengan eficacias diferentes, séria



—  8l —

necesario que se produjesen multiples cambios conformacionales y 
de diverse 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 ef^ 
cacia estribaria en la fracciôn-nûmero de receptores ocupados que 
adoptarian el estado de conformaciôn activa. Esto presupone un 
equilibrio entre la conformaciôn activa e inactiva del receptor, 
siendo ademâs, ambas conformaciones compatibles con la ocupaciôn 
del receptor. De esta forma, el estado de ocupaciôn no correspon­
de indefectiblemente con el estado de activaciôn y, no se puede ha
blar de una teoria de la ocupaciôn (RANG, 1975).

A esta alternativa se le conoce como MODELO DE DOS ESTADOS por
q-ue csnsidera que sôlo existen dos estados en el receptor:

- estado activo
- estado inactive

Por otra parte, este modelo postula que la ocupaciôn de los re­
ceptores por las moléculas de drogas conlleva un desplazamiento del 
equilibrio conformacional entre los dos estados, y no por una créa 
ciôn de diferentes estados conformacionales en el receptor, segûn 
la droga que se aplique, como postula la teoria de la ocupaciôn.

Un tipo de modelo de dos estados que se ha propuesto como una
alternativa a la teoria de la ocupaciôn es anâlogo al mecanismo alo^
térico sugerido por MONOD, WYMAN y CHANGEUX (1965). Este modelo es 
conocido por las siglas MWC y, en principio, fue concebido para ex-
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plicar 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 oligomeros de subuni­
dades idénticas.

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

- el numéro de conformaciones posibles para el oligomero es 
pequePio: dos en el caso mâs sencillo.

- asociado al cambio conformacional de la subunidad se encuen 
tra un cambio en la afinidad para pequehas 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 distinguer de 
la teoria de la ocupaciôn (RANG, 1975):

- las conformaciones que corresponden a los estados activo e 
inactive del receptor, se encuentran predeterminados y no 
varian en funciôn del tipo de droga que interaccionan con 
él. La ef icacia de una droga en particular dependerâ sola 
mente de su afinidad relativa por estos dos estados confor 
macionales.

- la interacciôn de las subunidades, por medio de la cual es 
tân todas forzadas a adoptar la misma configuraciôn, capa­
cité al sistema para funcionar con COOPERATIVIDAD: existe 
una relaciôn sigmoide y no hiperbôlica entre la fracciôn de
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receptores activados y la concentraciôn de la droga. En 
contraste, en la teoria de la ocupaciôn, el estimulo (direc 
tamente proporcional a la ocupancia) es una funciôn hiperbô 
lica de la concentraciôn.

Pasemos ahora a considerar el modelo de dos estados mâs senci­
llo que podria ser aplicado a los receptores. En este modelo los 
receptores se conceptûan como monômeros de dos estados y no presen 
tan interacciones entre ellos (RANG, 1575), (COLOUHOUN, 1975):

A+R <--- — ----- > AR
L I -I

A+T<--- — -------*AT

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

En ausencia de droga la distribuciôn de R y T depende de la con^ 
tante de isomerizaciôn L.

La constante de equilibrio^ de la transiciôn AR «----» AT, es igual
a: LM

siendo M . ^

M représenta la selectividad de la droga por uno u otro estado 
conformacional:

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

macionales y se mantiene el equilibrio R«— »T

M serâ mayor que 1 : antagonistes

En este modelo de des estados, la funciôn de estado es la rela­
ciôn existante entre el nûmero de receptores en conformaciôn R, ac
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tiva, y la concentraciôn de la droga. La funciôn de estado viene 
dada por:

Ca * 1
Pr =

Ca « 1* L ( MCa  * 1 )

siendo:
Pr : receptores en conformaciôn activa 

Ca ; Xa /  K AT

Por otra parte, la funciôn de ocupaciôn (ocupancia) que es la 
relaciôn entre los receptores ocupados (Pa) con la concentraciôn 
de la droga viene dada por:

Ca (L M ♦1 )
Pa  ------------------------------

C a *  1* L ( MC a * 1  )

La principal diferencia entre la funciôn de estado y la ecua- 
ciôn de Langmuir es que en la primera -Pr- no es cero en ausencia 
de droga.

El aspecto mâs importante del modelo de dos estados, es que con 
fiere un significado fisico al término de eficacia.

d)- Cooperatividad

El modelo descrito anteriormente muestra una relaciôn hiperbô­
lica entre la funciôn de estado (nûmero de receptores en conforma 
ciôn R) y concentraciôn de la droga.

Sin embargo, aparté de funciones tan conocidas como la relaciôn 
hemoglobina-sustrato que muestra una relaciôn sigmoidea, hay cier- 
ta evidencia de que el aumento de conducCancia a nivel de plaça mo 
tora (que se asume como directamente proporcional a la funciôn de 
estado), y la concentraciôn de la droga, muestran una relaciôn sig 
moide, cooperativa (KATZ, THESLEFF, 1957 ); (COLQUHOUN, 1973).
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La cooperatividad, supone que el efecto observado y cuantifica 
do muestra una relaciôn con la concentraciôn de droga que se ex- 
presa como una funciôn sigmoide.

Interpretraciôn teôrica de la cooperatividad.- El primer modelo
teôrico que inclu­

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

El postulado de KARLIN, sostiene que los receptores estân agru 
pados en oligômeros, dentro de los cuales todas las subunidades se 
ven forzadas a tener la misma configuraciôn. Cada conformaciôn 
tiene una afinidad distinta para las moléculas de drogas y es, en 
definitiva, el acoplamiento entre ellas lo que posibilita la coope 
ratividad.

El comportamiento en equilibrio de este sistema viene definido 
por dos ecuaciones:

- si el nûmero de subunidades es n,

Funciôn de estado: relaciona la fracciôn de oligômeros en esta 
do -PR- y -PT- con la concentraciôn de la 
droga:

( 1* C a )"  PR ; r e c e p t o r e s  act ives
P R  r PT : ■■ inact i ves

L ( U M a  C a r * ( l * C a

Funciôn de ocupancia: relaciona el nûmero total de sitios ocupa
dos -PA- con la concentraciôn de la dro­
ga :

PA : C a ( l * C a  * L M a C a  (1*Ma Ca

L l U M a C a ) "  * ( l * C a  r  

Ambas funciones muestran cooperatividad.

Este modelo teôrico particular no tiene aûn un apoyo experimen-
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tal concluyente. Sin embargo, la mayor!a de las observaciones ex 
perimentales (KATZ y THESLEFF, 1957 ), (JENKINSON, I960), (JEN-
KINSON y TERRAR, 1973) y RANG, 1971,1973) tienden a demostrar la 
existencia de una accion cooperativa a nivel de la interaccion dro 
ga-receptor colinergico. Esta acciôn cooperativa puede conceptuar 
se desde una doble vertiente:

- la interaccion de una molécula de acetilcolina con el recep 
tor, aumenta la probabilidad y facilita la union de otras 
molêculas de acetilcolina con los receptores.

- la interaccion de una droga agonista con el receptor despla 
—  za el equilibrio conformacional de los receptores hacia la

forma activa y este desplazamiento facilita a su vez el cam 
bio conformacional de otros receptores vecinos hacia la for 
ma "abierta" -que présenta mayor afinidad por el agonista- 
involucrando en ello un mecanismo de tipo cooperativo-
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3)- RECAPITULACION

El receptor colinergico es una estructura unida estrechamente 
a la membrana celuiar que présenta una alta especificidad por la 
acetilcolina y otros agentes colinérgicos.

Se ha visto también, que se puede establecer una analogla entre 
el mecanismo operative del receptor y un proceso enzimâtico; de 
forma que, se puede concebir el mecanismo de activaciôn del recep 
tor como un proceso de cambio conformacional de la molécula del 
mismo. Este cambio conformacional exige la interaccion previa re- 
ceptor-droga o transmisor. A su vez, el cambio conformacional con 
lleva la apertura de canales iônicos a través de la membrana post- 
sinâptica.

Un modelo operative de interacciôn droga-receptor, aplicable a 
la union neuromuscular de la rana es el siguiente (BARRET y MAGLEBY
1976):

kl AnACh+R :-----  - AChnR ^ 'AChnR'
K2 a

donde ;

R, molécula de receptor 
n , numéro de mcléculas de ACh 

AChnR, complejo AChnR inactive 
AChnRcomplejo AChnR active
Kl y K2, constantes de velocidad: Kl, union de ACh

K2, liberaciôn de ACh 
^ a  , constantes de velocidad: P  apertura de canales

et 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 
unico debe ser independiente de la droga utilizada para "abrir" el 
canal. Sin embargo, COLQUHOUN, DIONNE, STEINBACK y STEVENS (1975) 
ban demcstrado, mediante la tecnica de analisis de ruido, que la 
conductancia de un ûnico canal varia de acuerdo con la droga util^ 
zada. Esto podria ser debido a que las diferentes drogas inducen 
diferentes cambios conformacionales (teoria de la ocupaciôn); o 
bien, se podria asumir que el receptor posee mâs de un sitiô de in 
teracciôn (ALBUQUERQUE et. al. 1974), KUBA, ALBUQUERQUE, BARNARD, 
1973). En este sentido, se podria postular que algunas drogas in- 
teraccionarlan en "sitios" secundarios a nivel del receptor o bien 

, en "sitios" cuyo efecto séria modulatorio en lo que respecta a la 
conductancia del canal iônico.

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

- de la facilidad de interaccion con el receptor (kl, K2)

- de la velocidad de apertura del canal cerrado (beta)

- de la conductancia del canal abierto y de su vida media 
(1/alfa)

- Kl, K2, beta y alfa, serian funciôn de la droga en parti­
cular .
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4)- DESEN5IBILIZACI0N DE LOS RECEPTORES

Experimentalmente se ha demostrado que la amplitud de la depola 
rizaciôn producida por la aplicaciôn de ACh u otro agonista a ni­
vel de la plaça motora, disminuye con el tiempo, aûn en presencia 
de una concentraciôn constante de la droga (KATZ, THESLEFF, 1957 )
(NASTUK, PARSONS, 1970); (MAGAZANIK, VYSKOCIL 1970); (JENKINSON; 
TERRAR, 1973). Se postula que esta desensibilizaciôn-disminuciôn 
de la capacidad de la membrana postsinâptica para responder a ago- 
nistas-, es debida a que los receptores se "transforman" de alguna 
manera en una conformaciôn desensibilizada ante la presencia conti 
nuada de agonistas (KATZ, THESLEFF 1957 ), RANG, RITTER, i970 a,b)

La cinética de la desensibilizaciôn depende de la forma de apli. 
caciôn de las drogas: si se aplica por iontoforesis, la desensibi^
lizaciôn se desarrolla y récupéra con una constante de tiempo de 
segundos (KATZ, THESLEFF, 1957 ); si la droga se afiade al baMo, la 
constante de tiempo es del orden de minutes (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 mecânica de la 
desensibilizaciôn (RANG, RITTER, 1970a).

Un modelo operativo para explicar cualitativamente las propieda 
des de la desensibilizaciôn es el propuesto por BARRET y MAGLEBY,
(1 976):

• ' nACh + R  -- > AChnr ; .̂ eta , AChnR'
K2 alfa

K3

nACh + R"" :------------------------ » AChnR*
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Segûn esta hipôtesis, el complejo receptor-canal puede existir 
en très formas bâsicas:

- desensibilizado y cerrado: K*
- efectivo y cerrado; R
- efectivo y abierto R'

La ACh puede combinarse con R* o R, pero la interacciôn ACh-re 
ceptor desensibilizado no puede abrir un canal,

K3 y K4 son muy lentas en comparaciôn con las demâs constantes 
del modelo (KATZ, THESLEFF 1957 )•

En este modelo, la desensibilizaciôn no es una consecuencia ne 
cesaria de la apertura de canales, ya que sôlo una fracci.ôn de les 
canales abiertos se desensibiliza.

El significado funcional de la desensibilizaciôn no esté del to 
do claro, ya que el mecanismo fisiolcgico bâsico que protege a los 
receptores de una prolongada exposiciôn 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 escribiô; "el protoplasma esté provisto 
de ciertas agrupaciones atômicas cuya funciôn consiste en unirse a 
ciertos metabolitos esenciales a la célula. Siguiendo la nomencla 
tura de la quimica organica, podemos denominar a taies agrupacio­
nes CADENAS LATERALES. Podemos asumir también que la disposiciôn 
de los âtomos en taies cadenas latérales corresponde a la estructu 
ra de los mismos metabolitos; cada grupo de éstos, se unirla a un 
grupo correspondiente de la cadena lateral. La relaciôn entre ta 
les grupos complementarios de los metabolitos y la célula debe ser 
especif ica."

El concepto de cadena lateral fue extendido por EHRLICH a la 
farmacologia. El razonamiento del citado autor, propugnaba que la 
acciôn de una droga sobre determinada materia viva requeria la corn 
binaclôn previa de dicha droga con grupos quimicos o cadenas laté­
rales présentes en la superficie celular.

LANGLEY (1905,1907,1909), llegô a conclusiones similares anali- 
zando la acciôn de determinadas drogas sobre diferentes clases de 
tejidos. Entre otros hallazgos, destacamos que LANGLEY demostrô 
la existencia de contracciones musculares subsiguientes a la apli­
caciôn local de nicotina y acetilcolina a nivel de la union neuro­
muscular de los mamiferos. El pensamiento de LANGLEY concreta que 
para que una droga actue sobre determinados tejidos, es preciso 
que los tejidos posean una sustancia receptora especifica para la 
molécula de la 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 neurotransmisiôn estaria mediada por 
la interacciôn de la ACh -liberada desde el terminal presinâptico- 
con lugares receptores especificos para la ACh a nivel de la mem­
brana muscular.

Durante muchos afios la idea de quimioreceptor fue utilizada de 
forma empirica. Los receptores eran concebidos como una superfi­
cie o zona celular cuya topografla quimica complementaba la confi^ 
guraciôn de la molécula de la droga. Esta concepciôn abriô paso 
a una etapa de estudio del receptor colinérgico desde el punto de 
vista farmacolôgico: la superficie receptora era explorada minu- 
ciosamente determinando la actividad de cada uno de los miembros 
de series de compuestos homôlogos, en los que la configuraciôn de 
la molécula de un fârmaco es transformada o distorsionada paso a 
paso. Este abordaje aportô aigunos datos al estudio de los recep 
tores, pero globalmente no esclareciô el problema de la naturaleza 
quimica del receptor ni tampoco el de su localizaciôn.

Un avance notable en el estudio de la caracterizaciôn de los re 
ceptores fue posible gracias a la aplicaciôn de técnicas biofisi- 
cas a problèmes farmacolôgicos y neurofisiolôgicos. 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 acciôn de transmisores quimicos o 
drogas aplicadas desde el exterior, es debida a la existen­
cia, a su nivel, de receptores especificos. Estos recepto­
res se pueden concebir como entidades microestructurales.

- se cree que sôlo 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 
sépara 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
ta contenida quedando el resto sumergido y fijado-enraiza- 
do- de alguna manera en la membrana. A1 clarificarse pos- 
teriormente la naturâleza de los receptores, esta concep­
ciôn coincidirla 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: 
sôlo 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 numéro constante a nivel de la misma.

debido a la caracteristica topogrâfica quimica de la super­
ficie aceptora, los receptores poseen un alto grado de espe 
cificidad quimica. Ouiere esto decir, que se combinan o 
reaccionan con molêculas que poseen una configuraciôn y dis 
tribuciôn de cargas que se complementa con las existantes a 
nivel de la superficie aceptora.

por la razôn anteriormente expuesta, la interacciôn entre un 
receptor y una molécula de droga o transmisor da lugar a la 
formaciôn de un complejo en el cual las funciones qulmicas 
y cargas complementarias de sus dos mitades se unen por en­
laces relativamente débiles, lâbiles y réversibles.
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- como resultado de la formaciôn del complejo droga receptor, 
ocurre un cambio estérico de algûn tipo en el receptor y/o 
en las estructuras circundantes, Consecuencia de ello es 
la apertura -a nivel de la membrana postsinâptica- de cana 
les permeables a determinados iones. Esto conlleva una dis 

* minuciôn de la resistencia eléctrica de la membrana a este 
nivel.

Esta imagen de los quimioreceptores concebidos como vâlvulas 
iônicas y como mécanismes transmutadores y amplificadcres de ener 
gla, représenta un gran avance en la comprensiôn y estudio del re 
ceptor sinâptico. A pesar de ello, la informaciôn obtenida con 
las técnicas bioflsicas es insuficiente pues no llega al fondo del 
problema, esto es: la compléta caracterizaciôn de la naturaleza qui 
mica de los receptores y los mécanismes operatives que subyacen a 
su actuaciôn como "vâlvulas iônicas".

Complementa y compléta el enfoque anterior el estudio del rece£ 
tor colinérgico desde el punto de vista BIOQUIMICO, En esta linea 
de trabajo, WASER (1960-67) -utilizando la técnica de la autoradio 
grafia-, empleô curare y decametonio radiactivo para intentar cal- 
cular el nûmero de receptores colinérgicos en la U.N.M. de los ma­
miferos. Este tipo de experimento distô mucho de aportar datos 
significatives, ya que parte de las drogas eran retenidas a nivel 
extrasinâptico (WASER, 1966).

Fue el descubrimiento de la alfa bungarotoxina por CHANG y LEE 
(1963), lo que marcô un hito en el estudio del receptor colinérgi^
C O  desde el enfoque bioquimico. En efecto, la alfaBUTX constitu- 
yô el medio ideal para realizar anâlisis farmacolôgicos y ultrae^ 
tructurales de los receptores colinérgicos. Esto es asi porque la 
alfa BUTX constituye un ligando altamente especifico y prâcticamen
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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 plaça motora de la rana el numéro de mo- 
léculàs de toxina que se unlan era de 10^. Sin embargo, se obser­
vé que también la alfa BUTX se unia en regiones extrasinâpticas de 
una manera difusa. Este tipo de union era mayor a medida que aumen 
taba la concentraciôn de alfa BUTX. POTTER (1973), sugiere que los 
sitios extrasinâpticos de uniôn podrian ser subunidades de "recono- 
cimiento" del receptor que no estarlan acopladas al ionoforo de la 
macromolécula receptora.

Junto a este tipo de estudios se ha realizado también intentes 
de aislamiento del receptor colinérgico utilizando diverses proce- 
dimientos bioquimicos entre otros (O'BRIEN, ELDEFRAWI, ELDEFRAWI,
1972). Sin embargo, en el sentir de aigunos, entre otros (DEL CAS 
TILLO, 1971; COHEN, 1975) la homogeneizaciôn 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 funciôn de los receptores de membrana esté unida tan int^ 
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 o no la sustancia receptora.
El hecho de que haya sustancias 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), la 
identificaciôn y el aislamiento de una sustancia presumiblêmente re 
ceptora debe cumplir las siguientes premisas:

- el receptor debe ser una macromolécula localizada esencial- 
mente a nivel de la membrana subsinâptica.
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- debe ser una macromolécula embebida Intimamente en la es­
tructura lipoproteica de la membrana.

- debe presentar alta y especifica afinidad por los transmi­
sores endogenos naturales.

- las macromoléculas deben ser capaces de sufrir un cambio 
conformacional reversible cuando interaccionan con el trans 
misor. Este cambio subyace al ceimbio de conductancia y re^ 
puesta bioeléctrica de la membrana postsinâptica.

CHANGEUX, PODLESKI y MEUNIER (1969), han elaborado un modelo hi 
potético de receptor que conceptuamos como una primera aproxima- 
ci6n al problema de la caracterizaciôn del receptor colinérgico nî  
cotlnico. Fundamentalmente este modelo supone la existencia a ni­
vel de la membrana subsinâptica de un "PROTOMERO DE ACETILCOLINA".

El protômero constaria de dos entidades estructurales:

- el receptor macromolecular de ACh que tendria la capacidad 
de reconocer especlficamente la molécula neurotransmisora,y

- el ionoforo: estructura involucrada en el trasiego de iones 
consecutivo a la interacciôn ACh-receptor.

Estudios mâs recientes apoyan esta hipôtesis, ya que en la 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 iônica" 
(M.C.I.) (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 enfoque multidisciplinario-bioquj^ 
mico, farmacolôgico, electrofisiolôgico, inmunolôgico y morfolôgico 
para intentar establecer la base morfolôgica de la excitabilidad 
quimica y de la electrogénesis. Aunando estos métodos y enfoques
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diverses, RASH, HUDSON y ELLISMAN (1978), proponen que el receptor 
colinergico nicotinico funcional a nivel de la plaça motora del ma 
mifero seria un complejo RECEPTOR ACh M.C.I.. Este complejo cons- 
tituiria un agregado multimolecular formado por ocho o nueve s.ub- 
unidades perifericas. Estas subunidades perifericas funcionarian 
como lugares de reconocimiento del transmisor y estarlan situadas 
en torno a una subunidad central aun poco definida pero que podria 
constituir:

- un M.C.I., u

- otra proteina receptora identica a las perifericas.

En efecto, en la actualidad se acepta que la macromolécula re­
ceptora es una glicoprotelna (BARRETT y MAGLEBY, 1976), (FAMBROUGH 
1979). El peso molecular de la glicoprotelna es de 40.000-65.000 
Daltons y estaria compuesta de varias subunidades.

Para llegar a esta aseveracion sobre la naturaleza proteica de 
los receptores se ha recorrido un largo y laborioso camino en el 
terreno de la investigacion multidisciplinaria. Es nuestro propo 
sito hacer referencia a los momentos e hitos importantes de este 
recorrido. Para ello, comenzaremos por hacer una breve resefia his 
tôrica que nos permitirâ apreciar con mâs claridad los diverses 
conceptos y tendencias actuales que atafien la naturaleza proteica 
de los receptores.
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2)- NATURALEZA PROTEICA DEL RECEPTOR COLINERGICO - GRUPOS SH y
RECEPTOR COLINERGICO

Para la comprensiôn 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 mâs modernas por 
AXELSSON y THESLEFF (1959); KATZ (1962, 1966); MILEDI (I960, 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 estân en continue crecimiento y 
renovaciôn. Los receptores parecen ser entidades qulmicas que son 
sintetizadas por el citoplasma pasando luego a ocupar su posiciôn 
aniyel de la membrana celular. Su distribuciôn en la superficie 
celular estâ bajo el control de las terminales nerviosas presinâp- 
ticas, que posiblemente liberan una o varias sustancias de natura­
leza proteica que regulan la slntesis de los receptores en el ci to 
plasma o bien su estado de funcionalidad en la superficie celular. 
Es un hecho que si estas influencias se eliminan, -por destrucciôn 
de las terminales presinâpticas-, los receptores proliferan y se 
extienden por casi la totalidad de la superficie celular.

■ E'stablecido este carâcter de renovaciôn y crecimiento de los re 
ceptores, y conocido el hecho de su regulaciôn por sustancias libe 
radas desde el terminal presinâptico, se intenté abordar la carac­
terizaciôn quimica de los receptores sinâpticos. Se sabe que -pa­
ra cumplir su funciôn-, los receptores deben ser capaces de recono 
cer las molêculas del transmisor. Este reconocimiento debe ir se- 
guido de un cambio ultraestructural que resuite en un cambio de per 
meabilidad iônica de la membrana subsinâptica. Para cumplir esta 
funciôn, las proteinas fueron las primeras sustancias que se conci 
bieron como capaces de realizarla.
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En efecto, las molêculas 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 extremes tiene como consecuencia el acortamiento de 
toda la célula, como sucede en las fibras musculares. En la li­
nea de un razonamiento lôgico, cabe por tanto, la posibilidad de 
que los receptores postsinapticos fuesen molêculas proteicas in­
tégrantes de la propia membrana postsinâptica con capacidad para 
reconocer al transmisor quimico y con capacidad a su vez de inter 
accionar con él de alguna forma que condujese ulteriormente al cam 
bio conf ormacional 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 interacciôn droga-recep 
tor produciria la activaciôn 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 
iônico caracteristico de la activaciôn.

Con este antecedente histôrico y, teniendo présente las caracte 
risticas de las reacciones antigeno-anticuerpo, se iniciô una li­
nea de trabajo que intenté demostrar experimentalmente la natura­
leza proteica de los receptores. Es un hecho que la combinaciôn 
selectiva, especif ica de las proteinas con ciertas molêculas de 
muy diverse tamano y la ocurrencia de cambios estéricos como conse 
cuencia de tal combinaciôn, son txpicos de las reacciones Ag-Ac y 
enzima-sustrato. Estos dos tipos de interacciones son concebidas 
hoy como la uniôn relativamente forzada de dos figuras tridimensio
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Males que no llegan a encajar perfectamente y no meramente como 
un fâcil acoplamiento entre dos estructuras moleculares complemen 
tardas (DEL CASTILLO, 1971).

Por otra parte, se ha demostrado que el volumen, actividad 6p- 
tica y numéro de grupos sulfidrilos expuestos de la molécula de 
anticuerpo, cambian profundamente cuando ésta se combina con el 
antigeno correspondiente, especxfico. Igualmente se cree que la 
formaciôn del complejo enzima-sustrato va acompafiado por un cambio 
en la configuraciôn de la proteina catalltica. Este cambio seria 
necesario para la précisa orientaciôn y disposiciôn de las funcio­
nes y grupos quimicos que integran el sitio activo del enzima (DEL 
CASTILLO, 1971).

En esta linea de pensamiento, la hipôtesis que sostenia la natu 
raleza proteica de los receptores sinâpticos encontrô apoyo experi. 
mental con los trabajos realizados por ALONSO DE FLORIDA, DEL CAS­
TILLO, GARCIA, y GIJON (1968). Estos autores demostraron que las 
molêculas de diferentes anticuerpos, adsorbidas o incorporadas en 
la membrana del musculo diafragmâtico denervado de cobaya, funcio- 
nan como receptores especificos para los antigenos homôlogos co- 
rrespondientes.

La combinaciôn de los Ag. con las molêculas de Ac. fijas a la 
membrana da lugar a un marcado cambio en la resistencia eléctrica 
de la membrana y, como consecuencia, varia el potencial de membra 
na. Esto demuestra, que los anticuerpos présentes en la membrana 
funcionan, desde un punto de vista biofisico, de igual forma que 
los receptores sinâpticos. Los resultados de estos trabajos fue­
ron importantes porque hicieron mâs plausible la idea de que los 
receptores de la membrana postsinâptica puedan ser molêculas pro­
teicas que comparten ciertos rasgos funcionales con los anticuer­
pos y enzimas.
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3)- GRUPOS SH Y RECEPTORES

Mâs recientemente, el problema de la naturaleza proteica de los 
receptores colinérgicos ha sido reexaminado por varies autores, si. 
guiendo una tâctica iniciada por el fisiôlogo ruso KOSHTOJANZ 
(1950). Esta consiste esencialmente, en explorar los efectos far 
macolôgicos de reactivos que interaccionan especlficamente con aJL 
gunos de los grupos funcionales de las molêculas proteicas. En 
efecto, la utilizaciôn de reactivos de este tipo provee informa­
ciôn, parcial, pero sin duda mâs especif ica en lo que respecta a 
la identificaciôn quimica del receptor (O'BRIEN, EDELFRAVI y EDEL 
FRAWI, 1972).

KOSHTOJANZ (1950), sugiriô que los grupos sulfidrilos de las 
proteinas musculares jugaban un papel importante en la transmisiôn 
de impulses del nervio al mûsculo. Su idea se basaba en los resul̂  
tados de expérimentes donde estudiô el efecto de inhibidores meta- 
bôlicos sobre las contracciones producidas por estimulaciôn indirec 
ta del mûsculo. Este autor demostrô que al exponer una preparaciôn 
neuromuscular al maleato sôdico, se producla una disminuciôn brusca 
de la cimplitud de las contracciones. En estas condiciones se crea- 
ba un estado parecido a la fatiga muscular profunda producida por 

' estimulaciôn prolongada del nervio motor. KOSHTOJANZ, pensô que 
tal efecto podria ser debido a que el maleato sôdico se combinaba 
■especlficamente con los grupos SH. En efecto, expérimentes poste- 
riores demostraron que los reactivos que atacan a taies grupos blo 
quean la Transmisiôn neuromuscular. El efecto inhibitorio del ma­
leato sôdico podia invertirse tratando la preparaciôn con cistelna.

Los conocimientos que se tenlan sobre la transmisiôn sinâptica 
en la época de los trabajos de KOSHTOJANZ eran insuficientes para 
■asignar una funciôn definida a los grupos SH de las proteinas en la
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mi sma. Por ello su obra no alcanzô relieve dentro del pensamien 
to neurofisiolôgico, quedando relegada en un nivel bioquimico a 
una afirmacion empirica.

En tiempos posteriores, se ha vuelto sobre el camino iniciado 
por 'KOSHTOJANZ, pero utilizando las técnicas y conceptos de la 
electrofisiologia actual. En este terreno lo que se ha hecho es 
investigar el efecto de reactivos que atacan especlficamente a 
los grupos SH de las proteinas.

En esta linea de trabajo, los expérimentes de KARLIN y BARTELS 
(1966) y KARLIN y VINNIK (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 
conclusion trabajando en la uniôn 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 conclusiôn de que al menos una de las uniones disul.
furo del receptor colinérgico que se reducen rompiéndose cuando
se trata la preparaciôn con tioles, modificândose asi la sensibd^
lidad quimica del receptor, estâ a una distancia de aproximadamen 

ote 10 Â del subsitio aniônico de la superficie aceptora; es decir, 
del lugar donde -merced a una atracciôn electrostâtica- se combi­
na el nitrôgeno cuaternario de las drogas colinérgicas. Esta ase 
veraciôn fue posible debido a que el receptor reducido tiene la 
capacidad de unirse de modo covalente -por medio de enlaces qui­
micos de alta energla- a varias maleimidas, proceso que se conoce 
como alquilaciôn,

Los resultados obtenidos por la escuela dé KARLIN pueden resu-



- 1 0 4 -

mirse:

- ciertos compuestos agonistas (ACh y otros compuestos mo 
nocuaternarios) normalmente efectivos a 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 reduccion del 
receptor no solo lo 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 uniôn 
neuromuscular de la rana (BEN HAIM et al. 1973)

- ciertos derivados maleimidicos con un nitrôgeno cuater­
nario en su molécula, interaccionan en dos subsitios di. 
ferentes localizados a nivel del receptor:

- subsitio aniônico: afinidad por el nitrôgeno cua 
ternario y

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

La efectividad de estos derivados maleimidicos es fun­
ciôn de la longitud de su molécula, siendo inefectivos 
los derivados de alquilaciôn cuya longitud molecular es 
mayor.

Para KARLIN, una posible interpretaciôn de estos hallazgos es 
que el sitio alquilado del receptor queda unido por un puente, que
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es la molécula en cuestiôn, con el sitio aniônico negative del re 
ceptor y, que la longitud del puente determinaria bien una nueva 
conformaciôn activa o una conformaciôn inactiva. La distancia se

g g
ha eëtimado en 9 A para la conformaciôn activa y 12 A ô mâs para
la inactiva. De modo que las drogas que mantienen estos dos pun-

stos a una distancia de aproximadamente 9 A se comportan como ago
nistas o activadoras. Por el contrario, si la droga al combinàr-

sse con ambos subsitios, los sépara hasta una distancia de 12 A ô 
mâs, se comporta como un agente antagoniste o agente bloqueador.

Intentes para demostrar lo anteriormente expuesto a nivel de la 
uniôn neuromuscular de la rana, han resultado infructuosos (LIND- 
STROM, SINGER y LENNOX, 1973). Sin embargo, en otra linea de tra 
bajo que presentaremos mâs adelante, se ha podido demostrar la pro 
ximidad de ambos subsitios en la plaça motora de la rana (DEL CAS­
TILLO y SOBRINO, 1974).

En el caso de los receptores colinérgicos de la electroplaca,
NO tratados previamente con agentes reductores, las posiciones re­
latives de sus puntos de uniôn con la droga no han podido determi- 
narse con precisiôn, pero KARLIN opina, que en el receptor activo 
la distancia entre el subsitio aniônico y el segundo enlace, -pos^ 
blemente de naturaleza hidrofôbica-, 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 aniônica y la zona activa hidrofôbica. 
Esta segunda uniôn, sin embargo, en el sentir de KARLIN, NO ES NE- 
CESARIA NI SUFICIENTE para la activaciôn del receptor. De forma 
que este autor conceptûa el puente disulfuro como una entidad es- 
trictamente estructural. Este grupo no se reduciria espontâneamen 
te ni durante la activaciôn del receptor (KARLIN, 1973).
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Un hecho a resaltar en el pensamiento de KARLIN es que para e^ 
te autor, el receptor en estado reducido se combina a la ACh o 
carbacol,peor; es decir, que la union receptor reducido-carbacol 
se traduce en un cambio de permeabilidad menos eficiente y que la 
posible coopérâtividad entre el lugar activo aniônico y el subsi­
tio hidrofôbico disminuye en el receptor reducido; todo ello en 
comparaciôn con la interacciôn receptor oxidado-carbacol.

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

En el esfuerzo por dilucidar la exacta naturaleza quimica y ca 
racterizaciôn del receptor colinérgico, una segunda linea de tra­
bajo viene representada por la escuela de DEL CASTILLO. En esta 
linea, varios autores han demostrado experimentalmente que los re 
ceptores colinérgicos, o al menos una parte importante del denom^ 
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 funciôn 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
ciôn electroforética de reactivos especif icos para grupos SH a ni­
vel de los receptores colinérgicos, no sôlo ha confirmado la natu­
raleza proteica del receptor -o por lo menos parte importante del
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mismo-, sino que ademâs han evidenciado que este receptor no sôlo 
puede ser activado por las drogas colinérgicas usuales, sino tam­
bién por la aplicaciôn râpida 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 aplicaciôn de los mis­
mos .a zonas extrasinâpticas no va seguida de efectos apreciables.

En lo que respecta al estudio de los agentes reductores, esta 
linea de trabajo coincidiô en parte con la de KARLIN pues encontre 
ron que:

- el DTT (reductor potente de grupos sulfidrilos), inhibe 
la acciôn despolarizante del carbacol; sin embargo,

- otras drogas mâs debilmente reductoras como el 2ME poten 
cia la acciôn del carbacol.

El grupo de trabajo de DEL CASTILLO, eyidenciô, por otra parte, 
la acciôn de los metales pesados y mercuriales orgânicos a nivel 
de-1 receptor sinâptico aplicados electroforéticamente. En efecto, 
cuando se aplican iones de 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 mercâptidos dobles a modo de puentes. Esta es una 
reacciôn parecida a la de oxidaciôn que probablemente produce una 
distorsiôn o deformaciôn de la molécula proteica.

Los mercuriales orgânicos constituyen otro grupo de reactivos 
espec-ificos para los grupos SH de las proteinas. Con ellos tam­
bién se puede lograr la activaciôn de los receptores colinérgicos. 
En este proceso, el Hg funciona como iôn monovalente. El p-cloro 
mercurio benzoato, -uno de los mercuriales orgânicos investigados- 
no solamente activa los receptores, sino que ademâs, ejerce un efec



-108-

to potenciador muy marcado sobre la accion despolarizante de las 
drogas colinérgicas.

La aplicaciôn de cualquiera de estos reactivos, -aun a grandes 
dosis-, a nivel de regiones extrasinâpticas, 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 antagonisme entre ciertos agentes reductores; 
especificamente entre DTT y 2ME.

- los agentes oxidantes despolarizan la membrana postsinap 
tica, Esto sugiere que la activaciôn inducida por dro­
gas especificas, involucra una oxidaciôn transitoria de 
los grupos SH.

- la acciôn despolarizante de iones metalicos y mercuria­
les orgânicos demuestra que quizâ la oxidaciôn no es un 
imperative y que la activaciôn del receptor probablemen 
te ocurre siempre que los grupos SH son forzados a aban 
donar su condiciôn de grupos libres.,

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

Los trabajos del grupo de DEL CASTILLO y del grupo de KARLIN, 
han conf irmado la hipôtesis de que los receptores sinâpticos -y los 
colinérgicos en particular-, son de naturaleza proteica. Ademâs,
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han suministrado suficiente informaciôn para permitir una cierta 
especulaciôn sobre los aspectos moleculares del fenômeno de actî  
vaciôn de tales receptores por transmisores quimicos y drogas.

En la actualidad, nos encontramos con dos formas diferentes de 
concebir el receptor colinérgico.

El grupo de trabajo de KARLIN, sostiene -basicamente-, que el 
receptor colinérgico es una estructura proteica que posee, en repo 
so, un grupo disulfuro, por lo menos. La transiciôn al estado ac­
tivo involucraria un cambio conformacional de la proteina que con- 
11 evari a fundamentalmente una disminuciôn de la distancia entre el 
subsitio aniônico y el subsitio hidrofôbico del receptor, con la . 
formaciôn de un puente que interacciona en ambos subsitios.

Para KARLIN, el receptor en estado de reposo y con "potenciali 
dad" de activaciôn, 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 activaciôn depende fundamental y prin 
cipalmente del hecho de que los grupos SH del receptor en reposo, 
abandonen su estado libre. Apoyan su hipôtesis en la posibilidad 
de activaciôn de los receptores colinérgicos por la aplicaciôn elec 
troforética de reactivos especificos para los grupos SH: iones me- 
tâlicos, mercuriales orgânicos y, muy especificamente agentes oxi- 
dantes. Concluyen afirmando que el proceso de activaciôn requiere 
la presencia de grupos SH LIBRES en la proteina receptora.

La hipôtesis de KARLIN ha recibido abondante apoyo experimental 
(CHANG, £u, WANG y CHUANG, 1970);(LAMBERT, 1973);(BEN HAIM, LANDAU 
y SILMAN, 1973); (LINDSTROM, SINGER y LENNOX, 1973); (BEN HAIM, 
DREYER y PEPER, 197 5); (HARVEY y DRYDEN, 1974); (MARQUIS y MAUTNER 
1974): (BREGETOVSKI et al. 1977): (TERRAR, 1978). Los resultados 
expérimentales en esta linea de trabajo son homogéneos. Queremos
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destacar que el método utilizado en estos estudios es el de aplica 
cion de la droga problema al baFSo (Ringer) de la preparaciôn.

La hipôtesis 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 astables 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 tarn 
bien se aplica a las despolarizaciones fasicas obtenidas por la 
aplicaciôn de agentes oxidantes a nivel de la plaça, ya que en es­
tas condiciones, se crearian asimismo enlaces covalentes astables 
(RANG, 1975).

El antagonisme observado por el grupo de DEL CASTILLO entre los 
efectos del DTT y 2ME (ambos agentes reductores de los grupos SH), 
también es objeto de critica (RANG, 1975). DEL CASTILLO, atribuye 
este antagonisme a la diferente potencia reductora de ambos: el 
DTT, al ser un poderoso reductor, mantendria los grupos SH comple- 
tamente reducidos y esta condiciôn no séria operative para el cam­
bio conformacional indispensable en el proceso de activaciôn. Sin 
embargo, no se observa un estado de "supersensibilidad" subsiguien 
te a la aplicaciôn de DTT después de un intervalo de -tiempo que per 
mita la difusiôn del reductor, como seria de esperar si se acepta 
la citada explicaciôn de DEL CASTILLO, (RANG, 1975).

Podemos ahadir a estas cri ticas la demostraciôn por parte de, 
CHANG, LU, WANG y CHUANG (1970), que el DIB (agente oxidante de 
grupos SH), inhibe la respuesta contrâctil a la estimulaciôn direc 
ta e indirecta del mûsculo sartorio de la rana. Esto contrasta vi 
vamente con las respuestas despolarizantes obtenidas con este mismo 
réactive y otros oxidantes por el grupo de trabajo de DEL CASTILLO.
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Por ultimo, destacamos la falta de homogeneidad de ciertos re 
sultados expérimentales obtenidos per DEL CASTILLO, ESCOBAR y 0% 
JON: ocasionales e irrepetibles despolarizaciones obtenidas por 
la aplicaciôn de DTT a nivel de receptor y la presencia de un an 
tagonismo transitorio entre el 2 ME y carbacol. Precisamente és- 
to da lugar a un a critica sobreafiadida en lo que al método electro 
forético se refiere, ya que se ha invocado un efecto "succion" en 
tre los compartimentos de las pipetas dobles. Esto restaria cre- 
dibilidad a la técnica empleada e introduce un nuevo factor de ine^ 
tabilidad a los procedimientos empleados en algunos trabajos elec- 
trofisiolôgicos pasados y actuales.

Subyace a estas criticas el diferente concepto de receptor co- 
linérgico que -como hipôtesis de trabajo- sostienen el grupo de 
trabajo de KARLIN por una parte y el de DEL CASTILLO por otra.

En el terreno teôrico, es évidente el antagonisme existante en 
tre ambas concepciones.

En el terreno experimental no se encuentran datos -hasta la fe 
cha- que apoyen indefectiblemente a una u otra hipôtesis, 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 
de DEL CASTILLO, ha obtenido resultados similares no sôlo a nivel 
de la plaça motora de la rana, sino también en la sinâpsis colinér 
gica de la electroplaca, (DEL CASTILLO, BARTELS y SOBRINO, 1972).

Cabe preguntarse si las discrepancies observadas por ambas ten- 
dencias obedecen a la distintai^metodologia seguida por cada una 
ellas: aplicaciôn electroforética en un caso y aplicaciôn de dr 
al baflo en el otro.

i3;blioteca
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OBJETIVOS GENERALES

- Establecer los parametros bioelectricos convencionales de la 
preparacion del musculo sartorio de la rana; potencial de mem 
brana y propiedades pasivas de la fibra muscular.

- Intentar esclarecer la existencia o no de grupos SH réactivons 
en la membrana postsinâptica de la U.N.M. de la rana.

- Si existen, intentar aclarar si juegan un papel primario o se 
• cundario en la actiyaciôn del receptor.

- Valorar nuestros resultados a la luz de las dos hipôtesis exis
- ter. es sobre la localizaciôn de puentes disulfuro en la proteina 
receptora.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Medida del potencial de membrana y propiedades pasivas a pH 6,
7 y 8 del L.E.C., y evaluar posteriores resultados sobre la ba 
se de estos datos previos, ya que se estudiarâ 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 preparacion al 
carbacol como prototipo de agente colinérgico.

- a nivel de la plaça motora y en regiônes aiejadas de la 
misma para evaluar la especificidad o no de los reacti­
vos sulfhidrilicos por los receptores sinâpticos.

- con pipetas simples de reactivos suifidrllicos para de^ 
cartar cualquier efecto atribuible a la utilizaciôn de 
pipetas dobles en la técnica iontoforética.
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- con pipetas dobles con agentes colinérgicos y reacti­
vos de grupos SH, con la finalidad de estudiar la po- 
sible interaccion entre ambos grupos de drogas, y ase 
gurar la aplicaciôn electroforética sobre la zona de 
los receptores.

- a distintos pH del liquide extracelular, para obviar 
cualquier interpretaciôn sobre generaciôn de cambios lo 
cales de pH durante la realizaciôn 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 oxidaciôn y reduc- 
ciôn de los grupos SH de la proteina receptora con los 
diferentes pH extracelulares y su posible repercusiôn 
sobre las respuestas a los agentes sulfhidrilicos si las 
hubiere.

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

Determiner el lugar de acciôn de los agentes sulfhidrilicos, va- 
lorando para ello:

- la sensibilidad sinâptica y extrasinâptica si la hubie­
re .

- la acciôn del curare sobre las respuestas a los agentes 
sulfhidrilicos oxidantes y reductores.
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A)- REGISTROS INTRACELULARES

Memos empleado la técnica de registres intracelulares con micro 
electrodes que se insertan en el interior de la celula a estudiar 
(LING y GERARD, 1949), (NASTUK y HODGKIN, 1950) y(FATTy KATZ, 
1951). Para elle, y con la finalidad de medir y registrar la mag 
nitud de la variable en cuestion, serial bioeléctrica correspon- 
diente al potencial de membrana y sus fluctuaciones, utilizamos 
como sistema de visualizacion un osciloscopio Hewlett Packard 1201 
B , al que se aplica la sefial recogida por los electrodes de regis 
tro y bane 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 impedancias y que tiene un 
dispositive de estabilizaciôn D.C. que permite llevar a cere l a . 
diferencia de potencial que pueda establecerse entre los electro­
des de registre y bafio.

Previo a su visualizacion, la serial de salida del preamplif ica­
dor se lleva a;

- un voltimetro digital Tektronix DM 502 para la monitoriza- 
ciôn continua del potencial de membrana durante el expéri­
mente. ___

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

- un amplificador diferencial Tektronix AM 502.

Almacenamiento y reproducciôn de las seilales registradas

Désde el amplif icador diferencial Tektronix AM 502, la senal, am 
plificada por un factor de 5, es enviada simultanéamente a un osci
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loscopio Tektronix 5112 para su visualizaciôn y a la cinta magné 
tica Hewlett Packard 3964 A, para su almacenamiento.

La sefial almacenada se monitoriza mediante visualizaciôn de 
la sefial de salida de la cinta magnética, en un osciloscopio Tek 
tronix 5112.

La reproducciôn grâfica de las sefiales almacenadas se efectûa 
con .un transcriptor X-Y Hewlett Packard 7015 B mediante la utili. 
zaciôn de combinaciones apropiadas de la velocidad de la 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 résulta muy deteriorado con este tipo 
de reproducciôn grâfica.

La técnica de registre intracelular descrita permite realizar 
una medida extremadamente correcta de la sefial bioeléctrica en 
estudio. Sin embargo, la exactitud de la misma puede verse afec 
tada por determinados factores que deben ser obviados durante la 
realizaciôn experimental:

- daRo celuiar al penetrar el microelectrodo al interior 
de la célula. Puede ser evitado controlando minuciosamen 
te la impedancia de los electrodes a emplear y puede ser 
detectado si se monitoriza permanentemente el potencial 
de membrana, ya que una pérdida de negatividad del mismo
es indicative de lesion celular. En este sentido, noso-
tros hemos controlado la impedancia del electrode de re­
gistre antes y durante el experimento, desechando aquellos 
electrodes con una impedancia inferior a 10 Megaohmios. 
Simultâneamente y para trabajar con un alto factor de se- 
guridad, hemos monitorizado de forma continua el potencial 
de membrana, suspendiendo 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 liqui, 
dos circundantes. Esta diferencia de*potencial puede 
aumentar al penetrar el microelectrodo al interior de la 
celula, 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 
electrodes de registre y bafio, antes y después de la pene 
traciôn 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 ecuaciôn bâsica de esta técnica fue derivada de la teoria
de cable de HODGKIN y RUSHTON (1946):

Vx = - ~ \ A  m ri ex p
x/TmT

donde: Vx es el potencial registrado a una distancia x del elec­
trode que inyecta la corriente

I es una corriente continua y constante inyectada en el pun 
to 0.

1/2 \/ 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 relaciôn entre rm y ri. Este término es 
lambda; es decir, la constante de espacio de la membrana que se de 
fine como:

A  = m /  r i
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Medida directa de la resistencia input de la membrana

Se logra régistrando a la vez la corriente inyectada en la fi­
bra y la variacion de potencial producida cuando los dos micro- 
electrodos (de registre y de polarizaciôn) estân separados por 
una distancia no mayor del diàmetro de la fibra.

Para obtener pulsos de corriente calibrados nos hemos valido 
del programador de microiontoforesis W.P.I. 160 de corriente con^ 
tante, de un generador de intervalos W.P.I. 830, y de un genera- 
dor de pulsos W.P.I, 831. Las caracteristicas de este sistema se 
detallarân en el siguiente apartado.

Hemos aplicado pulsos de 10,20,30,40,50,60 y 70 nanoamperios 
de polaridad positiva y negativa, a fin de obtener despolarizacio 
nés e hiperpolarizaciones.

La duraciôn de los pulsos debe ser tal, que la membrana se car 
gue o descargue totalmente, de modo que, la modificaciôn de vol ta 
je alcance su valor asintôtico.

Los valores de corriente inyectada y la diferencia de potencial 
registrado se llevan a una grâfica; 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 tiempo de la membrana

La constante de tiempo, tau, viene definida por: 
tau= Rm. Cm

En la prâctica consideramos que tau es el tiempo en que se con 
sigue alcanzar 2/3 de la variacion total de voltaje. El valor se 
expresa en milisegundos.
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Câlculo de la capacidad de la membrana

La capacidad de la membrana viene definida por:

Cm= tau/ Rm

Para conocer Rm, debemos conocer el diàmetro de la fibra y la 
resistencia interna Ri de la misma. En nuestro calcule hemos to 
mado valores medios de estos parâmetros (FATT, y KATZ, 1951):

- diàmetro de la 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 Rm R i
—

Ro; resistencia input. Se expresa en Ohmios 
d ; + 130 Micras

Ri; 250 Ohm. cm 2 2 3
n o n  d * 2

R m = ----------------------z - L 000/ î c  m
Ri

Conocidos Rm y tau, podemos calcular Cm.
La capacidad de la membrana se expresa en Microfarad!os/cm2
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C)- MICROIONTOFORESIS

La microiontoforesis es una técnica que permite aplicar sustan 
cias ionizadas de forma localizada y selective a nivel del espa­
cio extracelular, en las proximidades de la membrana celular y/o 
en el espacio intracelular. La "inyeccion" de las sustancias io 
nizadas puede ser controlada con relative facilidad, mediante la 
aplicaciôn 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 aplicar sustancias ionizadas de manera loca

-lizada y selective sobre una gran game de preparaciones biolôgi- 
cas. La microiontoforesis es, ademâs, una técnica de gran util^ 
dad, ya que en ella, los parâmetros tiempo y espacio pueden ser 
convenientemente controlados.

U-Principios bâsicos de la microiontoforesis

La técnica fue descrita por NASTUK en 1953- En 1964, CURTIS 
introduce el término de microelectroforesis. Desde entonces, se 
restringe el uso del término "iontoforesis" al movimiento de par 
ticulas ionizadas producido por la aplicaciôn de una corriente de 
polaridad adecuada a través de la micropipeta que contiene en su 
interior una soluciôn copcentrada de la sustancia en forma ioniza 
da. El uso del término de microelectroforesis para describir es­
ta técnica es, en rigor, mas 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
so, una gran proporciôn 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 bâsico de la técnica, radica en la aplicaciôn de 
una corriente a través de la micropipeta para ocasionar la salida 
de la sustancia contenida en su interior 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 ; équivale a ha 
cer el interior de la pipeta positive con respecte al medio exte­
rior. Inversamente, la aplicaciôn 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 
eyecciôn" o "corriente electroforética", o "corriente de pulso 
electroforético".

F’ara prévenir el flujo de iones desde la punta de la micropipe 
ta cuando ésta no se utiliza o entre pulso y pulso electroforéti­
co, se aplica ùna corriente continua de polaridad opuesta a la co 
rriente de eyecciôn. A esta corriente se le denomina "corriente 
de retenciôn" o "corriente de f reno".

En el estudio de la técnica de microiontoforesis, hay que con­
sidérer varios aspectos de la misma. Entre éstos, los mas impor­
tantes son:

- liberaciôn espontânea de la sustancia desde la micropi­
peta

- corriente de freno ^

- pulso de eyecciôn electroforético

- componente electroosmôtico
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2)-Liberaciôn espontânea, eflujo espontâneo, de la sustancia desde 
la punta de la micropipeta

En la prâctica, el eflujo espontâneo puede reducirse aplican- 
do una corriente de freno adecuada. Sin embargo, no se puede su 
primir del todo con ningûn valor finito de corriente de freno y, 
ademâs estas corrientes "vacian" la punta de la pipeta de Su con 
tenido de sustancia activa. Sôlo creando una soluciôn extremada 
mente diluida inmediatamente dentro de la punta del electrode, 
puede la corriente de freno contrarrestar el flujo continue y es 
pontâneo desde la punta de la micropipeta (BRADSHAW y SZABADI, 
1974).

Aunque, en general, la existencia de un "pool" de liquide iner 
te dentro de la punta del microelectrodo no tiene mayores conse- 
cuencias, en ciertas condiciones expérimentales puede ser demasia 
do grande y cohsecuentemente se ve reducida la cantidad de iones 
activos que pueden ser liberados por la aplicaciôn de una corrien 
te electroforética (BRADSHAW,et al.(1973)

El eflujo espontâneo de sustancia desde las micropipetas es de 
bido a dos factores:

- difusiôn de la sustancia desde el interior hacia el exte­
rior

- flujo masivo de la sustancia debido a la presiôn hidrostâ 
tica creada por la columna vertical de fluido contenida en 
en interior del microelectrodo.

El estudio teôrico de ambos factores fue abordado por KRNJEVic, 
MITCHELL y SZERB (1963 )-

Pif usiôn

Se asume que la porciôn mas estrecha de la micropipeta tiene la
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forma de un cono:

la difusiôn viene dada por: 

Qp = D 7T r̂ dc/dl

r 2

difusiôn en moles/sec. 
coeficiente de difusiôn 
radio interno de la pipeta

dc/dl; gradiente de concentraciôn dentro de la pipeta

El radio r y la longitud 1 estân relacionados de forma que;

d I r  d r / t  g 0

h: hipotenusa del triângulo rectângulo cuyos catetos son r y 1 
0: ângulo formado entre el eje de la pipeta y su pared interna

sustituyendo
Ô q  = D n  r ^ d c / d r / t g 0  

ÔQ=D7rr^tg6dc/dr => dc/dn^^
D 7T r2 tg 8

integrando entre los l i m i t e s y  f 2

C=jl°2_ÜI_-.ÔD  fdr__ _ ^ L L ]
ri D^rr^tgB D?rtg0 A r  ̂ DntgR  r j

r2

C r

ri D^rr^tgB D?rtg0 r^ Dntg0  r j ri

0 0  1 1 

Ô T T t g f f  'rT  * 7T
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c=

Qq -

O7rtg0 

C D tt tg 0

I 1 
rl r2

1/rl - l/r2

rl ; radio interno de la punta
f 2 : radio interno del extremo opuesto a la punta 

c o m o  :

r2 > >  r l  

1/ r2 1 / r l

y 1/ r2 => 0

o o j y i ' j i .
l / r  1

ÔD = C D TT Ig 0 rl

Flujo masivo

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

Los resultados expérimentales de KRNJEVIC, se ajustan con una 
curva teorica que relaciona la liberaciôn espontânea con solo dos 
parametros:

- la concentraciôn de la sustancia en el microelectrodo
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- la "forma fisica" de las puntas de los microelectrodos.

Sobre esta base se sugiriô que el eflujo espontâneo de la sus­
tancia activa -acetilcolina en los estudios de KRNJEVIC, MITCHELL 
y SZERB-, desde un microelectrodo, no era solamente debido a una 
difusiôn de iones desde la soluciôn 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 presiôn hidrostâtica exis­
tante en el interior del microelectrodo.

El estudio téorico y experimental del flujo masivo fue realiza 
do por KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB (1963).

El flujo masivo viene dado por:
7tV= - -  - d p / d l  
B7J

V : flujo masivo en ml/sec 
tj : coeficiente de viscosidad 
dp/dl: gradiente de presiôn

teniendo en cuenta que:
tg 0  = sc n 0  / co s  0  = r /  I 

I = r /  (g 0

d 1 :  d r /  t g 0

tg 0 (dp/d r ) se puede sustituir por dp/dl y tenemos :

7t r* _ dpV = —  tg 0  _  
81/ dr

Vdr 6 n

V 8 71
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r2
z L l l l
A t g0  7T r

dr

tg0n

. r2
Y fll =
rr J,

r?
. - 1ÜLXf(rM-'dr 

tg9 7T-vt

Integrando:
r2

z l H l .  fr
*90 n  I

r-3 8 7 / V r2-3 n - ^ '
19077 - 3 rl 190 77 - 3 " - 3

8 7/ V 
'19077

rf' n-3
- 3  - 3

V = P tg 0 77

r 2 ' ^  r r  ^
8 7/

- 3 * 3

V =
87/y

v = 3p tg 0 77

87/ 7

Teniendo en cuenta que la cantidad de sustancia que se libera 
desde la punta de la micropipeta por flujo masivo es:

Oti = V c
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OM : Cantidad de ACh liberada por flujo masivo en moles
V : flujo masivo en ml/sec.
C . Concentraciôn de ACh.

el flujo espontâneo total serâ:

Ô - 0  f lu jo m a s i v o  ♦ Q d i f us ion

0  = O f U Q D  Ï  7T tg 0Ci (Dr1«
BTl

Q = 77 tg 8 Ci  ( D r l

y; _0n^ _ 3 p r  1̂

OD 8 T^D

Por tanto, la liberaciôn espontânea total es funciôn del diàmetro 
de la punta de la micropipeta.

En la prâctica, 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 
sistencia eléctrica de la micropipeta (KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB, 
1963 ).

Si se considéra la pipeta como un cono hueco, la resistencia 
de un segmente de longitud dl, viene dada por:

R i - £ L Ë L .
77

p\ : resistencia especifica de la soluciôn interna (se asume que 
es constante).

Ri : resistencia de la pipeta en M Q
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si se sustituye dr/tan0 por dl:

c omo r 2 r 1

Rl r

■ 77 r2

total es

p, dr
77 tg 0 r2

r2
Jp' .
jy 7 7 tg 0 i

r2p\ f dr

77tg0 ^ dr :

- f . 1 1 ” .
77 t g 0  [ '  L  ■

= ̂ __ 1 1

77tg0 rt r2

_ P'
77tg 0  r i •

. 1  , JL
r 2 r)

R i :  /Ri ( 7t tg 6  rl )
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Cuando se sustituyen />' y 0 por sus valores reales en micro­
pipetas con ACh 3M., la ecuaciôn anterior se simplifica a:

v ^ = 3.09 (R)"^

r.j : radio interno de la punta de la pipeta 
R : resistencia de la pipeta

Por tanto, en el terreno teôrico y experimental, el eflujo es 
pontâneo de material desde las micropipetas, aumenta considerable 
mente a medida que aumenta el radio interno de la punta.

Segûn KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB, cuando el radio interno es 
mayor de 0.125 Micras, el flujo masivo es mayor que el flujo por 
difusiôn y cuando la punta del electrodo es mayor de 0.4 Micras, 
el flujo masivo représenta el 90% de la totalidad de la liberaciôn 
espontânea.

3)-Limitaciôn del flujo espontâneo por corriente de freno

Como postulado bâsico hay que destacar que ningun valor finito 
de corriente de freno puede suprimir completamente el flujo espon 
taneo. Por otra parte, es importante tener en cuenta que la co­
rriente de freno es un proceso tiempo dependiente, y la nociôn de 
corriente de freno "précisa y adecuada" que fue introducida por 
CURTIS en 1963 es un concepto que debe someterse a revisiôn.

Para CURTIS, cualquier valor de corriente de freno, aunque de 
poca intensidad, con el tiempo deberla suprimir completamente la 
liberaciôn espontânea. Este postulado de CURTIS, no se ajusta a 
la realidad, ni a la naturaleza fisica del proceso de difusiôn.

PÜRVES (1977), abordô el problema de la corriente de freno des 
de un punto de vista teôrico. Se considéra la pipeta como un cono 
truncado:
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I?

En estas condiciones, el flujo q para una corriente aplicada I es:

Iq =-
2 2 F ( e xp  J 1 / 2 TT 7 FDCo B a j - ' )

El flujo por difusiôn cuando 1=0 es:

q O=7 t  D C o B  a ^

q : flujo de ACh
I: intensidad de corriente aplicada 
z : Valencia
F: constante de Faraday 
D: coeficiente de difusiôn 
Cq : concentraciôn de ACh
6g : ângulo formado entre el eje de la pipeta y la superficie in 

terna

Si el équivalente de Faraday -considerando un numéro de trans­
porte de 0.5-, de la corriente aplicada es;

1 ;qF = 2 2 F

la ecuaciôn 1 toma la siguiente forma: 

qFq =■
e x p  [q F  / q ü j  -1

Los resultados de la ecuaciôn 4 se ilustran en la siguiente grâ 
f ica :
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Q/qD

2 0 2 L 6
c de f r en o  c. de e y e c c i ô n  

q F /  qD

é q u i v a l e n t e  de F a r a d a y

t o r n a d o  de: The r e lease of drugs f r o m  i o n t o p h o r e t i c  
p i p e t t e s  ( P u r v e s  1977)

Por tanto:

- en la region de bajas^intensidades de corriente la relaciôn 
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 
eyecciôn, hay una aproximaciôn asintôtica hacia el équiva­
lente de Faraday

En la prâctica, el eflujo espontâneo puede reducirse notable- 
mente si se utilizan micropipetas con diâmetros de punta del orden 
del mlnimo compatible con la liberaciôn de sustancias ionizadas du 
rante la microiontoforesis. Este "mlnimo compatible", sôlo puede 
establecerse en el curso de la experimentaciôn y varia de acuerdo 
con.las propiedades flsicas de cada pipeta. Si sobreanadido a es-
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te factor de "diàmetro minime compatible" se aplica una corriente 
de freno, la liberaciôn espontânea puede reducirse a un mlnimo; 
mlnimo, que a su vez, debe ser compatible con la liberaciôn de sus 
tancias ionizadas desde la micropipeta. Este ultimo factor es im 
portante, ya que hay que tener présente que la aplicaciôn 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 considéra que inmediatamen
te después de la inmersiôn de la punta de la micropipeta en el me
dio externo acuoso, se establece un gradiente de concentraciôn en 
tre la soluciôn contenida en el interior del electrodo y dicho me 
dio externo. En estas condiciones, la liberaciôn espontânea debi 
da a difusiôn, se verâ 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 presiôn osmôtica que se esta­
blece en la soluciôn concentrada que se encuentra contenida en el 
interior del electrodo. El resultado inmediato de esta entrada 
de agua, es la diluciôn de la soluciôn contenida en la punta de la 
pipeta y ésto a su vez produce una disminuciôn en la cantidad de 
sustancia activa liberada espontâneamente por difusiôn y flujo ma 
sivo. En estas condiciones, la aplicaciôn de una corriente de f re 
no, aûn si es de minima intensidad, reucirâ aûn mâs la concentra­
ciôn de sustancia activa en la punta del electrodo. De esta for­
ma, el efecto de la corriente de freno es crear una interfase de
soiilpiôn diluida dentro de la punta de la micropipeta que délimi­
ta la soluciôn contenida en el interior del electrodo y el medio 
externo. La magnitud de esta interfase dependerâ de dos parâme­
tros :

- amplitud de la corriente de freno y
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- duraciôn de la corriente de freno.

Con el tiempo, la punta del microelectrodo puede llegar a va- 
ciarse de material activo, y la liberaciôn espontânea disminuirâ 
notablemente en sus dos vertientes:

- liberaciôn espontânea por flujo masivo y
- liberaciôn espontânea por difusiôn

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 liberaciôn espontânea por flu­
jo masivo, ésta resultarâ en una liberaciôn inactive, libre de ma 
terial activo.

La diluciôn de la soluciôn contenida dentro de la punta del 
electrodo es un mal necesario. Es necesario, ya que de esta for­
ma se évita la liberaciôn espontânea de sustancia activa. Es un 
mal, ya que retrasa la liberaciôn de sustancia activa durante un 
pulso electroforético subsiguiente y ademâs produce la disminuciôn 
global de sustancia activa liberada durante la aplicaciôn de un 
pulso electroforético.

&)-Liberaciôn de sustancias ionizadas durante la aplicaciôn de un 
pulso de corriente electroforética

La aplicaciôn de una corriente electroforética de adecuada du­
raciôn y polaridad, a través de una micropipeta, produce la libé­
rât iôn de iones desde la punta del electrodo. El grado de libéra 
ciôn de sustancias ionizadas viene determinado, en parte, por 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 la ley de Faraday:

0 = it (F)’^
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0= Microculombios 
1= nanoamperios 
t= segundos
F= constante de Faraday= 96500

En la prâctica, sin embargo, se ha visto que el flujo iônico 
debido a la aplicaciôn de una corriente de pulso electroforético 
no se ajusta a esta ecuaciôn y por ello se introduce el concepto 
de "numéro de transporte" como primer factor de correcciôn. El 
numéro de transporte de un ion représenta la proporciôn de la car 
ga total que pasa a través de un microelectrodo durante la aplica 
ciôn de una corriente electroforética. Esta proporciôn es la par 
té de la carga total que es transportada por un iôn determinado y 
viene dado por:

- Numéro de transporte= n F/0

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

KRNJEVIC, MITCHELL y SZERB (1963 ) y CURTIS (1964), détermina 
rcn experimentalmente el nûmero de transporte de la acetilcolina; 
KRNJEVIC, encontrô un valor de 0.4 y CURTIS un valor de 0.5.

Estos resultados sugerian que la liberaciôn de acetilcolina de^ 
de micropipetas que contenian una soluciôn concentrada de esta su^ 
tancia en forma ionizada era muy eficaz, ya que el numéro de trans 
porte de la ACh estaba muy cerca del valor ôptimo de 0.5. Sin em­
bargo, estos resultados que habian sido obtenidos in vitro, dista- 
ban mucho de la situaciôn real que se manejaba durante la experi- 
mentaciôn con una preparaciôn biolôgica. KELLY (1975), destaca, 
que aûn utilizando micropipetas en condiciones ôptimas, se obser
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va que el numéro 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 
aplicaciôn de un pulso de corriente dado, ha determinado que en 
la prâctica las dosis utilizadas en microiontoforesis se expresen 
en Microculombios o en nanoamperios y segundos. Esto équivale a 
expresar la dosis de sustancia ionizada en termines de carga to­
tal que pasa a través del microelectrodo. Esta aproximaciôn, en 
cubre las dificultades inherentes a la técnica, pero tiene un va 
lor prâctico y por ello se ha hecho habituai.

Los primeros estudios (CURTIS, 1964), (KRNJEVIC, MITCHELL y 
SZERB, 1963 ), establecieron que existia una relaciôn lineal en­
tre la intensidad de corriente de pulso electroforético aplicada 
y la cantidad de sustancia ionizada liberada desde la pipeta.
Esto équivale a establecer una relaciôn de proporcionalidad direc 
ta entre la amplitud de la corriente de eyecciôn y la cantidad de 
sustancia activa liberada. CLARKE, HILL y SIMMONDS (1973) y PUR- 
VES (1977), han demostrado que esto es una simplificaciôn extrema 
del problema y que no existe una relaciôn lineal entre ambos fac- 
tores, excepte en aquellas situaciones expérimentales en que se 
utilizan grandes intensidades de corriente electroforética.

PURVES (1977) abordô el problema desde un punto de vista teôrî  
co experimental. Como una primera aproximaciôn, supone, que tras 
la aplicaciôn de un pulso electroforético, se libera el equivalen 
te de Faraday Q/2zF (para un numéro 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 liberaciôn espontânea y 
por el efecto de le corriente de freno. Por ésto, la cantidad de 
sustancia activa A, que se libera por aplicaciôn de un pulso elec
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troforético, sera casi siempre menor que el équivalente de Fara­
day Q/2zF. El valor de A, viene dado por la siguiente ecuaciôn;

o f f  ' q u r 'I
Gxp [ q F / q O ]  -1

(I r

A

Co
qF
qD
r

ro
8

cantidad de sustancia activa liberada 
àngulo sôlido
concentraciôn de la soluciôn
equivalencia de Faraday
flujo por difusiôn
radio interno de la pipeta
radio de la esfera que trunca la pipeta
àngulo formado entre el eje y la superficie interna de la pi­
peta

La siguiente figura ilustra A en funciôn de 0, para una pipeta 
tlpica con 2 0 = 8 ,  diàmetro de punta 2a= 0.5 Micras y Co= 0.5 M. 
La relaciôn no es lineal y muestra una curvatura positiva en la 
region de pulsos electroforéticos de poca amplitud. Las corrien 
tes de freno de gran amplitud, disminuyen la liberaciôn de sustan 
cia activa durante un pulso electroforético:
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A /  mol

5.0

2.5.

Q / n C

é q u i v a l e n t e  de F a r a d a y

tornado de: The r e l e a s e  of drugs from  
i on (op hor e 1 i c p i p e t t e s  
( P u r v e s  1 9 7 7 )

Experimentalmente, CLARKE, HILL y SIMMONDS (1973) y PURVES 
(1977), demuestran que la liberaciôn de la sustancia ionizada no 
ocurre de manera inmediata tras la aplicaciôn de un pulso electro 
forético. Cuando los pulsos son de poca amplitud, el retardo en­
tre la aplicaciôn del mismo y el comienzo de liberaciôn de sustan 
cia ionizada se incrementà considerablemente. De esta forma, si 
ademâs se utilizan pulsos electrof oréticos de corta duraciôn, la 
cantidad total de sustancia ionizada se verâ también reducida. 
Este efecto puede, en parte, ser compensado reduciendo la intensi 
dad de la corriente de freno.

También es importante la duraciôn de la corriente de freno, 
pues corrientes de freno excesivamente prolongadas pueden retra- 
sar el inicio de la liberaciôn de la sustancia activa. Las co- 
rrien.tes de freno de poca intensidad, también producer este efec



- 1 4 0 -

to si se aplican durante intervalos excesivamente largos.

Al inicio de la corriente electroforética, solo una fracciôn 
del flujo de corriente, es llevada por la sustancia activa ioni­
zada que se libera desde la micropipeta hacia el medic. El res- 
to del flujo de corriente ocasiona la inversion de la situaciôn 
de diluciôn en la punta del electrodo. Esta diluciôn es debida 
a la aplicaciôn de la corriente de freno.

Todo esto sugiere, la importancia de adecuar correctamente la 
amplitud y duraciôn de la corriente de freno y la amplitud y du­
raciôn de la corriente electroforética. Esto sôlo se logra en el 
terreno experimental y depende de las propiedades fisicas de la 
pipeta que se utiliza y de la preparaciôn biolôgica que se emplea.

HOFFER, NEFF y SIGGINS (1971), describen la existencia de mj, 
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 producer un aumento notable de un ruido de alta fre 
cuencia que es recogido en los registres eléctricos realizados 
desde un canal adyacente del mismo electrodo.

Este hecho debe ser tenido en cuenta, pues micropipetas adecua 
das en cuanto a tamano de punta, resistencia y capacidad para pa- 
sar corriente pueden résultat 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 e£ 
tar bloqueadas por una membrana semipermeable que permits el paso 
de sôlo una fracciôn de iones présentes en la soluciôn 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 ibrmarian muy fre 
cuent-emente 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 esté obstruîda. Este flujo de corriente por con 
ductancia de superficie, puede estar 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 inyecciôn electroforética de una sustancia desde 
una micropipeta de vidrio, se produce -ademâs de la iontoforesis- 
el fenômeno de electroosmosis.

La electroosmosis, es el movimiento de solvente que arrastra 
consigo particules 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 fenômeno de electroosmo­
sis. En una solucion salina concentrada, las particules se mue- 
ven fundamentaimente por iontoforesis. La electroosmosis es mas 
évidente cuando la pipeta contiene una soluciôn de baja fuerza 
iônica, poco concentrada.

Generalmente, el vidrio esta 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 sôlo cuando la punta del electrodo es extremada 
mente pequeMa y cuando el numéro de cationes présentes en la solu 
ciôn contenida en la pipeta es muy bajo.

El flujo electroosmôtico viene dado por: 

t T/ I { 3 0 0 ) 2

v(ml); volumen de liquide 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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ç>(voltios); potencial electrocinético o potencial zeta 
t ; constante dieléctrica del solvente
^  ; coeficiente de viscosidad de la soluciôn

Esta ecuaciôn se simplif ica a :

I

|l(crti. por voltio/seg, )= movilidad electroosmôtica

ëi sè considéra que là porciôn terminal de la pipeta es cillndri- 
câj esta ecuaciôn Se puede simplificar aûn mâs:

V = p ; p

p= resistencia espe'cifica de la soluciôn 
pot tanto,

M o = _ Ç J L L e ______
10^

M = moles/seg; flujo electroosmôtico
C moles/litro; concentraciôn de la soluciôn en el interior de la 

micropipeta
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6)-FLUJ0 ELECTROFORETICO TOTAL

Como el flujo electroforético total es la suma del flujo i6ni 
CO y flujo electroosmôtico, el flujo total sera :

M = Mi + Mo

Mi; flujo iontoforético 
Mo ; flujo electroosmôtico

En un caso ideal el flujo iontoforetico viene dado por: 
n iMi = zF

M; moles/seg. (flujo iônico) 
n; numéro de transporte 
i; intensidad de corriente 
F; cte. de Faraday

Por tanto, el flujo electroforético total sera:

M  r M  i * M o
n i  C p i

2 F 10

Las concentraciones de sustancia ionizada liberada que se al- 
canzan en la proximidad de la punta del electrodo cuando se apl^ 
ca un pulso electrof orético 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 difusiôn en este medio. 
En la prâctica, 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 determinaciôn de la concentra­
ciôn de la sustancia activa liberada en un punto situado a una 
distancia variable de la punta del electrodo.
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La concentraciôn de la sustancia a una distancia r de la pun­
ta del electrodo estâ en funciôn del tiempo y de la distancia y 
viene dado por (DEL CASTILLO y KATZ, 1955):

[c]: --- 2 -----  exp (- r ̂  4 K t ) 1
 ̂  ̂ 8 ( 7T K t

ĉj ; concentraciôn de la sustancia activa liberada desde la pun 
ta del microelectrodo 

0; cantidad de sustancia liberada 
t= 0 tiempo

• r= 0 distancia entre la punta de la pipeta y un punto x ideal 
K; coef iciente de difusiôn de ACh (8x10“  ̂ cm^ seg~^)

Los cambios de concentraciôn tienen la forma de una onda mo 
nofâsica (ecuaciôn 1). La concentraciôn maxima alcanzada a la 
distancia r, viene dada por:

0 exp(-1.5 )
8 r̂ ( 7T/6

Esta C max. ocurre a un tiempo determinado, T mâximo 
2

6 iTI m a x  = ^

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
trode y les receptores, se ajustan de una manera general, con los 
principios de difusiôn. Esta teoria simplificada, excluye muchos 
factores pero tiene el valor real de demostrar la validez de las 
ecuaciones de difusiôn en la técnica de la microiontoforesis. DEL 
CASTILLO y KATZ, llevaron a cabo sus exoerimentos en las fibras 
musculares del musculo sartorio de la rana.
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7)-REALIZACI0N PRACTICA DE LA TECNICA DE MICROIONTOFORESIS

Durante la realizaciôn prâctica de la técnica de microiontofo- 
resis, se encuentran desviaciones de los resultados predichos por 
los estudios teôricos del problema. En apartados anteriores nos 
hemos referido a estas desviaciones y hemos hecho referencia a ca 
si todos los problemas inherentes a la microiontoforesis. Nues- 
tro propôsito, es ahora describir c6mo hemos realizado la técnica, 
resaltando nuestra particular manera de obviar o reducir los de- 
fectos inherentes a la misma.

Concentraciôn de sustancia activa

No se puede cuantificar con exactitud la concentraciôn de sus­
tancia activa que se obtiene a determinada distancia de la punta 
de la micropipeta. Por ello, la dosis se expresa en funciôn dé 
la intensidad y amplitud de la corriente de pulso electroforético 
en mv/nC. Teniendo esto présente, nosotros hemos realizado una 
curva o grâfica de sensibilidad para cada una de las drogas utili 
zadas iontoforéticamente en la preparaciôn biolôgica.

Control de difusiôn y flujo espontâneo

Para evitar una difusiôn 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 concentraciones de sustancia activa 
del orden de 3x10"^ Molar. En efecto, para la mayoria de 
los autores (CURTIS, 1964); BRADSHAW y SZABADI, 1974), és 
ta es la forma mâs eficaz de prévenir 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 eyecciôn de sustancia actî  
va. En este sentido, hemos valorado como ref erencia la 
respuesta de la membrana post-sinâptica al carbacol.

Se ha afiadido otro factor de seguridad referente a la edad de 
las pipetas, utilizando aquellas que no sobrepasaban las 12 horas 
desde el momento de su llenado.

Evitaciôn de vaciamiento de la punta de la pipeta de sustancia 
activa

Con esta finalidad, hemos utilizado una corriente de freno m^ 
nima compatible con la técnica, valorando para ello la estabili- 
dad del potencial de membrana y del potencial electroforético du 
rante el experimento. Ademâs, entre cada experimento, quitamos 
la corriente de freno para evitar una acciôn 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 los problemas prâcticos que presentaba la 
técnica de iontoforesis y llegaron a la conclusiôn de que el cur 
50 temporal de las respuestas a una droga determinada, viene de- 
finida principalmente por los parâmetros de las corrientes de fre 
no y eyecciôn. Se concluye, que no se pueden obtener respuestas 
reproducibles y rigurosas, a menos que, los parâmetros de las co 
rrientes de freno y eyecciôn se mantengan constantes durante to­
da la experimentaciôn. En la linea de este razonamiento y valo- 
raciôn prâctica, nosotros hemos realizado la microiontoforesis, 
valiéndonos de un programador de microiontoforesis de corriente 
constante.

La ûnica limitaciôn experimental del sistema de corriente cons
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tante utilizado en nuestro trabajo, viene definida por el limite 
mâximo 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 limitaciôn provee un margen extremadamente amplio pa 
ra la realizaciôn correcta de la técnica.

El programador de microiontoforesis, W.P.I. 160, consta de dos 
salidas de corriente constante, T_o cual permite ajuster indepen- 
dientemente las corrientes de freno y eyecciôn. Ademâs, estos pa 
râmetros pueden ser monitorizados continuadamente con la ayuda de 
la escala graduada que con este fin posee el progreunador.

El pulso es visualizado en un osciloscopio Hewlett '^ackard 1201 
B, pasândolo previamente a través de una resistencia conocida, de 
modo que, aplicando la ley de Ohm podemos averiguar la intensidad 
de la serial visualizada y contrastarla con la de la escala gradua 
da del programador.

La entrada del môdulo de programaciôn de microiontoforesis, se 
conecta a un generador de pulsos W.P.I. 831 y a un generador de 
intervalos W.P.I. 830, de modo que los parâmetros duraciôn y retar 
do del pulso pueden ser prefijados convenientemente. Este factor 
tiene relevancia, ya que para la realizaciôn adecuada de la técn^ 
ca, los pulsos de eyecciôn deben aplicarse a intervalos regulares 
(BRADSHAW, SZABADI y ROBERTS 1973 ).

En lo que respecta a la duraciôn 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 aplî  
caciôn de drogas iontoforéticamente. Con la misma finalidad, no 
hemos superado los 200 nA de intensidad en los pulsos de eyecciôn.

En la realizaciôn experimental del presente trabajo, hemos utî  
lizado dos môdulos de programaciôn de microiontoforesis W.P.I.160,
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un generador de intervalos W.P.I. 830 y dos generadores de pulso 
W.P.I. 831.

D)- SOLUCIONES

En el estudio del potencial de membrana de la fibra muscular 
del sartorio y su dependencia de la concentraciôn extracelular de 
pctasio, utilizamos una soluciôn Ringer convencional y una serie 
de soluciones Ringer isotônicas con la anterior pero libres de cio 
ro, suifatadas y con concentraciones de potasio de 0 a 80 mM/1
(HODGKIN y HOROWICZ, 1959).

Estas soluciones tienen la siguiente composiciôn:

Soluciôn Ringer convencional'

K
mM/1
2-5

Cl 1 21
Na 120 ■
Ca 1.8
HP04 2.15
H2P04 0.85

Soluciones isotônicas con el Ringer convencional, libres de cloro
suifatadas y con concentraciones de K que varian de 0 a 80 mM/1

Soluciôn A mM/J Soluciôn B mM/1

K 0 K 80
Cl 0 Cl 0
Na 83 Na 3
Ca 8 Ca 8
HP04 1 .08 HP04 1 .08
H2P04 0.43 H2P04 0.43
S 04 48 S04 48
Sacarosa 113 Sacarosa 113
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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):

Solucion A

797 ml de CaS04 .01M 
80 ml de Na2S04 -5M 
10 ml de Na-P buffer .15M 

113 ml de Sacarosa 1 M

Solucion B

797 ml de CaS04 .01M 
80 ml de K2S04 . 5M 
10 ml de Na-P buffer .15M 

113 ml de Sacarosa 1 M

Para hacer soluciones con diferentes concentraciones de potasio 
se mezclan las soluciones A y B en estas proporciones:

Concentraciôn de K 
en mM/1

Soluciôn B 
ml

Soluciôn A 
ml

0.5
1

2.5
5

10
20
50
80

160
79
31
15
7
3
0.6
0

En los demâs experimentos, hemos empleado un Ringer convencio­
nal (NaCl 115 mM; KCl 2 mM; CaCl 1.8 mM). El pH del mismo se ha 
controlado sistemâticamente, 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 paramètres correspondlen­
tes a las propiedades pasivas y respuestas electroforéticas a las 
"diferentes drogas en esta soluciôn, hemos procedido a tamponar el 
Ringer con Tris Maleato a pH 6, 7 y 8.
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propiedad

agente
colinérgico

oxidante 
de grupos SH

nombre

Carbacol

0-iodoso
benzoato

Ditiobis- 
nitrobenzoato

Ditiotreitol reductor de grupos 
sulfhidrilos

2 mercapto-
etanol "

tubocurarina ànticolinérgico

solubilidad en concentraciôn

bungaro-
toxina

bloqueador pre- 
sinâptico

agua

X X X

X  (I)

en el interior 
de la pipeta

0.25 M

3 X 10  ̂M

14.2 M 

bano:10~^M 

baRo: 5/igr/mi
X X X

(I) soluble en etanol

F)- MICROPIPETAS

Se han utilizado micropipetas de vidrio pyrex, de fabricaciôn 
manual. -

El procedimiento de llenado ha sido el de someterlas a ebulli-
i
ciôn en un sistema que permite realizar el vacio. Las pipetas de 
registre se han llenado de una soluciôn de KCl 3 Molar, las pipe­
tas de droga se llenan de agua destilada por ebulliciôn y poste- 
riormente se vacian por aspiraciôn y vuelven a llenar con la solu 
ciôn que contiene la droga.
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Làs micropipetas de droga no se utilizan hasta transcurridas 
24 horas desde el momento de su llenado. De esta forma, se ase- 
gura la difusiôn de la droga hasta la punta de la pipeta.

Todas las pipetas son sometidas a control visual bajo micros- 
copio antes de llenarlas con KCl o soluciôn de droga. Se desechan 
todas aquellas que presentan una gran desproporciôn 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 cunplitud y duraciôn conocidas y 
con una frecuencia de 1 KHz a través de la pipeta. La sefial se re- 
coge y visualiza en un osciloscopio, pasàndola previamente por una 
resistencia conocida, de modo que, midiendo la calda de voltaje y 
aplicando la ley de Ohm se cuantifica la impedancia de los elec­
trodos .

La impedancia de los electrodos de registre utilizados ha sido 
del orden de 10 a 20 Megaohms. Se han desechado los eletrodos 
ruidosos.

La impedancia de las pipetas de droga empleadas, ha oscilado en 
tre 40 y 90 Megaohms. Hemos preferido siempre aquellas que tenien 
do una resistencia alta se han mostrado permeables al paso de la 
droga durante la experimentaciôn. Este ultimo factor, sôlo es eva 
luable en el curso de la iontoforesis y requiere la aparicicn de 
una respuesta electroforética para su confirmaciôn,

G)- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En todos nuestros experimentos hemos utilizado la preparaciôn 
del musculo sartorio, aislado o con nervio, de la rana comùn.

La disecciôn se realiza bajo lupa binocular Zeiss (xlO) emplean 
do material quirùrgico de microcirugia.
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Una vez disecado, el musculo se monta sobre un cilindro de plâ^ 
tico con su superficie interna expuesta hacia arriba. El disposi 
tivo se lleva al baRo de experimentaciôn donde se sumerge en el 
Ringer adecuado.

H)- CONTROL DE TEMPERATURA

Se ha realizado por medio de un multimètre digital Tektronix 
D M502, con termistor sumergido en el baRo de la preparaciôn por 
el que circulaba agua con una temperatqra controlada por un ter- 
mostato y por un baRo refrigerado Selecta.

La temperatura ha oscilado entre los 17 y 20 grades C. durante 
los experimentos.

D -  CAMARA DE EXPERIMENTACION

Consta fundamentalmente de una câmara de Faraday, el bano de 
la preparaciôn y unos micromanipuladores Zeiss Jena.

Los micromanipuladores permiten, previa f ijaciôn de los elec­
trodos, la movilizaciôn de los mismos en sentido vertical y hori 
zontal. De esta forma, realizamos los registres intracelulares y 
la microiontoforesis bajo control visual mediante la utilizaciôn 
dè una lupa binocular Nikon (20 x 4).

Hemos obviado, en gran parte, el problema de ruido mecânico con 
el u5o de una mesa antivibratoria Micro G Backer Loring.
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Con la finalidad de constatar la viabilidad de nuestra prepara­
ciôn , hemos comenzado el trabajo experimental estableciendo los pa 
râmetros bioeléctricos convencionales de las fibras musculares del 
sartorio de la rana; potencial de membrana y propiedades pasivas 
de la misma. El estudio de estos parâmetros se ha realizado si- 
guiendo lineas expérimentales clâsicas citadas en material y méto 
dos -

Consideramos imprescindible este paso previo a la realizaciôn 
de la técnica electroforética para la correcta interpretaciôn de 
ulteriores resultados. Ello es debido a que, en principio, cual­
quier interpretaciôn sobre mecanismos fisiolôgicos sinâpticos, a 
nuestro juicio, requiere un conocimiento previo de las propiedades 
bâsicas de la preparaciôn.

Los resultados obtenidos en nuestra primera aproximaciôn a los 
objetivos propuestos en nuestra tesis se exponen a continuaciôn.
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A)- ESTUDIO DEL POTENCIAL PE MEMBRANA PE LAS FIBRAS MUSCULARES 
DEL SARTORIO PE LA RANA

1).- En un primer tiempo, hemos realizado un estudio del potencial 
de membrana en condiciones fisiologicas en lo que respecta a 

la composiciôn del liquido extracelular: en Ringer convencional 
con una concentraciôn 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; numéro de observaciones 
en abscisas; amplitud de Vm en mV

tabla 1 :

Vm en mV % (sobre el numéro total
de observaciones)

1 1 1 - 1 2 0  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 parâmetro bâsico, procedimos al estudio 
del potencial de membrana en soluciones de dif erentes 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 concentraciôn de potasio fî

siolôgica de 2.5 mM a pH 6.

Los resultados de este experimento se expresan gràficamente en 
la figura 2 y en la tabla 2.

Figura 2: en ordenadas, nûmero de observaciones
en abscisas, amplitud del Vm en mV

tabla 2 :
Vm en mV % (sobre el nûmero 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. 15). 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 fisiolôgico con una concentraciôn extracelular de 

potasio de 2.5 mM y un pH del medio de 8.

Los resultados obtenidos en esta situaciôn experiihental se ex­
presan en la figura 3 y en la tabla 3

Figura 3: en ordenadas, nûmero de observaciones

en abscisas, amplitud del Vm en mV
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T a b l a  3:

Vm en mV % (sobre el numéro total de
observaciones

91-100 21.5
81-90 34.6
71-80 19.6
61-70 - 15.6
51-60 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 potencial de membrana 
de nuestra preparaciôn a diferentes pH del liquide extracelu­

lar, nuestro objetivo inmediato fue el de verificar la influencia 
_del iôn potasio sobre la génesis del mismo. Para ello, se hicieron 
mediciones del potencial de membrana de las células de nuestra pre­
paraciôn, en soluciones extracelulàres "con diferentes concentracio­
nes de potasio.

Las soluciones utilizadas fueron isotônicas con el Ringer y ca- 
recian de cloro.

Los resultados de esta fase experimental, se expresan en las fi 
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, f rente al numéro total de medi- 
das que se realizô en cada caso.

El siguiente cuadro ofrece una visiôn global de los resultados 
obtenidos en esta fase experimental:
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(K) 0 Log. (K) 0 Vm Desv. 1

0.5 -0.3010 118 5.9
1 0 109.6 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 concentracion extracelular de potasio, se ban ajustado 
experimentalmente a la ecuaciôn de Nernst. Esto se expresa en la 
f igura 11.

Figura 11: en ordenadas, valores medics de potencial de membrana
medidos a diferentes concentraciones ex- 
tracelulares de potasio.

Kien abscisas, Log.—  . _  -----  Ko, tomando como valor de referenda
de Ki 140.

La linea continua représenta el potencial de equilibrio del po­
tasio. Se observa, que los valores expérimentales se ajustan a la 
recta teorica para valores de concentraciones extracelulares de po 
tasio superiores a 10 n\M (flecha). Para concentraciones inferiores 
a 10 mM, los resultados obtenidos experimentalmente se desvian de 
la linea teorica.

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 basicos teôricos sobre 
la genesis del mismo y se ajustan a lo observado experimentalmente 
per otros autores. Sobre este punto volveremos a insistir en la di^ 
cusion de nuestro trabajo experimental.



—1 64-

mo

n,!t



-165-

B)- ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES PASIVAS PE LA MEMBRANA PE LA FIERA 
MUSCULAR DEL SARTORIO PE 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 considérâmes prioritario el estudio 
de las propiedades pasivas de nuestra preparacion.

Desde un punto de vista mâs pr6ximo, nuestra finalidad en esta 
fase del trabajo fue doble: por una parte, completar el conocimien 
to de los paramètres bioeléctricos convencionales de la prepara- 
ciôn y objetivar su viabilidad, y por otra, obtener unes 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 segûn técnica descrita 
con anterioridad y procedimos sistemâticamente a:

- medir la resistencia input
- medir tau
- calculer la capacidad de la membrana

Estas medidas y câlculos 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 determinaciôn de las mismas a distintos 
pH de liquido extracelular en un rango comprendido entre 6 y 8.

Los resultados obtenidos en cada fibra y para cada situaciôn 
experimental se expresan en una grâfica: en ordenadas, la ampli- 
tud del potencial electrônico 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 )-Determinaciôn 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 tamafîo. Los resulta­
dos obtenidos se resumen en el siguiente cuadro y en las figuras 
12-26.

Fibra Ne Ro (Ohmios) Tau (msec.) Cm ((iF/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 234370 30 6.9 90
11 199824 25 7.9 94
1 2 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 les siguientes valores medios: 
Ro: 239131 Ohmios (D.S. 28602)
Tau; 32 msec. (D.S. 4.7)
Cm; 7.4 //F/cm^ (D.S. O.'B)
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Una vez realizada esta primera fase experimental, valoramos e^ 
tos resultados a modo de referencia y procedimos a la determina­
ciôn de las propiedades pasivas a distintos pH de medio extracelu 
lar. Para ello, dejamos la preparaciôn del musculo sartorio du­
rante una hora en el Ringer con el pH seleccionado. Pasado este 
periodo de tiempo procedlamos a la medida de la resistencia input 
y la constante de tiempo segûn la técnica descrita.

2VDeterminaciôn de las propiedades pasivas de la membrana a pH 8

Los resultados obtenidos en estas condiciones expérimentales 
se ilustran grâficamente en las figuras 27,28 y 29. Las medidas 
se hicieron en células de, aproximadamente, el mismo tamaMo y pro 
curando siempre la mayor proximidad posible entre los electrodos 
de registre y el polarizante.

Los resultados se resumen en la siguiente tabla:

Fibra NS Ro (Ohmios) Tau (msec) Cm MF/cm^) 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 ftF/cm^ (D.S. 0.2

A este pH de medio extracelular, observâmes fundamentalmente 
una disminuciôn de la resistencia input. Ello concuerda con ob- 
servaciones de otros autores y nos referimos a ello en la discu- 
siôn.
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3)Determinaciôn de las propiedades pasivas de la membrana a pH 6

. De igual manera procedimos a la medida y calcule de las cons­
tantes eléctricas de la membrana a un pH de liquido extracelular 
igual a 6. Los resultados de este grupo de expérimentes se pue- 
den ver en las figuras 30,31 y 32, y en la siguiente tabla:

Fibra NS Ro (Ohmios) lau (msec.) Cm ( /UF/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 los siguientes valores medios:

Ro; 654364 Ohmios (D.S. 195630)
Tau; 31 msec (D.S. 2.8)
Cm; 6-9 (D.S. 0.6)

Destaca en estos resultados un aumento notable de la resisten­
cia input con respecte a la obtenida a pH 7 del liquido extracelu 
lar. Ello también concuerda con observaciones realizadas por 
otros autores y se discutirân mâs adelante.

Cumplido el objetivo previc de establecer los paramètres bio­
eléctricos de potencial de membrana y constantes eléctricas de la 
misma, iniciamos la siguiente fase de nuestro trabajo experimental
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O -  MICROIONTOFORESIS CON AGENTES COLINERGICOS Y REACTIVOS 
SULFHIDRILICOS

Con el fin de intenter esclarecer la existencia o no de grupos 
SH reactivos a nivel de la membrana postsinâptica del musculo sar 
torio de la rana y tratar de aclarar el papel qüe juegan en la ae 
tivaciôn del receptor, hemos realizado la aplicaciôn iontoforeti- 
ca de reactivos de grupos sulfhidrilicos a nivel de la plaça moto 
ra y en zonas alejadas de la misma. »

La sistemâtica seguida ha sido la de trabajar con dos grupos 
de drooas:

- 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 aplicaciôn del reacti. 
vo suifhidrilico 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 aplicaciôn de droga problema a través de pipe­
ta simple permite descartar cualquier interpretaciôn relati- 
va a la técnica en cuanto al uso de pipetas dobles. Por otra 
parte, la obtenciôn de algûn tipo de respuesta a la aplica­
ciôn electroforética de la droga en estudio, confiere la ga­
rantie de ser originada ûnica y exclusivamente por la aplica 
ciôn de dicha droga.

Esta fase experimental, se realizô siguiendo la norma general 
de aplicar la droga a nivel de regiones aiejadas de la plaça 
y en zonas muy prôximas e inmediatas a la misma. De esta for
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ma, se pretende valorar la especificidad o no de los réactif 
vos sulfhidrilicos por la membrana postsinâptica. El cri te 
rio seguido para la localizaciôn de plaças motoras, ha sido 
el de realizar registres en zonas prôximas a ramillas ner- 
viosas superficiales, preferentemente a nivel del borde me­
dial del musculo muy cerca de la entrada de la rama nerviosa 
principal. A este respecto, también se ha valorado la pre- 
sencia o no de M.E.P.Ps.

Este tipo de experimentos se llevô a cabo empleando siem 
pre un Ringer a pH 7 y sin tampon para obviar cualquier po­
sible efecto de factor sobreafiadido.

De obtener respuestas con el empleo de pipeta ûnica, se 
procédé a la determinaciôn de la sensibilidad de la membra- 
■na para la droga en cuestiôn, expresândola siempre en mV/nC.

Una vez cumplida esta primera fase experimental y en ca- 
50 de haber obtenido resultados positivos, pasamos a un se- 
gundo tiempo en nuestro trabajo.

estudio de las respuestas producidas por la aplicaciôn 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 localizaciôn de plaças motoras y para tener una refe­
renda para comparer y evaluar la sensibilidad de nuestra 
preparaciôn al carbacol y a la droga en estudioFn este senti 
do, el carbacol ha sido empleado como prototipo de agente co 
linérgico y sistemâticamente se ha procedido a determinar la 
sensibilidad al mismo, valorando la cifra obtenida como pa­
tron 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 interpretaciôn sobre generaciôn de 
cambios locales de pH durante la realizaciôn de la técnica 
iontoforética, que pudieran ser invocados como responsables 
de la apariciôn de determinados tipos de respuestas subsi-
guientes a la aplicaciôn de la droga, o de enmascaramiento
de las mismas. Por otra parte, al variar el pH del medio ex 
tracelular, nuestra intenciôn ha sido la de valorar el grado 
de oxidaciôn y/o reducciôn de los grupos SH de la protelna 
receptora, y su repercusiôn o no sobre las respuestas obten^ 
das en estas condiciones expérimentales.

Cumplida esta segunda fase, iniciamos una tercera fase de nues 
tro trabajo que viene expresada por el estudio de la posible in- 
teracciôn entre los reactivos de grupos sulfhidrilicos y el carba 
col. En este grupo de experimentos* la sistemâtica seguida ha si 
do funciôn de las particularidades de cada droga o de cada grupo
de droga y se expondrâ 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 manipulaciôn, ha sido la misma que la expuesta en el 
apârtado anterior.

La aplicaciôn de la técnica electroforética a las drogas cata- 
logadas como reactivos de grupos sulfhidrilicos ofrece algunas par 
ticularidades que serân referidas en la discusiôn. Bâstenos por 
ahora adelantar, que el grupo de reactivos sulfhidrilicos emplea- 
dc por nosotros, caben dentro del grupo de drogas que son aplica- 
das por electroosmosis.

Los resultados obtenidos durante la realizaciôn de este esquema 
general de trabajo se exponen a continuaciôn.
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1)- lONTOFORESIS CON REACTIVOS SULFHIDRILICOS OXIDANTES

Hemos trabajado con dos drogas:

- ortoiodosobenzoato
- ditiobisnitrobenzoato

a)- Microiontoforesis con ortoiodosobenzoato (QIB)

La sistemâtica seguida en el estudio de la aplicaciôn iontofo 
rética de este agente oxidante ha sido la expuesta. Sin embargo, 
hemos anadido otra condiciôn experimental para asegurarnos del 
efecto o no de los cambios de pH sobre las posibles respuestas a 
la aplicaciôn electroforética de estos reactivos. Esta situaciôn 
experimental, se refiere a la posibilidad de cambiar el pH de la 
soluciôn del interior de la pipeta de OIB. En efecto, afiadiendo 
HCl 0.1N, o bien NaOH 0.1 normal a la soluciôn de OIB logramos va 
riar el pH de la misma hacia valores âcidos o bâsicos. De esta 
forma, podiamos trabajar con pH de L.E.C. 6, 7 y B en combinacion 
con las pipetas de OIB âcidas, bâsicas y neutras. No siempre fue 
fâcil mantener el pH de la soluciôn de OIB dentro de un valor fi- 
jo, ya que no utilizamos tampôn alguno, por no introducir un fac­
tor sobreafiadido a la soluciôn de droga problema. Por este motive, 
en los resultados nos referimos globalmente a pipetas âcidas (apro 
ximadamente pH 4,5) pipetas prôximas a pH neutre y pipetas bâsi­
cas (pH 8 aproximadamente).

Previamente realizamos iop-toforesis con pipetas de HCl y NaOH, 
no.obteniendo respuestas de ningûn tipo en ningûn caso, ni a nivel 
de la plaça ni en zonas aiejadas de la misma.

La concentracion de OIB en el interior de las pipetas ha sido 
de 3x10"^ M, y la corriente de eyecciôn siempre es de polaridad po 
laridad positiva.
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La frecuencia de aplicaciôn de pulso electroforético es de 1/6 
seg. excepto cuando se especifique lo contrario.

-lontoforesis de OIB con pipeta simple

La aplicaciôn iontoforética de OIB a nivel de la plaça motora 
va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas.

La aplicaciôn electroforética a nivel de zonas extrasinâpticas 
no va seguida de respuesta de ningûn 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. Los poten- 
ciales de OIB se indican con una flecha.

fig. 33: Vm de la’ célula 73 mV

parâmetros del pulso electroforético;

- duraciôn 1500 msec.
- corriente de eyecciôn 200 nA
- corriente de f reno 5 nA

la amplitud de la despolarizaciôn es de 6mV 

Fig. 34: Vm de la célula BO mV

parâmetros del pulso electroforético;

- duraciôn 400 msec. *
- corriente de eyecciôn 200 nA

 ̂ - corriente de f reno 10 nA

la amplitud de la despolarizaciôn es de 2 mV
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-Estudio de las despolarizaciones fâsicas producidas por aplicaciôn 
iontoforética de OIB a nivel de la plaça motora

Se han utilizado para tal fin pipetas dobles.
La sensibilidad al carbacol minima requerida para obtener despo 

larizaciones tras la aplicaciôn iontoforética de OIB, es del orden 
de 2mV/nC, siendo la sensibilidad al carbacol optima para obtener 
respuesta al OIB la de 10 mV/nC.

Los resultados obtenidos en las distintas situaciones experimen 
taies creadas son los siguientes:

Rinqer a pH 7

La aplicaciôn 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
fâsicas cuando el OIB se apli 

ca a nivel de la membrana postsinâptica en zonas muy sensibles al 
carbacol. Ejemplo de este tipo de respuesta se ve en la f igura 35-

Figura 35: el registre corresponde a la aplicaciôn iontoforética
de OIB y Carbacol a nivel de una plaça motora de una fi 
bra con un Vm de 79 mV.

parâmetros de los pulsos electroforéticos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno amplitud de
msec nA nA la despolariza­

ciôn (mV)
Carb. 10 100 5 14.5 '/
OIB 200 100 10 8

En este caso particular la sensibilidad de la plaça al carbacol 
es del orden de 14.5 mV/nC y al DIB del orden de 0.4 mV/nC.
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Ringer pH 7 pipeta OIB pH âcido.- Se obtienen despolarizacio-
nes fâsicas cuando el OIB se 

aplica electroforéticamente a nivel de la plaça motora.

La sensibilidad media para el GIB, en este grupo experimental, 
es del orden de 0.04 mV/nC

En la figura 36 se pueden observar las despolarizaciones fâsi­
cas obtenidas en estas condiciones expérimentales.

Fig. 36: Vm de la fibra 83 mV

parâmetros del pulso electroforético:

- duracion 400 msec. ^
- c. dè eyecciôn 100 nA
- c. de freno 0 nA

La amplitud de las despolarizaciones es de 4 mV y la sensibili 
dad en este case particular es de 0.1 mV/nC.

A fin de comprobar la constancia de la respuesta, aumentamos 
la frecuencia de aplicaciôn del pulso electroforético y man- 
tuvimos el registre intracelular y el pulso de OIB durante 
10 min.

El efecto de aumentar la frecuencia de estimulacion se ilustra 
en la figura 37- La frecuencia de estimulaciôn se indica debajo 
de les registres. Se observa una discreta disminuciôn de la ampl^ * 
tud del potencial de OIB que va desde 4mV a una frecuencia de esti
mulaciôn de 1/6 seg. a 2 mV con una frecuencia de estimulaciôn de
1/2 seg. Per le demâs, el potencial de 01B se mantuvo a le largo 
de les 10 min.
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Ringer pH 7 pipeta OIB pH basico.- El OIB aplicado iontoforeti
cajnente a nivel de la place 

motora despolariza la membrana postsinaptica fasicamente.

Las figuras 38 y 39 corresponden a potenciales de OIB obteni- 
dos en estas condiciones experimental es.

La sensibilidad media para el OIB obtenida en este grupo expe­
rimental es de 0.07 mV/nC.

Fig. 38: despolarizaciones fâsicas de 2 mV de amplitud obtenidas 
tras la aplicaciôn electroforética de OIB a nivel de una 
plaça motora.

El Vm es de 72 mV 
parâmetros del pulso:

- duraciôn 200 msec.
- c . d e  eyecciôn 100 nA
- c. de freno 0 nA

Fig. 39: potenciales de OIB registrados a nivel de una plaça moto­
ra con un Vm de 76 mV

parâmetros del pulso electroforético:

- duraciôn 500 msec.
- c. de eyecciôn 100 nA
- c. de freno 10 nA

la amplitud de la despolarizacicn es de 4 mV.
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Ringer pH 6

Siguiendo el mismo procedimiento experimental, hemos variado 
el pH de la soluciôn de OIB del interior de la pipeta. Los re- 
sultados obtenidos son los siguientes.

Ringer pH 6 pipeta OIB pH alcalino.- La aplicaciôn electrofo
rética a nivel de la pla­

ça de OIB va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas.

En la figura 40, se observan potenciales de OIB obtenidos en 
estas condiciones expérimentales. Los parâmetros iniciales 
del pulso electroforético son:

- duraciôn 400 msec.
- c. de eyecciôn 100 nA 
- c . d e  freno 0 nA

Este pulso electroforético da origen a un potencial de OIB de 
7 mV de amplitud (flécha). En a se aplica una corriente de freno 
de 10 nA y se observa la disminuciôn de la amplitud del potencial 
de OIB a 2 mV inicialmente, estabilizândose posteriormente a 3mV.

La sensibilidad media para el OIB en este grupo experimental 
es de 0.1 mV/nC.

Ringer pH 6 pipeta OIB pH âcido.- Se obtienen despolarizaciones
fâsicas con la aplicaciôn de 

OIB electroforéticamente a nivel de la plaça.
La sensibilidad media para el OIB en este grupo experimental

fue de 0.1 mV/nC.
La figura 41 , muestra despolarizaciones fâsicas de 2mV de ampli, 
tud, obtenidas en esta situaciôn experimental tras la aplicaciôn 
de pulsos electroforéticos de OIB a nivel de la plaça motora de
una fibra muscular de Vm 77* Los parâmetros del pulso:
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- duraciôn 500 msec.
- c . d e  eyecciôn 100 nA
- c. de freno 5 nA

Debido a la casi imposibilidad de mantener el pH de la soluciôn 
de OIB cerca de la neutralidad, optamos por aplicarlo sin forzar 
esta situaciôn. El pH de la soluciôn de OIB sin ahadir HCl ni 
NaOH es del orden de 6. Inciuimos estos resultados con los obte­
nidos con las pipetas"âcidas" con un pH de 4-5.

Ringer pH 8

Para compléter el estudio de los potenciales de OIB procedimos 
a la aplicaciôn iontoforética del mismo en un Ringer a pH8y varian 
do asimismo el pH del interior de la pipeta. Los resultados obte­
nidos en esta situaciôn experimental sen los siguientes;

Ringer pH 8 pipeta OIB pH alcalino.- La aplicaciôn electroforé­
tica de OIB a nivel de la 

U.N.M. va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas.
Uno de estos registros se ilustra en la figura 42.

■ Figura 42: Despolarizaciones fâsicas producidas por la aplica­
ciôn electroforética de OIB a nivel de una plaça motora de una
fibra de Vm 73.

Parâmetros del pulso:

- duraciôn 300 msec.
- c. de eyecciôn 100 nA
- c. de freno iniciel: 0 nA

La amplitud inicial del potencial de OIB es de 5 mV. En a sp 
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 èste grupo experimental al OlB es dèl 
orden de 0.08 mV/nC.

Ringer pH 8 pipeta OIB pH àcido.- La aplicaciôn dé Ô16 a hlvéï
de la plaça tambiéh va segui

da de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas. <

La sensibilidad media al OIB en este grupo experimental éé dél 
orden de 0.04 mV/nC.

Ejemplo de estos potenciales se puedê ver en la figura 43. ,
Figura 43: despolarizaciones fâsicas de 2 mV dé amplitud produ
cidas por la aplicaciôn electroforética de üh puiso de DIB de
los siguientes parâmetros:

- duraciôn 300 msec.

- c. de eyecciôn 100 nA

- c. de freno 10 nA

El Vm de la célula; 79 mV.
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-Estudio de la interaccion OIB-Carbacol

Siguiendo la misma sistemâtica, hemos abordado este problème 
trabajando a distintos pH de liquide extracelular y variando den- 
tro de lo posible el pH de la soluciôn de OIB en el interior de 
la pipeta.

En general, los resultados obtenidos en este apartado no fueron 
homogéneos, mostrando, por el contrario, variabilidad e incluse en 
ocasiones efectos dispares. Aunando nuestros resultados, podemos 
establecer que la interacciôn OIB-carb. se présenta 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 po^ 
terior supersensibilidad, expresada como aumento de ampli­
tud sobre la amplitud inicial del potencial de carbacol tras 
la eliminaciôn del pulso de réactive suifhidrilico.

- efecto inhibidor del OIB sobre potencial de carbacol con apa 
riciôn de supersensibilidad posterior.

Desglosados estos resultados en las distintas situaciones expé­
rimentales, obtenemos lo siguiente:

Ringer pH 7

Los resultados a este pH de liquide extracelular, fundamentalmen 
te, mostraron un efecto inhibitorio del OlB 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 irtiibitorio de OIB sobre carbacCl 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 s'uprimir el pulso de 
OIB.

Parâmetros de los pulsos:

droga duraciôn c. de eyecciôn c.de freno amplitud de la 
msec nA nA despolarizaciôn

mV
Carb. 30 100 5 20
OIB 300 100 10 2

En 1_ la amplitud del potencial de carb. disminuye a 10 mV

En a se suprime pulso de OIB y la amplitud del pot. de carb. es de
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 âcido.
El Vm de la célula es de 72 mV.

Figura 45 : Efecto inhibitorio de OIB sobre potencial de carbacol 
con posterior supersensibilidad. Se observa la inhibiciôn 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 OIB.

En a al guitar el pulso de OIB, el potencial de carbacol sobrepasa
su amplitud inicial alcanzando los 23,6 mV.

El Vm es dè 72 mV
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Pârâmetros de los pulsos: 

Drcgà Duraciôn

Carb.
OIB

msec

40
400

c. de eyecciôn 
nA

100
100

c. de freno amplitud de la 
nA despolarizaciôn

(mV)
5

10
20

1

La pipeta de OIB ténia un pH âcido

Figura 46: Efecto inhibitorio de OIB 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 OlB en a, el potencial de carbacol sobrepasa 
su amplitud inicial, alcanzando los 33 mV.

Parâmetros de los pulsos:

Droga

Carb. 
OIB •

Duraciôn
msec
30

400

c. de eyecciôn 
nA
100
1 00

c . de freno 
nA
5

10

La pipeta de OlB ténia Un pH âcido 

Ringer pH 6

A este pH de liquide extracelular, hemos obtenido fundamental- 
mente una acciôn potenciadora de OlB sobre el potencial de carba­
col. Esta acciôn potenciadora, se manifesto fundamentalmente bajo 
dos formas:

- al aplicar el primer pulso de OIB.- (fig.47) Este fue el ca­
so mas frecuentemente ob- 

servado trabajando en estas condiciones expérimentales. En el 
caso particular de la figura 47, el potencial de carbacol con
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una amplitud inicial de 10 mV, se potencio en 9 mV sobre su 
amplitud inicial al aplicarsele previamen.te un pulso de OIB.
A1 suprimir el pulso, se estabiliza nuevamente en un valor 
cercano a la amplitud inicial de 10 mV.

Parâmetros de los pulsos:

Droga Duracion c . de eyecciôn c. de freno
msec nA nA .

Carb. 20 100 5
OIB 500 100 10

En este caso el pH de la soluciôn de OIB 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.

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

Carb. 30 100 5
OIB 500 100 10

En este caso la pipeta de OIB ténia un pH âcido 

El Vm de la célula era de 78 mV
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Figiira 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.

parâmetros de los pulsos:

Droga duracion c. de eyecciôn 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 âcido 

El Vm de la célula era de 70 mV

En un caso no obtuvimos ningûn efecto de OIB sobre los potencia 
les de carbacol. La amplitud de estos mismos permaneciô constante, 
alrededor de los 10 mV, antes, después y durante la aplicaciôn elec 
troforética de OlB.

Este caso se ilustra en la figura 50.

Figura 50: Nulo efecto de OIB sobre carbacol

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

Carb. 20 100 5
OIB ■ 200 100 10

La pipeta de OIB ténia un pH alcalino 

El .Vm de la fibra era de 70 mV.
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Ringer pH 8

A este pH la interacciôn OIB-carbaCol puede esquematizarse en 
dos grandes grupos:

- nula acciôn de OIB sobre el potencial de carbacol.- En este
caso el

pulso de OIB no ejerce acciôn potenciadora ni inhibidora so 
bre el potencial de carbacol. La figura 51, expresa esta si 
tuaciôn experimental y sus resultados. El Vm de la célula 
es de 72 mV.

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c.de eyecciôn c.de freno amplitud de la
msec nA nA despolarizaciôn(mV)

Carb 12 100 5 10
OIB 200 100 10 1.5

El pH de la soluciôn de OIB era alcalino

- acciôn potenciadora de OIB sobre carbacol.- Los resultados
de este diseîSo

experimental se expresan en la figura 52. Hay una potencia 
ciôn de 11 mV sobre la amplitud inicial de 12 mV cuando el 
potencial.de carbacol va precedido de un potencial de OIB.

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA " nA

Carb 1 0 '  100 5
OIB 200 100 10

El potencial de la fibra era de 80 mV.
El pH de la soluciôn de OIB era basico.
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b) Microiontoforesis con ditiobisnitrobenzoato (DTNB)

La sistematica seguida en el estudio de esta droga, ha sido dî  
ferente en parte, a las lineas générales expuestas con anteriori- 
dad. Elio es debido, a que siendo el DTNB casi insoluble en agua, 
se ban preparado soluciones 3 x 10"^ M. del mismo en etanol. Esto 
supuso, que el primer paso obligado en el estudio de la accion de 
esta droga, fuese la aplicacion electroosmôtica de etanol a nivel 
de la plaça y en zonas alejadas de ella. La finalidad de esta 
fase del experimento era la de descartar cualquier efecto del eta 
nol sobre ulteriores respuestas.

Otro factor de seguridad que hemos afladido ha sido el de reali 
zar iontoforesis con pipetas de DTNB con la droga disuelta en agua 
destilada. La escasa solubilidad de la droga en agua, hace difi- 
cil su manejo. A pesar de elle, los resultados obtenidos en esta 
situaciôn experimental son idénticos a los obtenidos con las pipe 
tas DTNB-etanol. Por ser estas mâs fâciles de manipuler una vez 
obtenidos resultados ccn DTNB en agua destilada, pasâbamos a tra- 
bajar con pipetas DTNB-etanol.

En un segundo tiempo, realizamos la iontoforesis de DTNB utili 
zando pipetas dobles de carbacol y DTNB.

En todos los casos la polaridad de la corriente de eyeccion es 
positiva y la frecuencia de estimulaciôn es de 1/6 seg, salvo cuan 
do se indique lo contrario.

Los resultados obtenidos con esta droga oxidante son los si- 
guientesr
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-Aplicaciôn electroosmotica de etanol

No se obtuvo ningûn tipo de respuesta a la aplicacion electro­
osmôtica de etanol a nivel de la plaça motora ni en regiones ale­
jadas de ella. La figura 53 muestra un ejemplo de aplicaciôn de 
etanol a nivel de una zona de alta sensibilidad al carbacol (12 
mV/nC).

Figura 53: aplicaciôn electroosmôtica de etanol y efecto del 
mismo sobre el potencial de carbacol.

Farâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA - nA

Carb 10 100 5
Etanol 500 100 10

En 1̂ potencial de carbacol de 12 mV
En a pulsos de etanol de polaridad positiva
En b se quita la corriente de freno a la pipeta de etanol
En ç se aplica nuevamente corriente de freno a la pipeta de

etanol
En d se invierte la polaridad del pul so de etanol
En e se aplican pulsos de etanol positivos nuevamente
En f , g y h aplicaciôn simultânea de pulsos de carbacol y eta­

nol. Se observa una inhibiciôrT del potencial de carbacol 
del orden de 3 mV sobre la amplitud inicial. Este efecto 
inhibitorio fue una constante y volveremos sobre él en la 
discusiôn de la interacciôn DTNB-carbacol.
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Microiontof oresis con DTNB

La aplicaciôn iontoforética de DTNB a nivel de la plaça motora, 
va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas. En nin- 
gûn caso se obtuvo respuestas de cualquier indole a la aplicaciôn 
del mismo, en regiones extrasinâpticas o alejadas de la plaça.

~La despolarizaciôn obtenida tras la aplicaciôn de la droga, es 
independiente del pH del medio extracelular dentro de los limites 
estudiados (6, 7 y 8).

La sistematica seguida en el estudio de estas despolarizaciones 
fâsicas, es la expuesta en el plan general de trabajo y los resul­
tados obtenidos son los siguientes:

Ringer pH 7

Se obtienen despolarizaciones fâsicas siempre que se aplique el 
DTNB en zonas sensibles al carbacol. A este respecto la sensibi­
lidad minima de carbacol para obtener respuestas évidentes al 
DTNB es de 7mV/nC.

La sensibilidad media de este grupo experimental para el DTNB 
es del orden de 0.2 mV/nC.

Ejemplos de respuestas obtenidas en esta condiciôn experimental 
se ven en las figuras 54, 55 y 56.

Figura 54: despolarizaciones fâsicas de 8 mV de amplitud produ
cidas por la aplicaciôn de un pulso de DTNB de los siguientes
paramètres :

- duraciôn 300 msec 
- c . d e  eyecciôn 100 nA
- c. de freno 5 nA
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La amplitud del potencial de DTNB disminuye hasta 5 mV en el 
49 registre. Elio es indicative de una corriente de freno dema- 
siado baja.

Vm de la fibra; 70 mV

Figura 5 5 ' despolarizaciones fasicas de 6 mV de amplitud obte­
nidas a nivel de otra plaça del mismo musculo por aplicacion 
de un pulso de DTNB de las siguientes caracteristicas:

- duraciôn 300 msec 
- c . d e  eyeccion ICO 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 caracteri^ 
ticas iniciales:

- duraciôn 300 msec 
- c . d e  eyecciôn 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 aplicacion de pulsos de DTNB en zonas muy prôximas a la pi a 
ca motora va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fasicas.

En esta situaciôn experimental, la sensibilidad minima para el 
carbacol requerida para la apariciôn de respuesta évidente 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 aplicacion de pulsos electroforéticos de DTNB. La sensi 
bilidad media para esta droga a este pH de liquido extracelular 
es de 0.3 mV/nC.

Ejemplos de potenciales 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 producitlds 
por aplicacion de pulsos de DTNB de las siguientes caracteri^ 
ticas:

- duraciôn 300 msec
- c. de eyecciôn 100 nA
- c. de freno 5 nA

Vm de la celula: 70 mV

Figura 58: potenciales de DTNB de 5 mV de amplitud producidos 
por la aplicaciôn electroforética de pulsos de DTNB con las si 
guientes caracteristicas:

- duraciôn 200 msec
- c. de eyecciôn 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 fasicas cuando se aplica la droga a nivel de la plaça 
motora.

La sensibilidad minima para el carbacol requerida para la obten 
ciôn de respuestas évidentes a la aplicaciôn iontoforética de DTNB
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es del orden de 7 mV/nC.

La sensibilidad media para el DTNB en estas condiciones expéri­
mentales es del orden de 0.1mV/nC.

Las figuras 59 y 60 son représentât!vas de los resultados obte­
nidos a este pH de L.E.C.

Figura 59: potenciales de DTNB a Ringer pH 8 obtenidos tras la 
aplicaciôn electroforética de DTNB a nivel de una plaça motora:

Paramètres del pulso:

- duraciôn 300 msec
- c. de eyecciôn 100 nA
- c. de freno 10 nA.

La amplitud de la despolarizaciôn es de 5 mV.

El Vm de la célula, 74 mV

Figura 60: Despolarizaciones fâsicas de 4 mV producidas por pul 
SOS de DTNB 
Paramètres del pulso:

- duraciôn 300 msec 
- c . d e  eyecciôn 100 nA
- c . de freno 10 nA

Vm de la fibra, 71 mV
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-Estudio de la interacciôn DTNB-carbacol

Con este fin utilizamos pipetas dobles de DTNB y carbacol, va- 
riando el pH del L.E.C. un un rango comprendido entre 6 y 8.

Globaljnente, los resultados obtenidos en este apartado fueron 
homogéneos, mostrândose la acciôn del DTNB sobre los potenciales 
de carbacol bajo dos aspectos fundamentales:

- inhibiciôn del potencial de carbacol por un pulso de DTNB 
apiicado previamente a él.

- potenciaciôn del potencial de carbacol cuando se aplica un 
pulso de DTNB coincidiendc en el tiempo con él.

De estos resultados parece deducirse la importancia de la re- 
laciôn temporal entre ambos pulsos. Sobre este punto volveremos 
a insistir en la discusiôn.

Los resultados obtenidos a distintos pH de L.E.C. pueden esque 
matizarse; "

Ringer pH 7

En estas condiciones expérimentales hemos observado los dos as 
pectos bàsicos de la interacciôn DTNB-carbacol. Estos aspectos 
se expresan en la figura 61.

Figura 61 : interacciôn DTNB-carbacol

Parâmetros de los pulsos:

droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
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 flécha.

en 1_ la amplitud inicial del pot. de carbacol es de 10 mV

en a se aplica un pulso de DTNB 2 seg. antes del pulso de carbacol 
y se observa una inhibiciôn 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 simultànemanete (doble flécha) y se 
observa una potenciaciôn de la despolarizaciôn 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: registre 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 despolarizaciôn correspondiente 
al carbacol. Los potenciales de DTNB se indican con una flécha.

Valoramos este registre positivamente en tanto es expresiôn de 
la independencia de los Canales de la pipeta doble.

Ringer pH 6

En ,esta condiciôn experimental sigue prevaleciendo la relaciôn 
temporal entre ambos pulsos a la hora de valorar su interacciôn.

Les resultados se pueden esquematizar en très grupos:

- efecto inhibitorio de un pulso previo de DTNB sobre el po­
tencial de carbacol.- Registres representatives de esta si

tuaciôn experimental se expresan en
las figuras 63 y 64.
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En ambas figuras los parâmetros de los pulsos son:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

Carb 20 100 5
DTNB 200 100 10

Figura 63: Se observa una disminuciôn 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 flécha 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 mV

En b se aplica un pulso de DTNB y el pot. de carba­
col se inhibe 5 mV sobre su amplitud inicial.

En ç potencial de carbacol sin pulso previo de DTNB
tiene una amplitud de 11.5 mV.

- efecto potenciador de un pulso de DTNB apiicado simultânea- 
mente con un pulso de carbacol.- Este tipo de interacciôn se

expresa en la figura 65.

Figura 65: Vm de la célula: 70 mV 

parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c . de freno
msec nA nA

Carb. 10 100 5
DTNB 200 100 10

La aplicaciôn simultânea de ambos pulsos se indica por una doble 
flécha.
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En a amplitud inicial del pot. de carbacol 5 mV

En b potenciaciôn de 6.5 mV sobre la amplitud inicial

En c pulso de carbacol aislado. La amplitud del potencial de 
carbacol vuelve a la inicial.

- relaciôn temporal entre los pulsos de DTNB y carbacol.- hemos
varia-

do el intervalo de aplicaciôn entre un pulso y otro. Los re­
sultados se muestran congruentes con la observaciôn de que eô 
lo la aplicaciôn simultânea de ambos pulsos résulta en poten­
ciaciôn .

Ejemplcs de este tipo de registres se pueden ver en las figu­
ras 66 y 67.

Parâmetros de los pulsos en las fig. 66 y 67:

Droga - duraciôn c. de eyecciôn c . de freno
msec nA nA

carb. 30 100 10
DTNB 200 100 10

Figura 66: Vm de la célula 70 mV

Se observa el efecto que tiene un pulso de DTNB (flécha), que 
produce una despolarizaciôn de 5 mV, apiicado 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
ciôn progresiva del potencial de carbacol.

En b se suspende la aplicaciôn de DTNB y se observa que el poten 
cial de carbacol vuelve progrèsivamente a su amplitud ini­
cial .
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Figura 67 : Efecto de DTNB sobre carbacol apiicado 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 carbacol.

A partir de c el pulso de DTNB se aplica 200 msec antes que el de 
carbacol
En c se observa ya una discrete potenciaciôn del orden de 1 mV 

sobre la amplitud inicial

En d aplicaciôn simultânea de ambos pulsos (doble flecha). Se
observa una potenciaciôn de 3 mV sobre la amplitud inicial.

Vm de la célula 78 mV.

Ringer pH 8

La interacciôn DTNB-carbacol a este pH de L.E.C. mostrô las 
mismas particularidades que a pH 6 y 7.

La fig. 68 es un ejemplo representative del tipo de interacciôn 
observado a este pH.

Figura 68: Vm de la fibra 79 mV

En a potencial de carbacol de 6 mV

En 2 (doble flecha) aplicaciôn simultânea de ambos pulsos;pot.de 2.5m 
2 "  " "  " " '' ”  8 "

g j j  2  "  "  "  • ' "  ”  ”  8  "

Los demâs registres curresponden a potenciales de carbacol ais- 
lados.
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Los parâmetros del pulso en este caso son los siguientes:

Droga duraciôn c. de eyeccion c. de freno
msec nA nA

Carb. 20 100 5
DTNB 300 100 10
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Fig 5 7
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Fig 58 1 seg
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Fig 59
1 seg
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1 seg



-228-

I c *  V

o
O)



- 2 2 9 -

s.

o
O)



-230-

ja

o»«
in

w
J?
ÜL



- 2 3 1 -

. O

to

o»
îT



-232-

ir>a
C l

E



- 2 3 3 -

Uv V j V

F i g  G  6
0 seg



-234-

a
oi
E



- 2 3 5 -

00to
o
E



— 2 3 6 —

2)- lONTOFORESIS CON REACTIVOS SULFHIDRILICOS REDUCTQRES

Memos trabajado con dos drogas:

- ditiotreitol (DTT)
- 2 mercapto etanol

a)- Microiontoforesis con DTT

La aplicaciôn iontoforética de DTT a nivel de la plaça da ori 
gen a despolarizaciones fâsicas. A nivel extrasinâptico y en zo­
nas alejadas de la plaça no se obtiene ningûn tipo de respuesta.

En el estudio de la acciôn del DTT hemos seguido la sistemâti 
ca general expuesta al principio del capitulo.

El pH de la soluciôn de DTT no se ha modificado durante los ex 
• perimentos. Este era del orden de 6.

La corriente de eyecciôn siempre es de polaridad positiva y la 
frecuencia de estimulaciôn es de 1/6 seg, salvo cuando se indique 
lo contrario.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

-lontoforesis con pipeta simple

La aplicaciôn iontoforética de DTT a nivel de la plaça motora 
va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas. En zo­
nas alejadas de la sinapsis neuromuscular no se obtiene ningûn ti 

y 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 aplicaciôn electroforética del mismo a nivel de una pla 
ca motora de una fibra de Vm 81 mV.

Paramétrés del pulso de DTT:

- duraciôn 200 msec
- c . de eyecciôn 100 nA
- c. de freno 10 nA

-Estudio de las despolarizaciones fâsicas producidas por la aplica­
ciôn iontoforética de DTT a nivel de la plaça motora

Se ban utilizado pipetas dobles para faciliter la localizacion 
de las plaças, valorando para ello la sensibilidad de la zona al 
carbacol. La sensibilidad minima requerida para la apariciôn de 
respuestas évidentes a la aplicaciôn de DTT es de 10 mV/nC para el 
carbacol. Una vez localizada la zona sensible al carbacol se pro­
cédé a la aplicaciôn de pulsos electroforéticos de DTT, obteniendo 
los siguientes resultados a diferentes pH de liquido extracelular:

Ringer pH 7

Se obtienen despolarizaciones fâsicas con la aplicaciôn icnto- 
forética de DTT a nivel de la plaça motora.

La sensibilidad media al DTT en esta situaciôn experimental es 
del orden de 0.3 mV/nC.

Ejemplo de estas despolarizaciones se pueden ver en las figuras 
70, 71 y 72.

Figura 70: Fotenciales de DTT de 9 mV de amplitud obtenidos
tras la aplicaciôn de un pulso de DTT de las siguientes carac- 
teristicas:
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- duraciôn 300 msec
- c. de eyecciôn 100 nA
- c. 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 fâsicas de 13 mV de amplitud pro­
ducidas por la aplicaciôn iontoforética a nivel de una plaça
motora de un pulso de DTT de las siguientes caracterîsticas:

- duraciôn 200 msec "
- c. de eyecciôn 100 nA
- c. de freno 10 nA

En este caso la sensibilidad para el DTT es de 0.7 mV/nC. La
mâs alta obtenida con cualquier agente sulfhidrîlico.
El Vm es de 78 mV.

Figura 72: misma célula que figura 71•

En a se aleja la pipeta de la plaça. Se observa que la ampli­
tud del potencial de DTT disminuye progresivamente hasta un valor 
de 9 mV en b.

Ringer pH 6

También a este pH la aplicaciôn iontoforética de DTT a nivel de 
la plaça motora va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fâ 
sicas.

La sensibilidad media para el DTT en este grupo de experimentos 
es del orden de 1.3 mV/nC. Esta cifra représenta el valor prome- 
dio mâs alto obtenido globalmente en el estudio de los réactives 
de grupos SH.

Ejemplos de las respuestas obtenidas se ven las figuras 73 y 74.
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Figura 73 : despolarizaciones fâsicas de 8 mV obtenidas tras la 
aplicaciôn iontoforética de DTT a nivel de una place motora.

Parametros del pulso:

- duraciôn 200 msec
- c. de eyecciôn 100 nA
- c. de freno 20 nA

El Vm de la fibra; 70 mV

Figura 74: Efecto de disminuir la duraciôn del pulso electrcfo 
rêtico sobre las respuestas obtenidas tras la aplicaciôn de un 
pulso de DTT de:

- c. de eyecciôn 100 nA
- c. de freno 15 nA

La duraciôn del pulso es diferente para cada registre: 

duraciôn del pulso despolarizaciôn
msec mV

en a 50 7
en b 40 6
en ç 30 5
en d 20 4

Ringer pH 8

Se obtienen despolarizaciones fâsicas tras la aplicaciôn de 
pulsos electroforéticos de DTT a nivel de zonas muy sensibles al 
carbacol.

La sensibilidad media para el DTT obtenida en estas condiciones 
expérimentales es del orden de 0.2 mV/nC.

Ejemplo del tipo de respuestas obtenidas se pueden ver en las 
figuras 75 y 76.
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Figura 75- despolarizaciones fâsicas de 8 mV de amplitud produ­
cidas por la aplicaciôn electroforética de un pulso de DTT de 
las siguientes caracterîsticas:

- duraciôn 200 msec
- c. de eyecciôn 180 nA
- c. de freno 5 nA

El Vm de la célula: 73 mV *

Figura 76: potenciales de DTT de 10 mV originados por la apli­
caciôn de un pulso de las siguientes caracterîsticas:

- duraciôn 200 msec
- c. de eyecciôn 180 nA
- c. de freno 15 nA

El Vm de la fibra: 72 mV

-Estudio de la interacciôn DTT carbacol

Globalmente la interacciôn entre el DTT y el carbacol es fun- 
ciôn de la relaciôn temporal entre ambos pulsos electroforéticos. 
Por ello, para su estudio, hemos realizado registros a distintos 
intervalos entre ambos pulsos. La sistemâtica seguida en esta fa 
se del experimento, ha sido la de mantener fijo el retarde del pul 
so de carbacol, variando el retardo del pulso de DTT, de modo que, 
sucesivamente lo aproximâbamos, lo hacîamos coincidir o lo retra 
sâbamos con respecte al pulso de carbacol.

Los resultados se pueden esquematizar en los siguientes grupos:

- inhibiciôn del potencial de carbacol cuando este va _prece- 
dido de un pulso de DTT

- potenciaciôn del potencial de carbacol cuando ambos pulsos 
se aplican simultâneamente o muy prôximos en el tiempo
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-apariciôn de supersensibilidad tras la aplicaciôn de pulsos 
de DTT.

Los resultados desglosados en las distintas condiciones exper^ 
mentales son los siguientes:

Rinqer pH 7

A este pH de L.E.C. se observa:
- inhibiciôn del potencial de carbacol cuando va precedido 

de un pulso de DTT.

- potenciaciôn del potencial de carbacol cuando simultânea­
mente a él se aplica un pulso de DTT

- apariciôn de supersensibilidad

Los resultados représentât!vos de esta situaciôn experimental 
se ilustran en las figuras 77, 78 y 79.

Figura 77 : efecto de variar el retardo del pulso de DTT con re^
pecto a un pulso de carbacol que se mantiene cor. un retardo fi-
jo de 2000 msec con respecto a Iq . Los retardes del pulso de
DTT se indican en la figura debajo de las fléchas.

Los potenciales de carbacol aislados se indican con la letra c-

Los pulsos simultâneos de DTT y carbacol se indican con una do- 
ble flécha.
Parâmetros de les pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn 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 inhibiciôn de esta amplitud cuando los pulsos 
de DTT se aplican a 1500,1200,1100,1000 y 900 msec antes del 
pulso de carbacol. La inhibiciôn 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 discrete estado de supersensibilidad de
1 mV sobre la amplitud inicial al suprimir los pulsos de DTT.

- en b potenciaciôn de 5.5 mV sobre la amplitud inicial al coin 
cidir los dos pulsos.

- en ç  se sigue observando una potenciaciôn de 4  mV al aplicar 
el pulso de DTT 200 msec después del pulso de carbacol.

- la aplicaciôn del pulso de DTT posteriormente a mâs 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 
ciôn que tiene el carbacol sobre el DTT. El potencial de DTT 
se hace mâs évidente cuando se aplica después del pulso de car 
bacol:

- amplitud del potencial de DTT aislado; 5, mV

- cunplitud del potencial de DTT cuando va precedido de un 
potencial de carbacol; 7-5 mV.

Figura 79: supersensibilidad tras la aplicaciôn de pulsos de 
DTT:

- en a amplitud inicial del potencial de carbacol; 18 mV
- tras la aplicaciôn de varios pulsos de DTT que preceden
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en 1500 msec al potencial de carbacol se observa una inhibi
cion de este ultimo.

- al suprimir los pulsos de DTT el potencial de carbacol tie
ne una amplitud de 21 mV

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

carb 10 180 5
DTT "200 100 10

Vm de la célula; 72 mV 

Rinqer pH 6

Los resultados obtenidos a este pH de L.E.C. son homogéneos 
con los observados a pH 7.

El resultado de la interacciôn DTT-carbacol globalmente es fun 
cion de le relaciôn temporal entre ambos estîmulos:

- aplicado el pulso de DTT previamente al de carbacol a mâs de 
500 msec, tiene un efecto inhibitorio sobre este ultimo.

- a partir de los 500 msec hasta la aplicaciôn simultânea de 
ambos pulsos, el resultado observado es el de una potencia­
ciôn .

- se observa también supersensibilidad.

Ejemplo de lo obtenido en esta situaciôn experimental se ilustra 
en la figura 80.

Figura 80:

- el pulso de carbacol se aplica con un retardo f ijo de 2200 msec
- los potenciales de carbacol aislados se indican con la letra c
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- los pulsos de DTT y carbacol simultâneos se indican con una 
doble flecha

- el retardo de los pulsos de DTT se indica en la figura deba- 
jo de las fléchas

- en a la amplitud inicial del potencial de carbacol es de 12 
mV.

- se observa una disminuciôn 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 potenciaciôn es de 1.5 mV sobre la amplitud inicial.

- en c supersensibilidad de 2.5 mV sobre la amplitud inicial.

- en d se aprecia otra potenciaciôn del potencial de carbacol 
cuando el pulso de DTT se aplica 200 msec antes del mismo.

Vm de la célula; 72 mV

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn 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 aplicaciôn de pulsos de DTT. Asimismo, la potenciaciôn 
es mâs évidente cuando el pulso de DTT se aplica inmediatamente 
después del pulso de carbacol.

Ejemplo de este tipo de interacciôn obtenido en esta condiciôn 
experimental se puede ver en la figura 81.
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F i g u r a  81 :

- el pulso de carbacol se aplica con un retardo fijo de 1700 
msec

- el retardo del pulso de DTT se indica en la figura debajo de 
. las fléchas

- en a la amplitud inicial del potencial de carbacol es de lOmV

■- en b se aplica un pulso de DTT 200 msec después del pulso de
carbacol y se aprecia una potenciaciôn de 1.5 mV sobre la am­
plitud inicial.

- en c se aplica un pulso de DTT 200 msec antes del pulso de 
carbacol y se aprecia una inhibiciôn 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 potenciaciôn de la despolariza 
ciôn del orden de 2 mV.

- en 1_, 2 y 3 no se aprecia supersensibilidad al suprimir los
pulsos de DTT.

Vm de la célula; 71 mV
Parâmetros de los pulsos;

droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

Carb 20 200 5
DTT 200 100 10
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b)- Microiontcforesis con 2 ME

La aplicaciôn iontoforética de 2ME a nivel de la plaça motora 
va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas. No se 
obtienen respuestas cuando la aplicaciôn se realiza a nivel extra 
sinâptico o en zonas alejadas de la plaça.

En el estudio de la acciôn del 2 ME se ha seguido la sistemât^ 
ca general ya expuesta.

El pH de la soluciôn de 2 HE, ha sido del orden de 4 y no se ha 
variado durante las distintas fases expérimentales. Este valor de 
pH corresponde al pH de la soluciôn comercial de 2 ME.

La frecuencia de aplicaciôn de pulsos electroforéticos ha sido 
de 1/6 seg., salvo cuando se indique lo contrario.

La polaridad de la corriente electroforética ha sido positiva.
No hemos obtenido ningûn tipo de respuesta utilizandc pulsos de co 
rriente negatives y por ello nuestro diseno experimental ha sido:

- corriente de eyecciôn; positiva
- corriente de freno; negative

Esto ultimo contrasta con el diseRo de otros autores y volvere
mos sobre ello en la discusiôn.

-lontoforesis con pipeta ùnica

Se obtienen despolarizaciones fâsicas tras la aplicaciôn elec-
trcforética de pulsos positivos de 2 ME a nivel de la plaça motora.
En zonas extrasinâpticas 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 fâsicas 
de 4 jnV obtenidas en esta situaciôn experimental.

Figura 82: Vm de la célula 72 mV

Parâmetros del pulso:

- duraciôn 200 msec
- c. de eyecciôn 100 nA
- c. de freno 15 nA

-Estudio de las despolarizaciones fâsicas producidas por la aplica­
ciôn iontoforética de 2 ME a nivel de la plaça motora

Se han utilizado pipetas dobles. Con ayuda del canal de carba 
col se localizan zonas sensibles a este agente colinérgico. La 
-sensibilidad minima para el carbacol requerida para la apariciôn 
de respuestas évidentes a la aplicaciôn de pulsos de 2 ME, es del 
orden de 8.5 mV/nC. Una vez localizada una zona sensible al car­
bacol, se procédé a la aplicaciôn 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 
difusiôn. ___

Los resultados obtenidos a distintos pH de L.E.C. son los si­
guientes:

Ringer pH 7

La aplicaciôn de pulsos positivos de 2 ME a nivel de la plaça, 
va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas a nivel de 
la membrana postsinâptica.

La sensibilidad media para el 2 ME en estas condiciones expert
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mentales es del orden de 0.3 mV/nC.

Ejemplo de estas despolarizaciones fâsicas se pueden ver en la 
figura 83.

Figura 83: potenciales de 2 ME de 5 mV de amplitud producidos 
por la aplicaciôn electroforética de 2 ME a nivel de una plaça 
motora.

Parâmetros del pulso;

- duraciôn 200 msec 
- c . d e  eyecciôn 100 nA
- c. de freno 20 nA

Rinqer pH 6

A este pH de L.E.C. la aplicaciôn iontoforética de 2 ME a ni­
vel de la plaça motora o en zonas muy prôximas a ella, va seguida 
de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas.

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 fâsicas obtenidas tras la aplicaciôn de pul­
sos de 2 ME a nivel de una plaça motora de una fibra con un Vm 
de 80 mV.

Parâmetros del pulso:

- duraciôn 200 msec

• ' - c. de eyecciôn 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 duraciôn 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 aplicaciôn electroforética de 2 ME va 
seguida asimismo de la apariciôn de despolarizaciones fâsicas.

La sensibilidad media al 2 ME en estas condiciones expérimenta 
les es de 0.1 mV/nC.

La figura 85 ilustra una respuesta obtenida en estas condicio­
nes expérimentales. .

Figura 85 : potenciales de 2 ME de 5 mV de amplitud obtenidos
tras la aplicaciôn de un pulso de 2 ME de las siguientes carac- 
teristicas:

- duraciôn 200 msec 
- c . d e  eyecciôn 150 nA
- c. de freno 15 nA

Vm de la fibra; 80 mV

-Estudio de la interacciôn 2 ME-carbacol

Los resultados pueden conceptuarse globalmente afirmando que ba 
sicamente dependen de la relaciôn temporal entre los pulsos de for 
ma que:

- la aplicaciôn simultânea de ambos pulsos origina una poten­
ciaciôn.

- un pulso previo de 2 ME résulta en inhibiciôn o potenciaciôn 
del potencial de carbacol, dependiendo de la relaciôn tempo-
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ral entre ambos.

- la apariciôn de supersensibilidad es frecuente.

Los resultados desglosados en las diferentes condiciones expé­
rimentales son les siguientes:

Ringer pH 7

Sigue las lineas générales expuestas previamente. La figura
86 expresa Los resultados obtenidos a este pH de L.E.C.

Figura 86

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

Carb 10 200 5
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 fléchas

- 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 respecte a la am­
pli tud inicial

- en c un pulso de 2 ME aplicado 1200 msec antes del pulso de car 
bacol potencia el potencial de carbacol 0.5 mV respecte a la am 
plitud inicial

- en d aplicaciôn simultanea de ambos pulsos; se observa una poten 
tiadiôn de 5 mV sobre la amplitud inicial. Esta potenciaciôn
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disminuye espontâneamente en los registres siguientes:

- en e nueva aplicaciôn simultânea de ambos pulsos; potenciaciôn 
de 5 mV

- en 2 supersensibilidad de 1 mV sobre la amplitud inicial y 

Ringer pH 6

Basicamente se obtienen los misraos resultados que a pH ?• Sin 
embargo, a este pH de L.E.C., la aplicaciôn de ambos pulsos simul 
tâneamente va seguida de la apariciôn sde potenciales de acciôn. 
Ejemplo de esta situaciôn experimental se ilustra en la figura 87.

Figura 87 : Vm de la célula 80 mV

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

carb 10 200 10
2 ME 200 100 5

- én a amplitud inicial del potencial de carbacol 18 mV

- en s aplicaciôn simultânea de ambos pulsos
- potenciales de acciôn sefSalados con una flécha

El Vm pierde negatividad debido a que la contracciôn de la fi- 
bra mueve el electrodo de registre.

Ringer pH 8

Los resultados obtenidos a este pH de L.E.C. son homogéneos con 
los expuestos como principios générales de la interacciôn 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

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn 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 fléchas.

- en a amplitud inicial del potencial de carbacol 12 mV

- en b pulso de 2 ME 1500 msec antes que el pulso de carbacol. Se
observa una inhibiciôn del potencial de carbacol de 3 mV sobre 
su amplitud inicial.

- en c pulso de ME 500 msec antes que el pulso de carbacol; se ob
serva una potenciaciôn de este ultimo del orden de 3 mV sobre su
amplitud inicial.

- en d discrete supersensibilidad de 1 mV sobre la amplitud ini­
cial .
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D)- ACCION DEL CURARE SOBRE LAS RESPUESTAS PE LA MEMBRANA POSTSINAP- 
TICA A LA APLICACION ELECTROFORETICA PE REACTIVOS SULFHIDRILICOS

La finalidad de estos expérimentes ha side la de valorar el lu- 
gar de acciôn de los réactives sulfhidrilices de una manera mâs 
précisa. Para elle, hemes aplicado una concentraciôn constante de 
tubocurarina al bafie de la preparaciôn y simul tâneamente se ha eb- 
servado el efecto que esta droga tiene sobre los potenciales de 
carbacol y los potenciales de réactivés sulfhidrilices.

Se ha trabajado a pH 7 y siempre con pipetas dobles para poder 
comparar el efecto del curare sobre los potenciales de réactivés 
de grupos SH con respecte al efecto que tiene sobre el potencial 
de carbacol.

La concentraciôn de curare ha side de 10~^ M.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Acciôn del curare sobre los potenciales de OIB

El curare tiene un efecto inhibitorio sobre los potenciales de 
OIB. Esto se puede ver grâficamente en las figuras 89 y 90.

Figura 89: la flécha indica el momento en que se afladiô curare
al baflo. Se observa una inhibiciôn del potencial de carbacol y
del potencial de OIB (flécha doble).

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

Carb 4 200 5
OIB 200 150 10

La comparaciôn 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 mV) 100% (6.5 mV)
86% 83%
62% " 61%
24% 29%
12% 16%
0% 6%

La relaciôn 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 discusiôn.

Acciôn 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 flécha indica el momento en que se aflade curare
al baMo de la preparaciôn. Se observa una inhibiciôn del poten 
cial de carbacol y del potencial de DTNB (flécha doble).

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

Carb '10 200 5
DTNB 200 150 5

La comparaciôn del efecto del curare sobre el potencial de car­
bacol y el potencial de DTNB se expresa en la grâfica 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 relaciôn 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 di^ 
cusiôn.

Acciôn del curare sobre los potenciales de DTT

El curare inhibe los potenciales de DTT, si bien no en la misma 
proporciôn que a los potenciales de carbacol.

En la figura 93, se puede observer el efecto inhibitorio de la 
tubocurarina sobre los potenciales de DTT (doble flécha) y sobre 
los potenciales de carbacol.

Figura 93: La flécha indica el momento en que se aflade curare
al baflo.

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

Carb 6 200 5
DTT 200 180 10

La comparaciôn entre el efecto inhibitorio del curare sobre los
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potenciales de carbacol y los potenciales de DTT se expresa en la 
grâfica 94 y en la siguiente tabla:

La amplitud inicial de ambos potenciales se conceptûa como 100% 

Carbacol DTT

100% (16.5 mV) 100% (2.5 mV)
94% 88%
82% 86%
73% 84%
70% 83%
0% 60%

La relaciôn no es lineal y el efecto del curare sobre los poten 
ciales de DTT es claramente distinto al efecto del mismo sobre el 
carbacol y las drogas oxidantes. A nuestro juicio esto sugiere dî  
ferentes lugares de acciôn de las citatias drogas. Volveremos so­
bre ello en la discusiôn.

Acciôn del curare sobre los potenciales de 2 ME

Se observa un efecto inhibitorio de las mismas caracteristicas 
que las sefialadas para el DTT. La figura 95 représenta un regis­
tre de potenciales de carbacol y 2 ME y el efecto del curare sobre 
los mismos. La flécha indica el momento en que se aftade curare al 
baflo. »

Parâmetros de los pulsos:

Droga duraciôn c. de eyecciôn c. de freno
msec nA nA

Carb 10 200 5
2 ME 200 100 10

La comparaciôn entre el efecto inhibitorio del curare sobre los
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potenciales de carbacol y 2 ME se expresa en la grâfica 96 y en la 
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

La finalidad de estos expérimentes ha side doble: por una par 
te, hemos querido descartar cualquier efecto de los reactivos de 
grupcs SH "a nivel de" o "a través de" la membrana presinaptica 
en la genesis de las respuestas de la membrana postsinâptica orî  
ginadas tras la aplicaciôn iontoforética de los mismos. Por otra 
parte, nuestra finalidad ha sido la de obviar cualquier interpre 
taciôn relativa a la posibilidad de generaciôn de respuestas post 
sinapticas, a través de un estîmulo eléctrico de la terminal ner- 
viosa presinaptica con el pulso electroforético de la droga en 
cuestiôn, si bien, esta ultima posibilidad quedaba practicamente 
descartada por la utilizaciôn de pulsos de menos de 500 msec de 
duraciôn.

Para cumplir estos objetivos, se ha utilizado un bloqueador 
presinâptico de la transmisiôn neuromuscular: la beta bungarotoxi 
na. Esta droga se ahadiô al bano de la preparaciôn del musculo 
sartorio con nervio a la concentraciôn de 5 Microgramos/ral.

En estas condiciones expérimentales, se procediô al estimulo del 
nervio y al registre intracelular del potencial de acciôn muscular 
en la zona de las plaças motoras. Este procedimiento se repitiô 
hasta constater el bloqueo total de la T.N.M. El criterio seguido 
para ello evidentemente fue' comprobar la ausencia de potenciales 
de acciôn y/o potenciales de plaça tras estimulo del nervio motor.

• El- bloqueo total de la transmisiôn sinâptica se obtuvo a las 
très horas. En este momento, se procediô a la aplicaciôn de los 
reactivos sulfhidrilices mediante têcnica electroforética.

• Erf estas condiciones expérimentales obtuvimos despolarizaciones
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fâsicas tras la aplicaciôn iontoforética de reactivos de grupos
SH a nivel de la plaça motora. Ejemplos de las mismas se obser-
van en las figuras 97 y 98.

Figura 97: Potenciales de OIB obtenidos tras la aplicaciôn ion
toforêtica de la droga a nivel de una plaça motora a las 3 ho­
ras de haber afiadido Bêta BUTOX_a la preparaciôn. Después de 
obtener este registre, se procediô nuevamente a la estimulaciôn 
del nervio motor constatândose el bloqueo complète de la trans 
misiôn.

Parâmetros del pulso:

- duraciôn 250 msec
- c. de eyecciôn 180 nA
- c. de freno 10 nA

La amplitud de los potenciales de OIB es de 7 mV
El Vm de la célula 78 mV

Figura 96: Potenciales de 2 mV de amplitud producidos por la 
aplicaciôn iontoforética de 2 ME a nivel de una plaça motora. 
Este registre se obtuvo 5 horas después de afiadir Beta BUTOX 
al bafio de la preparaciôn. Con posterioridad, se constaté a si. 
mismo, la existencia de bloqueo de la T.N.M.

Parâmetros del pulso:

- duraciôn 200 msec 
- c . d e  eyecciôn 1 00 nA
- c. de freno 10 nA

El Vm de la fibra; 80 mV.
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A)-iniciamos el trabajo experimental de esta tesis estableciendo 
los parâmetros bioeléctricos convencionales de las fibras muscu- 
lares del sartorio de la rana. En un sentido amplio, la finali­
dad de este estudio fue la de constater la viabilidad de nuestra 
preparaciôn en las distintas condiciones de pH de L.E.C. que iba 
mes a emplear en el estudio de la aplicaciôn de los reactivos Sul 
fhidrilicos a nivel de la plaça motora y en zonas aiejadas de la 
misma.

Nuestros resultados indican en primer lugar, la viabilidad de 
nuestra preparaciôn en un rango de pH comprendido entre 6 y 8.
En segundo lugar, queremos destacar que el estudio de potencial 
de membrana y propiedades pasivas de la misma, se ajustan a los 
resultados obtenidos por otros autores que han realizado este e^ 
tudio en la misma preparaciôn biolôgica (HODGKIN y HOROWICZ 1959 
b; DEL CASTILLO, NELSON y SANCHEZ 1962; LAMBERT 1973).

Considérâmes necesario hacer las siguientes observaciones:

- el rango de pH manejado por nosotros no ha sido lievado a ex 
tremos de acidez o alcalinidad.

- a pH 6 y 8, hemos obtenido valores de Vm menores que a pH ?•
A pH 7, el valor medio encontrado fu^ 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 li- 
geramente superiores en medio âcido, cqn respecte a los valo
res encontrados a pH neutre. Esta diferencia con nuestros
resultados puede ser debida a que estos autores trabajan a un 
pH de 4.8 y 5.2. Por ultimo, estos autores encuentran una
disminuciôn de Vm en pH acide 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 âcido, pH 6, con respecte a los valores obtenir 
dos a pH 7• A pH 8 se observa-una disminuciôn de la resis­
tencia input con respecte a la medida a pH neutre:

- resistencia input pH 7
- resistencia input pH 6
- resistencia input pH 8

239131 (D.S. 28602) 
654364 (D.S. 195630) 
199005 (D.S. 53473)

■ EStos dates deben ser tenidos en cuenta a la hora de valorar 
resultados posteriores, ya que el aumento de resistencia input a 
pH âcido implica una mayor caida del potencial de membrana, debi 
da a la acciôn cortocircuitante del transmisor (DEL CASTILLO, NEL­
SON y SANCHEZ, 1962). Este, en definitive, se traduce en una sen 
sibilidad aumentada de la membrana pôstsinâptica para el transmi­
sor a- pH âcido. Por el contrario, a pH alcalino la sensibilidad 
de la membrana pôstsinâptica se encontrarâ disminuida y las res- 
puestas a los agentes despolarizantes serân menores.
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Al comienzo de nuestro trabajo, justificâbamos. el mismo con el 
propôsito de continuer una linea de investigaciôn encaminâda a es 
tudiar el receptor colinérgico de la plaça motora de la rana con 
técnicas electrofisiolôgicas actuales y a la luz de las dos hipô-. 
tesis existantes en relaciôn a la exacta naturaleza del receptor. 
Estas dos tendencies vienen representadas por los trabajos de 
KARLIN y colaboradores y por otra parte, por el grupo de trabajo 
de DEL CASTILLO. Los resultados de ambas lineas de investigaciôn 
y sus postulados bâsicos han sido referidos con detalle en la In- 
troducciôn.

La valoraciôn global de nuestra particular maner.a de realizar 
la técnica electroforética ha quedado descrita con cierto detalle 
en Material y Métodos. Bâstenos por tanto, afiadir ahora que, con 
trastada con los requisitos que para la realizaciôn correcte de 
la misma determiner otros autores (DREYER, PEPER y STERZ, 1978) la 
aplicaciôn iontoforética de sustancias a nivel de la plaça, ha si­
do realizada con el mâximo 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 aspeç 
tos que requieren como condiciôn indispensable el uso de un si ste­
rna ôptico Nomarski, del que en la actualidad carecemos.

La discusiôn de nuestros resultados debe hacerse teniendo pré­
sente la técnica utilizada. En efecto, un primer aspecto que lla­
ma la atenciôn en nuestros resultados expérimentales, es la obten- 
ciôn de despolarizaciones con la aplicaciôn de reactivos sulfhidr^ 
licos. Independientemente de consideraciones posteriores, es nues 
tro propôsito inmediato hacer una breve referencia a las posibles 
diferencias interprétatives a que puede dar lugar el uso de méto­
dos diferentes a la hora de estudiar un mismo aspecto de la fisio 
logia celular; transmisiôn neuromuscular y receptor colinérgico 
en nuestro caso.
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La técnica iontoforética permite la obtenciôn de concentracio 
nés elevadas de la droga problema en las inmediaciones de una zo 
na muy circunscrita de la membrana celular. Ademâs, esta zona 
puede ser escogida y determinada por la correcta situaciôn de la 
pipeta a nivel del lugar exacto donde se quiere estudiar la ac­
ciôn de determinada droga. Ninguno de estos requisitos puede lo 
grarse aplicando la droga problema al bano de la preparaciôn.

Por otra parte, el estudio de los reactivos sulfhidrilicos a 
nivel de zonas muy circunscritas de la membrana celular, plantea 
otro's problèmes. Estos reactivos pueden potenciaimente reaccionar 
con cualquiera de los grupos S-S o SH, que siendo accesibles a los 
mismos se encuentren présentes en las cèlulas. La interacciôn es- 
peclfica con determinados grupos SH o S-S dificilmente puede lo- 
grarse aplicando la droga al baOo de la preparaciôn, ya que en el 
mejor de los casos, se obtendrâ ademâs del efecto de los reacti­
vos suifhidrilicos sobre los posibles grupos reactivos a nivel 
del receptor, un efecto generaiizado inespecifico sobre los gru­
pos reactivos accesibles detoda la superficie celular. Esta di- 
ficultad puede solventarse con la aplicaciôn de los reactivos sul̂  
fhidrilicos a nivel de zonas localizadas, empleando para ello pul̂  
S O S  electroforéticos de corta duraciôn que garanticen concentra- 
ciones despreciables de los mismos en el liquide que baila la pre­
paraciôn .

Otro problema a tener en cuenta cuando se quiere estudiar la 
acciôn 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. Résulta évidente que la 
aplicaciôn de los mismos al bano tendria que ir seguida de prolon 
gados periodos de exposiciôn o alternativamente, la concentraciôn 
de la droga en el L.E.C. debe ser muy elevada. Por citar un ejem
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plo comparative, destacamos la duraciôn mâxima de 500 msec de nues 
tros pulsos electroforéticos, frente al minimo de 10 minutes de 
aplicaciôn de la droga al baflo realizada por otros autores (BEN 
HAIM, LANDAU y SILMAN, 1973).

Es de resaltar por tanto, que el empleo de la técnica electro 
forética con dispositive de corriente constante, permite el estu 
dio de las posibles interacciones de drogas de baja eficacia con 
grupos funcionales o estructurales situados en, o en las inmedia 
ciones del propio receptor. Ello es posible debido a que la téç 
nica iontoforética de corriente constante garantiza la concentra 
ciôn constante y localizada de la droga problema a nivel de là 
zona elegida para estudiar su interacciôn.

Por ûltimo, queremos dejar constancia de que $ nuestro juicio, 
la aplicaciôn electroforética de sustancias simula mâs fielmente 
la liberaciôn fisiolôgica de los transmiëores naturales. Por 
ello, nuestros resultados deben conceptuarse ante.todo como debi 
dos a la acciôn breve de determinados reactivos de grupos sulfhi-* 
drîlicos sobre zonas muy localizadas de la membrana de la fibra 
muscular.

El componente de electroosmosis es el fundamental en la eyec- 
ciôn de reactivos suifhidrilicos desde la punta de la pipeta. Con 
anterioridad nos hemos referido al aspecto teôrico de la electro­
osmosis. Bâstenos sefialar ahora, que las drogas utilizadas en 
nuestro trabajo constituyen un grupo no fuertemente ionizado y por 
tanto, résulta coherente y lôgico que la fuerza impulsera de las 
mismas sea la electroosmosis y no la iontoforesis.

Sentadas estas premisas previas, pasamo.s a la discusiôn e inter 
pretaciôn de nuestros resultados.
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La aplicaciôn iontoforética de reactivos suifhidrilicos, oxi- 
dantes y reductores va seguida de la apariciôn de despolarizacio 
nés fâsicas a nivel de la membrana pôstsinâptica. Estas respues 
tas se muestran independientes del pH del medio.

»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 variaciôn de pH del medio (6-8) no ha 
sido lievado a extremes limites de acidez o alcalinidad.

- las constantes de disociaciôn de los tioles proteicos pue 
den depender mas del entorno inmediato de los grupos sul- 
fhidrilos que del pK de los mismos, e incluse pueden ser 
independientes del pH del medio (JOCELYN, 1972).

Ademâs de lo anterior, hay que tener en cuenta que los tioles 
dificilmente se auto-oxidan en ningûn 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 
reacciôn oxidativa: temperatura, tension de oxigeno, pH del medio 
-dentro de ciertos limites- y muy en especial, la naturaleza del 
tiol en cuestiôn. Este ûltimo factor nos es desconocido, ya que 
la exacta naturaleza de la, o las proteinas en cuestiôn, no ha si 
do determinada, si bien podemos afirmar que son portadoras de un 
grupO S-S por lo menos y muy probablemente, como demostraremos mâs 
adelante, de un grupo SH.

En este mismo sentido, queremos destacar un factor que a nues 
tro juicio debe ser tenido en cuenta. La utilizaciôn de ciertos 
reactivos sulfhidrilicos, por ejemplo nucleofilicos como el bisui 
fito (STEINACKER, 1979), puede ocasionar una "superoxidaciôn" de 
grupos S-S, obteniendo como productos de la reacciôn, âcidos sul- 
finicos y sulfônicos; lo cual, en definitiva, implica la ruptura
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de los grupos S-S implicados en la reacciôn.

Este tipo de reacciones de super-oxidaciôn, dependen en gran 
parte del reactivo sulfhidrilico que se utilice y se ve favoreci 
da por la alcalinidad del medio, siendo mâxima a pH 8.

Sobre la base de estos conceptos prévios, pasamos a estudiar 
las respuestas obtenidas en nuestra preparaciôn a la aplicaciôn 
electroforética de reactivos sulfhidrilicos-oxidantes y reducto­
res- a nivel de la membrana pôstsinâptica. Lo primero que nos 11a 
mô la atenciôn fue la homogeneidad en los resultados: todos los
reactivos ocasionaban despolarizaciones a nivel de la plaça moto 
ra. Este efecto habla sido comprobado reiteradamente y con el em 
pleo de pipetas simples y dobles. Fue, sin duda, la obtenciôn de 
respuestas Claras y reproducibles con pipetas unicas el factor 
que mâs influyô en la aceptaciôn de estas despolarizaciones como 
debidas, fuera de toda duda, a la aplicaciôn ûnica y exclusive de 
reactivos sulfhidrilicos a nivel de la plaça motora.

A primera vista existian dos posibilidades:

- que estuvieramos en presencia de una interacciôn de tipo 
"inespecifica", o bien

- que de alguna manera estuviesemos actuando sobre un lugar 
ûnico, comûn para ambos tipos de reactivos.

La primera posibilidad quedaba descartada por el hecho de que 
respuestas "inespecificas" habrian sido obtenidas aleatoriamente 
a nivel de multiples zonas de la membrana de la fibra muscular. 
Muy por el contrario, en nuestra preparaciôn, el imperative para 
la obtenciôn de respuestas a los reactivos de grupos sulfhidrili­
cos, era la aplicaciôn iontoforética de la droga en cuestiôn en 
zonas extremadamente sensibles al carbacol. Lôgicamente se dedu- 
cia, que la condiciôn era la proximidad de la proteina receptora.
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La no obtenciôn de despolarizaciones a nivel de zonas extrasinâp 
ticas o alejadas de la plaça, nos llevô ademâs a concluir que con 
toda probabilidad estâbamos en presencia de grupos reactivos de 
incidencia funcional. Esta ultima conclusiôn nos vino dada por 
el hecho conocido de que los grupos sulfhidrilicos mâs "reactivos" 
son aquellos que tienen un papel funcional claro, o por lo menos, 
estân implicados estructuralmente en zonas que tienen una elevada 
incidencia funcional (JOCELYN, 1972).

Establecido de esta manera, el carâcter especifico aparente de 
nuestras interacciones droga-receptor, y las despolarizaciones sub 
siguientes, pasamos a considerar la segunda posibilidad.

En principio, resultaba dificil aceptar que oxidantes y reduc- 
tores pudiesen estar actuando de alguna manera a nivel de un gru­
po comûn. Quedaba, sin embargo, la posibilidad de lo que hemos 
denominado "superoxidaciôn", cuyo resultado ûltimo, al fin y al 
cabo, era comparable a la acciôn 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 linea de pensamiento, nos 
pareciô indispensable analizar todas las posibilidades de inter­
acciôn de las drogas empleadas en nuestro trabajo.

•Independientemente de esta ûltima posibilidad, barajamos otra 
que podia tener importancia. En efecto, es un hecho que los gru­
pos S-S tienen importancia en la determinaciôn de la estructura 
terciaria de las proteinas; pero sin embargo, los grupos SH tienen 
un gran sentido de funcionalidad. Teniendo ésto présente, nos plan 
teamos la posibilidad de estar actuando a nivel, no de un grupo co­
mûn, pero si de una estructura con unidad funcional.

Para dilucidar la alternativa correcta, era necesario analizar 
el mecanismo intimo de acciôn de las drogas utilizadas por nosotros.
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BI Mecanismo de acciôn de los reductores

Las dos drogas empleadas por nosotros, 2 ME y DTT, son reduc­
tores especificos de grupos SH. La ûnica acciôn posible adjudica 
ble a ellos, era la ruptura de un puente disulfuro:

XSH + PROTSSPROT  ........  XSSPROT + PROTSH

XSH + XSSPROT ............  XSSX + PROTSH

Esta reacciôn es comûn para ambos reductores, siendo XSH el 
2 ME o el DTT. El producto final de la reacciôn es la proteina 
con grupos SH reducidos y el reactivo oxidado.

Parecia claro, por tanto, que la ûnica posibilidad de interac­
ciôn 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 despolarizaciôn.

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 estâbamos frente a una manipulaciôn farmacolôgica 
o frente a un suceso por lo menos parcialmente fisiolôgico. Nues­
tro sentir al respecte, quedarâ expuesto cuando tratemos el proble 
ma de las interacciones Carbacol-reactivos sulfhidrilicos.

Quedaba, por ûltimo, explicar razonablemente cômo una ruptura 
de un grupo S-S podia llevar a la obtenciôn de .respuestas de cam­
bio de potencial de tipo fâsico. Para ello, habla que suponer un 
cambio transitorio, lo cual slgnificaba una reoxidaciôn râpida e 
"in situ" del puente reducido. Dos posibilidades podian explicar.
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dentro de la lôgica y coherencia necesarias para todo este tipo 
de razonamiento, el mecanismo subyacente. Por una parte, el gru 
po S-S podia reducirse por acciôn del reductor y luego reoxidar- 
se espontâneamente. Esto cabe dentro de lo razonable, ya que es 
tudios polarogrâficos, han demostrado la existencia de grupos SS 
que pueden reducirse reversiblemente (JOCELYN, 1972). Por otra 
parte, podia invocarse la presencia de un grupo SH proximo, me- 
diante el cual se podria establecer una reacciôn 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 albûmina 
bovina y la humana (JOCELYN, 1972).

Con estos datos, y sin entrar aûn en el problema de las inter 
acciones de los reactivos sulfhidrilicos con el carbacol, podia- 
mos razonablemente aceptar que la ruptura, farmacolôgica en este 
caso, de un grupo S-S prôximo a la proteina receptora, era res­
ponsable de la apariciôn de un cambio conformacional que se tra­
ducia a su vez en un cambio de potencial de tipo fâsico,

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 espontâneamente durante la activaciôn del receptor y que 
su funciôn es meramente estructural. Basa su afirmaciôn en el he 
cho de que al aPiadir DTT al bano .de la preparaciôn, las respues­
tas al carbacol o acetilcolina se inhiben, y también, en el hecho 
de-que la Netilmaleimida (NEM), agente alquilante, no ejerce ac­
ciôn alguna inhibitoria cuando es aüadida al baFio aisladamente, 
en ausencia de un tratamiento previo con DTT.

A este respecto, solo podemos aducir que en nuestro diseno ex-
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perimental y razonamiento subyacente, es condiciôn indispensable 
la aplicaciôn electroforética de la droga, que a nuestro juicio, 
produce cambios râpidos y réversibles, en este caso, a nivel del 
grupo S-S. Hemos visto que ambos requisitos pueden ser perfecta 
mente probables y sôlo nos cabe afiadir, que en el supuesto que 
postulâmes, la ruptura y posterior oxidaciôn del puente SS, séria 
tan râpida que muy probablemente la NEM afladida al baflo, no po­
dria bloquear grupos SH de tan transitoria formaciôn.

Este ultimo aspecto necesita confirmaciôn experimental con apli_ 
caciôn electroforética de reductores a nivel de la plaça y simul- 
tânea aplicaciôn de NEM al baMo.

O Mecanismo de acciôn de los oxidantes

Las dos drogas utilizadas por nosotros, deben tratarse indepen 
dientemente, ya que cabe la posibilidad de mecanismos de acciôn 
diferentes.

Antes de entrar en el mecanismo de acciôn de las drogas oxidan 
tes de grupos SH, queremos dejar sentadas determinadas premisas 
que a nuestro juicio deben ser tenidas en cuenta.

- la acciôn primaria de los reactivos oxidantes debe ejercer 
se a nivel de grupos SH. Sôlo los agentes fuertemente nu­
cleof Ilicos o electrofilicos pueden procéder directamente 
a la ruptura de grupos SS.

- los reactivos oxidantes pueden formar grupos SS como pro­
ducto mayoritario y prâcticamente ûnico en su reacciôn con 
tioles. Esto conlleva la formaciôn de enlaces de tipo co- 
valente astables.

- la reacciôn agente oxidante con un ûnico grupo SH, forma
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productos de oxidaciôn intermedios menos astables. Una 
reacciôn de este tipo, tendria el significado primario de 
cambiar la condiciôn libre del grupo SH, en tanto que se 
le aRade un producto de oxidaciôn, pero no lleva implici- 
ta la formaciôn de enlaces de alta energia astables y prâç 
ticamente irréversibles.

Teniendo ésto présente, pasamos a analizar el mecanismo de ac­
ciôn de las drogas oxidantes de tioles por separado.

Mecanismo de acciôn de DTNB

La discusiôn de los resultados obtenidos por la aplicaciôn elec 
troforética de DTNB, se basa fundamentaimente en estudios hechos 
con pipetas de DTNB-etanol. Creemos que cualquier efecto atribui 
ble al etanol, puede descartarse por los siguientes motives:

- se observaron los mismos efectos con pipetas DTNB-agua des 
tilada, si bien, al ser mâs 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 pôstsinâptica, como 
los descritos por BRADLEY, PEPER y STERZ (1980), en el sen 
tido de atribuirle una acciôn facilitadora sobre la trans­
misiôn neuromuscular, dificilmente pueden ser extrapolables 
a nuestro trabajo, ya que los citados autores, introducen 
el etanol al baRo. Es de destacar, que estos autores ob- 
servan un efecto "facilitador" del etanol sobre la inter­
acciôn ACh-receptor. Nosotros observamos una acciôn inhi 
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 aplicaciôn electroforé 
tica de DTNB a nivel de la plaça motora, produce despolarizacio­
nes fâsicas.

En una primera aproximaciôn, lo lôgico es suponer que la inter 
acciôn que subyace este cambio de potencial, es la de droga oxi­
dante con grupo o grupos SH. Sin embargo, y para agotar las posi
bilidades sobre un posible lugar de acciôn comûn, comenzamos por
estudiar las caracterlsticas de este reactivo sulfhidrilico.

El DTNB pertenece al grupo de los oxidantes aromâticos con un 
grupo SS en su molécula. La especificidad de estos oxidantes aro 
mâticos es limitada. En efecto, se pueden formar reacciones en
cadena que llevan a la formaciôn de disulfidos mixtos. Este tipo
de reacciôn se ha constatado especificament^ con el DTNB (JOCELYN, 
1972).

La reacciôn general es la siguiente:

12) RSH + XSSX  .......  RSSX + XSH

22) XSH + PrSSPr .......  PrSSX + PrSH

Si hay exceso de reactivo, la reacciôn aûn puede continuar en 
cadena:

32) PrSH + XSSX  ___ .... PrSSX + XSH

En nuestro caso particular:

XSSX = DTNB

PrSSPr = proteina con puente SS

Sobre la base de este mecanismo de acciôn del DTNB, lo 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 SH ûnico especifico de
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la proteina receptora en conexion 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- 
cion de este grupo SH necesario para la reacciôn en cadena con el 
DTNB. Aportaciones posteriores nos indicaran algo al respecto, y 
nos referiremos a ello cuando discutamos la acciôn del curare so­
bre los potenciales de reactivos sulfhidrilicos.

Cabe destacar también, que en nuestro caso particular, el ter- 
cer paso de la reacciôn en cadena puede ser eliminado, ya que la 
aplicaciôn electroforética de la sustancia, probablemente no 11e- 
gue a crear un exceso de reactivo en la zona.

El resultado final de este mecanismo de acciôn de DTNB, es la
oxidaciôn de un grupo SH y el rompimiento de un grupo SS. En es
te sentido, el mecanismo es semejante a lo obtenido por STEINACKER 
(1979), por medio de la utilizaciôn del bisulfito. Es de resal­
tar, que en estas condiciones, el citado autor encuentra un efec 
to de potenciaciôn para la respuesta del receptor a la acetilcoli 
na.

A modo de resumen podemos afirmar que la acciôn despolarizante 
de los pulsos de DTNB puede ser debida:

- al rompimiento del grupo SS

- a la oxidaciôn de un grupo SH

- a la oxidaciôn de un grupo SH y ulterior rompimiento 
del grupo SS.

En definitiva, queda claro el imperative de la existencia de un 
grupo SH inespecifico o especifico en la proximidad del puente di­
sulfuro. Este grupo SH, séria necesario para que el DTNB se reduç 
ca en su interacciôn con él, y posteriormente, en forma de tiol



—300—

aromâtico reducido, pueda interaccionar con el puente disulfuro.

La existencia o no, de uno o mâs 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 Introducciôn, parecen confirmar la existencia de un grupo 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 Introducciôn, 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 preparaciôn, produce una inhibiciôn marcada a la res­
puesta al carbacol. Este hecho experimental 'habla a favor de la 
existencia de por los menos un grupo SH reactivo en las proximi­
dades del receptor. Este disefio experimental fue realizado en la 
electroplaca.

- por otra parte, KARLIN (1969, 1973), sostiène la poca proba- 
bilidad de la existencia de grupo o grupos SH reactivos en el re­
ceptor colinérgico de la electroplaca, debido a que la aplicaciôn 
al bafio de la preparaciôn de N.E.M. previamente a la aplicaciôn
de DTT, no tiene efectos irréversibles sobre el funcionamiento del 
receptor. En el razonamiento de KARLIN, de haber grupo o grupos 
SH, éstos habrian formado productos de adiciôn irréversibles blo- 
queadores con el grupo maleimidico. A este respecto, sôlo 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 acciôn de la maleimida en, o en la proximidad del receptor. 
Estg aspecto sôlo podrâ ser confirmado con experimentos de ionto­
foresis de reactivos sulfhidrilicos a nivel de la plaça motora y 
simultâneamente aplicar concentraciones conocidas de N.E.M. al ba 
Ro de la preparaciôn.
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Mecanismo de acciôn del o-iodosobenzoato

La aplicaciôn iontoforética de DIB va seguida de la apariciôn 
de despolarizaciones de tipo fâsico a nivel de la membrana post- 
sinâptica.

El DIB es un reactivo especifico de grupos SH (SOBRINO y DEL 
CASTILLO, 1972). Sobre esta base debemos conceptuar su acciôn 
como ejercida primariamente sobre grupos SH, los cuales oxidaria.

En efecto, el OIB no parece tener tendencia a la formaciôn de 
reacciones en cadena, como las descritas para el DTNB. Tampoco 
hemos encontrado referencia alguna a una posible acciôn directa 
sobre los grupos SS. Por tanto, en principio, debemos aceptar que 
la oxidaciôn de uno o mas grupos SH, es el mecanismo de acciôn de 
este reactivo oxidante. A este respecto, queremos afiadir que la 
acciôn del OIB sobre los grupos SH prôximos, llevaria a la forma­
ciôn de grupos SS. Para aceptar este mecanismo de acciôn, habria 
que aceptar implicit amen te un mecanismo de reducciôn rapide, a nî  
vél de la propia membrana pôstsinâptica. Ello es necesario para 
explicar razonablemente el origen de despolarizaciones fâsicas sub 
siguientes a su aplicaciôn electroforética.

Si aceptcunos la existencia de un ûnico grupo SH prôximo al gru 
po SS, el producto de la interacciôn agente oxidante - grupo SH, 
séria fundamentalmente un derivado de tipo sulfinico. En este ca 
so, la interacciôn se traduciria en'una acciôn oxidativa que funda 
mentalmente significarla para el tiol el hecho de dejar estar li­
bre como tal grupo. Para el grupo de trabajo de DEL CASTILLO, es 
ta condiciôn séria 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 pôstsinâptica. La rever 
sibilidad de esta reacciôn en particular, bien podria explicarse
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por la existencia del grupo SS proximo, con el cual se puede esta 
blecer una reacciôn de intercambio SS-SH, como ya hemos sefialado 
en el apartado anterior. Sobre este aspecto insistimos en el he­
cho de que la reducciôn de un grupo SS puede ser debida a la in­
teracciôn con un tiol, de forma que en principio, los grupos o 
el grupo SH de un tiol puede interaccionar con un grupo SS prôxi 
mo (JOCELYN, 1972).

Sobre la base de este tipo de intercambio SS - SH, podemos ex 
plicar la acciôn homogénea observada tras la aplicaciôn electrofo 
rêtica de reactivos sulfhidrilicos oxidantes y reductores. Pres- 
cindiremos de momento, del significado funcional ûltimo del grupo 
SH, pudiendo ser éste un grupo inespecifico en las proximidades 
del receptor o alternativamente un grupo especifico funcional de 
la propia proteina receptora. Con los datos aportados hasta el 
momento, vemos sôlo la necesidad de su existencia y ello por dos 
motivos fondamentales :

- la acciôn del DTNB requiere la acciôn primaria de esta 
droga sobre un grupo SH.

- el mecanismo de acciôn del OIB es primariamente oxidativo 
y por tanto, hay que explicar su acciôn sobre la membrana 
pôstsinâptica como debida a la oxidaciôn de un grupo SH 
por lo menos. A este respecto, queremos afiadir que en mo 
léculas tan caracterizadas como la hemoglobina, la oxida­
ciôn de los grupos SH va acompafiada de cambios conformacio 
nales de la molécula (JOCELYN, 1972). '.I

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 aûn sobre el significado funcional del grupo 
SH. Este modelo tentativo incluirîa los siguientes grupos funcio 
nales:
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- un grupo SS
- un grupo SH

La base funcional operative de dicho modelo séria : 

SS + S'H   ► SH + SS’

o lo que es lo mismo:

SH SH---S---5
\  / I . \  7  \  .
Pro*. Pro*  —  ̂ Pro ( Pro*

La manipulaciôn farmacolôgica, en nuestro caso sobre uno de es 
tos grupos, desplazarla la reacciôn hacia la derecha. Esta reac­
ciôn séria reversible, como se ha explicado con anterioridad.

Probablemente, una de las conformaciones es la fisiolôgica en 
reposo. La posibilidad de que esto ocurra o no de manera natural 
durante la interacciôn neurotransmisor-receptor, sera analizada 
mâs adelante.

Hemos analizado anteriormente con cierto detalle el porqué créé 
mos que la diferencia entre nuestros resultados y los obtenidos 
por la escuela de KARLIN deben concepturarse como debidos a la uti 
lizaciôn de métodos diferentes: droga afiadida al bafio y por perio­
dos prolongados, en un caso; y droga aplicada iontoforéticamente a 
través de pulsos breves, en nuestro caso. Sin anime de ser reite- 
rativos, bâstenos ahora afiadir al respecto, que fenômenos "fisiolô 
gicos" como la desensibilizaciôn muestran un curso temporal muy di 
fererite cuando se estudian con la droga en el bafio de la prepara­
ciôn, que cuando se estudian mediante la aplicaciôn de la droga a 
través de pulsos electroforéticos breves. Este punto ha sido to-
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cad o en la introducciôn de nuestra tesis.

Por ûltimo, queremos afiadir que la adiciôn de un reductor al 
bafio de la preparaciôn (DTT por ejemplo) romperia el equilibrio 
de nuestro hipotético modelo al reducir el grupo SS y formarse 
très grupos SH. Este estado se alejaria del imperative puente 
SS y grupo SH que hemos postulado como base operative del modelo. 
Esta hipôtesis deberâ comprobarse con experimentos de aplicaciôn 
de reactivos sulfhidrilicos electroforéticamente y simultânea apli 
caciôn de dosis conocidas de reactivos sulfhidrilicos al bafio de . 
la preparaciôn.

D)Acciôn del curare sobre los potenciales de reactivos sulfhidrilicos

La d-tubocurarina 10 ^ M, aplicada al bafio de la preparaciôn 
del musculo sartorio de la rana, produce un efecto inhibitorio so 
bre la acciôn de ambos grupos de reactivos sulfhidrilicos, siendo 
mâs évidente la inhibiciôn de las respuestas a la aplicaciôn elec 
troforética de agentes oxidantes.

En efecto, nuestros resultados demuestran que tras la desapari 
ciôn de los potenciales de carbacol por acciôn del curare, los po 
tenciales de reactivos sulfhidrilicos reductores persister 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 aplicaciôn 
electroforética de reactivos oxidantes de grupos SH, que siguen un 
curso de desapariciôn en presencia de curare mâs o menos homogéneo 
con respecto a la inhibiciôn del potencial de carbacol. 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, actuan a nivel de lugares dife­
rentes de la membrana pôstsinâptica.

En segundo lugar, los resultados sugieren que el lugar de ac­
ciôn de los reactivos oxidantes, se encuentra prôximo o en el lu 
gar de acciôn de la molécula de curare y prôximo o en el lugar de 
interacciôn de la molécula de carbacol con el receptor de acetil­
colina . Este lugar puede ser el receptor del protômero, lugar e^ 
pecifico de uniôn y reconocimiento de la molécula del transmisor 
con el receptor.

Conviene a este respecto recorder, los mecanismos de acciôn del 
curare.

Independientemente de una. acciôn presinâptica del curare, cita 
da entre otros por GLAVINOVIC (1979) y MAGLEBY, BALLOTTA y TERRAR 
(1981), se acepta actualmente que el curare tiene dos acciones a 
nivël postsinâptico (KATZ y MILEDI, 1978; COLQUHOUN, DREYER y 
SHERIDAN, 1978,1979 y LAMBERT, VOLLE y HENDERSON 1980):

- una acciôn de bloqueo a nivel del receptor de ACh y

_ una acciôn de bloqueo de los canales iônicos (inofôro) aso 
ciados al receptor. Esta acciôn se ejercerla fundamental- 
men.te sobre los canales iônicos abiertos y séria voltaje de 
pendiente, aumentando con la hiperpolarizaciôn. En efecto, 
en el mûsculo de la rana, COLQUHOUN, DREYER y SHERIDAN 
(1979) constatan, con fijaciôn de voltaje, el efecto que la 
hiperpolarizaciôn de la membrana tiene sobre la velocidad 
de uniôn del curare con el canal abierto, y demuestran, ade 
mâs, que en estas condiciones de hiperpolarizaciôn, la velo 
cidad de disociaciôn del curare de los canales bloqueados, 
disminuye.
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Establecidos los dos lugares de acciôn postsinâpticos del cura 
re, bâstenos afiadir que es un hecho aceptado por los autores cita 
dos que el lugar principal de acciôn se establece merced a un blo 
queo del receptor, a través de un mecanismo de antagonisme compe­
titive.

A la luz de esta informaciôn, a primera vista parece razonable 
suponer que los reactivos oxidantes ejercen su acciôn a nivel de 
un grupo SH situado a nivel del receptor de ACh. Equivale esta 
suposiciôn a afirmar la existencia a nivel del mismo de un grupo 
SH especifico.

Por otra parte, parece también lôgico suponer que la acciôn de 
los reactivos reductores se realizaria sobre un grupo SS situado 
fuera del radio de acciôn de la molécula de curare: en principio, 
el grupo SS parece estar situado muy prôximo al receptor, pero po 
siblemente mâs aiejado de él que el, o los grupos SH.

La inhibiciôn parcial de los potenciales de reactivos sulfhi­
drilicos reductores, vendria dada por la acciôn de algunas molé­
culas de curare sobre el ionoforo. Los potenciales de membrana 
en nuestros experimentos, se situaban entre los 78 y 80 mV (ver 
figuras correspondientes) y para estos valores de Vm cabe una ac­
ciôn de la tubocurarina sobre los canales iônicos.

Consideramos estas conclusiones parciales, ya que requieren con 
firmaciôn futura empleando en primer lugar la técnica de fijaciôn 
de voltaje. Nos parece necesario constatar si existe alguna depen 
dencia de la inhibiciôn de los potenciales de reactivos sulfhidri­
licos del potencial de membrana. Por otra parte, también conside­
ramos necesario repetir nuestros experimentos empleando drogas blo 
queadoras de longitud de molécula conocida. De esta forma, y mer 
ced a la utilizaciôn de drogas bloqueadoras del receptor y/o ionô- 
foro con diferente y conocida longitud molecular, se podria deter-
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minar la localizaciôn de los grupos SH y SS con mâs exactitud.

Independientemente de la necesidad apuntada de ahondar en esta 
linea de trabajo, nos parece razonable concluir que nuestros resul 
tados expérimentales demuestran:

- la existencia del grupo SS en las proximidades del receptor 
colinérgico de la plaça 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. El grupo SS 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 que constituye la base operative del iono­
foro.

A modo de conclusion parcial y siguiendo el modelo de receptor 
propuesto por KARLIN en 1969, podriâmos situar entre el sitio anio 
nico y el grupo SS un grupo SH. Esta Concepcion de modelo de re­
ceptor, nos acerca al modelo propuesto por DEL CASTILLO y SOBRINO 
(1974); si bien, nosotros conceptuamos como mâs probable la exis­
tencia de un ûnico grupo SH a nivel del receptor.

El grupo SS estaria en relaciôn o formaria parte del ionoforo, 
de modo que, al romper el puente disulfuro, independientemente de 
una acciôn previa sobre el grupo SH, se posibilitaria la apertura 
del ionoforo.



— 308—

Este modelo hipotético, que nosotros proponemos, ofrece la po­
sibilidad de acoplamiento ionoforo-receptor en la interacciôn en­
tre el grupo SS y el grupo SH. Este-acoplamiento es la base ope­
rative del complejo receptor-ionoforo (CHANGEUX, PODLESKI y MEU­
NIER 1969) y por tanto, el modelo propuesto, lejos de ser una me 
ra abstracciôn teôrica, bien podia ser la base operative de la in 
teracciôn droga-receptor. Sobre este punto volveremos al hablar 
de las interacciones del carbacol con los reactivos sulfhidrilicos.

EMnteracciôn carbacol-reactivos sulfhidrilicos

Sobre la base de los resultados obtenidos por nosotros en el e^ 
tudio de este problema, podemos aborder la discusiôn del mismo en 
torno a un postulado vâlido para la interacciôn de los dos grupos 
de reactivos sulfhidrilicos empleados en este trabajo. Nos refer^ 
mos al hecho observado experimental y constantemente en lo que res 
pecta a la relaciôn temporal entre amjfos pulsos electroforéticos.
En efecto, el resultado de la interacciôn agente colinérgico-reac- 
tivo sulfhidrilico, es funciôn del tiempo de aplicaciôn del pulso 
de reactivo de grupos SH con respecto a un pulso de carbacol que 
se aplica con un retarde fijo. En consecuencia, nuestras conclu­
siones, bâsicamente pueden desglosarse de la siguiente manera:

- Inhibiciôn del potencial de carbacol cuando éste va precedi- 
do por un pulso de reactivo sulfhidrilico. El limite tempo­
ral para este tipo de interacciôn lo podemos situar en el or 
den de 500 msec., de forma que los pulsos aplicados con mâs 
de 500 msec de antelaciôn con respecto al de carbacol, resu_l 
tan en inhibiciôn de este ûltimo. No podemos dar un valor 
absoluto a este limite de 500 msec porque en ello entran a 
formar partes variables que no siempre podemos controlar.Fun 
damentalmente nos referimos a las pipetas cuyas caracteristd^
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cas particulares pueden influir de manera mâs o menos nota­
ble en determiner el "momento" en que se empieza a liberar 
sustancia activa de la punta de las mismas. A pesar de ello, 
toraamos el limite de 500 msec como valor aproximativo y con 
base experimental para establecer un orden dentro de nuestro 
razônâmiëntb y subsiguiente discusiôn de nuestros resultados.

- Potenciaciôn del potencial de carbacol cuando simultâneamen­
te se aplica un pulso de reactivo sulfhidrilico. Se observa 
el mismo efecto cuando los dos pulsos se aplican a interva­
les muy prôximos; en general, a partir de los 500 msec., se 
observan discrètes efectos de potenciaciôn, si bien, esta es 
mâs maicada cuando la aplicaciôn de ambos pulsos se hace si­
multâneamente.

Estas dos posibilidades en la interacciôn 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 interacciôn del 
OIB con el agente colinérgico.

En efecto,la interacciôn OIB-carbacol también es funciôn en 
gran parte de la relaciôn 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 
concentraciôn real y eficaz de sustancia activa contenida en el in 
terior del electrodo, y por ende, la concentraciôn real de sustan­
cia que "sale" de la punta del mismo por efecto del pulso electro- 
forético. A pesar de ello, nuestros resultados muestran cierta ho 
mogeneidad con lo observado para los otros reactivos sulfhidrilicos:
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- pulsos previos de mâs de 500 msec con respecto a un poten­
cial de carbacol resultan en la inhibiciôn de este ûltimo. 
Ejemplo de ello se ve en las figuras 44, 45 y 46, donde el 
pulso de OIB se aplicô un segundo antes que el potencial de 
carbacol.

- pulsos previos de menos de 500 msec.con respecto al pulso de 
carbacol resultan en una potenciaciôn del* potencial de car­
bacol. Ejemplo de ello se ilustra en las figuras 47» 48 y 
49. En el primer caso, el pulso se aplicô a 350 msec del pul 
so de carbacol y en los otros dos, el pulso de OIB se aplicô 
500 msec antes que el pulso de carbacol.

- en ocasiones, observamos un efecto nulo en la interacciôn OIB 
carbacol. Como hemos referido anteriormente, ésto podria ser 
debido a problemas de las pipetas de OIB.

La valoraciôn de los resultados de las interacciones, a nuestro 
juicio, debe hacerse sobre la base operative de un modelo de dos 
estados que funcione con cooperatividad.Ello es debido, a que co 
mo hemos explicado en la Introducciôn de nuestra tesis, este mode­
lo es el mâs 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 ûnico. Ha 
bria receptores "inactivos" y receptores "actives" sin gradaciones 
intermedias entre ambos estados. En segundo lugar, debçmos acep­
tar que "receptor ocupado" no es sinônimo de "receptor active"; ha 
bria receptores ocupados actives y receptores ocupados inactivos.

Este modelo operative se puede esquematizar (BARRET y MAGLEBY, 
1976):

KlnACh + R '  -.....- ' AchnR —  -..."* AChnR'
K2 V a
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donde:

R; molécula de receptor 
n; nûmero de moléculas de ACh 
AChnR; complejo AChnR inactive 
AChnR’; complejo AChnR active
Kl y K2; constantes de velocidad: kl uniôn de ACh

K2 liberaciôn de ACh

^  a  î constantes de velocidad: ^ apertura de canales
(X cierre de canales

Este modelo en particular, predice que la conductancia de un 
canal ûnico es independiente de la droga utilizada. Sin embargo, 
una alternativa a este postulado viene dada por la posibilidad de 
ihteracciôn de algunas drogas a nivel de ’’sitios secundarios" del 
receptor, cuyo efecto séria modulatorio en lo que respecta a la 
conductancia del canal iônico (ALBUQUERQUE et al. 1974).

Prescindiendo, de momento, de tomar postura por una u otra al­
ternativa, queda claro que en la discusiôn del problema de las in 
teracciones carbacol-reactivos suifhidrxlicos, debemos introducir 
el concepto de eficacia de una droga. Con rigor, la eficacia de 
una droga a nivel del receptor, es funciôn de kl, k2, alfa y beta. 
Para conocer estos parâmetros con exactitud, habrla que recurrir 
a la técnica de anâlisis de ruido. Podemos, sin embargo, aproxi- 
marnos a la evaluaciôn de la eficacia de los reactivos sulfhidri- 
licos empleados en nuestro trabajo, estudiando la sensibilidad de 
los mismos frente a la sensibilidad del carbacol, tornado como tér 
mino de comparaciôn (DREYER, PEPER y STERZ, 1978). A este respec 
t.o, nuestros resultados pueden esquematizarse de la siguiente ma- 
nera :
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Sensibilidad de la plaça motora para el OIB.- Trente a una sensi­
bilidad minima de 

10 mV/nG para el carbacol,tomada como referencia para la obtenciôh 
de respuestas évidentes a la aplicaciôn electroforêtica de OIB, 
observâmes los siguientes rangos de sensibilidad para este agente 
oxidante en las diferentes condiciones expérimentales:

- 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 plaça motora para el DTNB.- Tomando como térmi
no de comparaciôn 

una sensibilidad minima de 7.2 mV/nC para el carbacol, para la ob 
tenciôn de respuestas évidentes a la aplicaciôn electroforética 
de DTNB, la sensibilidad de la plaça a este agente oxidante en las 
distintas condiciones expérimentales es la siguiente:

- a pH 7 ; 0.2 mV/nC
- a pH 6; 0.3 mV/nC
- a pH 8; 0.1 mV/nC

Sensibilidad de la plaça motora para el DTT.- Trente a la sensibi­
lidad- minima de 10 

mV/nC para el carbacol, requerida como término de comparaciôn pa­
ra la apariciôn de respuestas évidentes a la aplicaciôn iontoforé 
tica de DTT, la sensibilidad de la plaça a este agente redactor 
en las distintas condiciones expérimentales, es la siguiente:

- a pH 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 plaça motora para el 2 ME.- La sensibilidad mi
nima requerida pa­

ra el carbacol, en este caso fue de 8.5 mV/nC. Trente a esta sen 
sibilidad, requerida para la apariciôn de respuestas évidentes a 
la aplicaciôn iontoforética de 2 ME, la sensibilidad de la plaça 
a este agente redactor en las distintas condiciones expérimentales 
fue la siguiente:

- a pH 7; 0.3 mV/nC
- a pH 6; 0.4 mV/nC
- a pH 8; 0,1 mv/nC

De estos datos se desprenden dos conclusiones inmediatas:

- la sensibilidad de la plaça para los reactivos suifhidrlli- 
cos es considerablemente menor en comparaciôn con la sensibilidad 
de la misma al carbacol. Tomando este factor como indicative de 
la eficacia, se puede concluir que los reactivos suifidrilicos 
presentan como caracteristica general una baja eficacia.

- se observa también, que la sensibilidad de la plaça para los
reactivos suifhidrilicos es, en general, ligeramente supenior en
todos los casos en la condiciôn experimental que corresponde a un 
pH de L.E.C. de 6. A nuestro juicio, ello es debido fundamental- 
mente, al aumento de resistencia input que se observa a este valor 
de pH extracelular.

Teniendo présente estas consideraciones previas pasamos a dis- 
cutir nuestros resultados.
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Inhibiciôn del potencial de carbacol por un pulso previo de réac­
tive suifhidrllico

Tomando como base el modelo de dos estados, la situaciôn de 
los receptores en el momento de aplicaciôn del pulso de carbacol 
podria ser la siguiente:

- un determinado numéro de receptores se encuentra ocupado por 
el reactivo sulfhidrilico, y el numéro total de receptores 
disponibles para interaccionar con el carbacol séria menor. 
Esto conlleva la suposiciôn de que K2 sea extremadamente len 
to para la interacciôn receptor-reactivo sulfhidrilico. Àl- 
ternativamente, cabe también la posibilidad, de que al no ser 
"inactivados" estos reactivos por la acetilcolinesterasa, s6 
lo fuese el factor difusiôn el implicado en el cese de su ac 
ciôn a nivel de los receptores. Cabria por tanto, en este 
caso, la ocupaciôn de un nûmero escaso de receptores, cuya 
interacciôn no séria detectable como variaciôn de potencial 
de membrana, debido a su escasa eficacia; pero al aplicar el 
pulso de carbacol, el resultado final también séria la dism^ 
nuciôn del nûmero de receptores disponibles para la interac­
ciôn con el agente colinérgico.

- los receptores ocupados por los reactivos suifhidrilicos pue 
den estar actives o inactivos. Ambas condiciones también ten 
derian a la reducciôn en el nûmero de receptores disponibles 
para la interacciôn con el agente colinérgico.

Desde el punto de vista de los grupos funcionales sobre los que 
se incide con la aplicaciôn iontoforética de reactivos suifhidri-. 
licos, nos encontramos con la siguiente situaciôn:

Los agentes reductores, actûan primariamente sobre un grupo SS 
y el resultado es la ruptura del mismo.- El agente oxidante DTNB,
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actûa primariamente sobre uno o més grupos SH y secundarlamente 
por una reacciôn 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 formaciôn de una estructura molecular 
a nivel del receptor, que se traduce o bien en una union menos 
eficiente del carbacol con el receptor, o bien, que una uniôn en 
estas condiciones séria redondante, si àceptamos que la ruptura 
de este grupo disulfuro forma parte de la secuencia fisiolôgica 
durante la interacciôn de los receptores con las drogas agonistas.

Los trabajos de KARLIN y colaboradores se inclinan por la pri­
mera posibilidad apuntada. En efecto, KARLIN (1969), sostiene 
que là afinidad del receptor reducido para los agentes colinérgi- 
cos, es menor que la afinidad del receptor oxidado. Fundamental- 
mente, basa su razonamiento en la inhibiciôn 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 cô- 
mo este factor podria incidir en los resultados obtenidos experi- 
mentalmente. Béstenos ahora hacer hincapié en los siguientes he- 
chos :

- la aplicaciôn electroosmôtica de reactivos sulfhidrilicos re 
ductores va seguida de la apariciôn de despolarizaciones fâ- 
sicas semejantes a las producidas por el carbacol.

- la aplicaciôn electroosmôtica de DTNB también va seguida de 
la apariciôn de despolarizaciones fésicas semejantes a las 
producidas por el carbacol.

Estos resultados expérimentales, razonablemente nos llevan a su 
poner que nos encontramos f rente a un mécanisme activador de los 
receptores, que bien podria conceptuarse como, por lo menos, par-
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cialmente fisiolôgico.

La introducciôn del concepto de "parcialidad", la justificamos 
en tanto en cuanto la ectivacicn no se ejerce a través del sitio 
aniônico del receptor. La posibilidad de que primaria o secunda- 
riamente estemos incidiendo sobre el sitio de uniôn del carbonilo, 
sera referida mas adelante.

Estô nos lleva a concluir que, en principio, parece posible su 
poner que el carbacol se une "menos eficientemente" al receptor 
reducido porque este se encuentra en una conformaciôn que bien pue
de conceptuarse como "activa".

Por otra parte, nos encontramos con-el>hecho experimental de 
despolarizaciones producidas por la aplicaciôn 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 los poten 
ciales de carbacol. Esto nos lleva a concluir:

- la oxidaciôn de uno o mâs grupos SH también podria estar im-
plicada en el proceso de activaciôn del receptor.

- este grupo SH se encontraria muy probablemente formando par­
te de la estructura molecular del receptor.

Aunando todos estos resultados y situândolos en el contexte de 
las interacciones que ahora nos ocupa, podemos establecer el si­
guiente modelo operative hipotético que explicaria los resultados 
obtenidos en nuestro trabajo: '

S  s SH SH S— s  S — S SH\  I /  „  \ l  /  \  1 /
P r o t   ü -    P r o l  — — . P r o t
S J2 â
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- cualquier manipulaciôn farmacolôgica sobre la unidad funcio- 
nal a sea en el sentido de oxidar el grupo SH, o romper el 
grupo SS, tendria como resultado el desplazamiento hacia una 
conformaciôn b que résulta en la activaciôn del receptor.

- la disponibilidad del receptor para una nueva interacciôn 
con una droga agonista vendria dado por la rapidez en la reac 
ciôn inversa; èl reestablecimiento de la conformaciôn a

- la conformaciôn b séria en esencia una conformaciôn activa e 
inestable.

Sobre esta base, y suponiendo, como hemos dicho anteriormente, 
una k2 lenta, piTlsos previos de reactivos sulfhidrilicos supon- 
drian un menor nûmero de receptores disponibles para interaccio­
nar con el carbacol, y la respuesta a éste resultaria disminuida.

Los efectos inhibitorios del DTT aplicado por périodes de tiem 
po prolongadcs al baPlo de la preparaciôn, resultaria en la forma- 
c'iôn de très grupos SH libres. Esta conformaciôn no séria opera- 
tiva.

Estas conclusiones deberân ser scmetidas a una ulterior confir 
maciôn o no, mediante utilizaciôn de la técnica de anâlisis de rui 
do.
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Potenciaciôn del potencial de carbacol por aplicaciôn prôxima o 
o simultânea de ambos pulsos

A nuestro juicio, esta potenciaciôn séria el el resultado de la 
activaciôn de dos poblaciones de receptores:

- la mayoria de los receptores interaccionarian eficazmente con 
el carbacol. En efecto, el carbacol actuaria mâs eficazmente 
y con mecanismo de coopérâtividad entre las subunidades que 
componen el receptor con los receptores en conformaciôn inaç 
tiva o de reposo; conformaciôn a de nuestro hipotético mode­
lo.

- la baja eficacia de los reactivos sulfhidrilicos supondria 
que sôlo un escaso numéro de receptores disponibles tras la 
interacciôn de la mayoria con el carbacol, se unieran a estos 
reactivos. Esto lleva implicite dos supuestos:

- La potenciaciôn séria el resultado de la despolarizaciôn de 
bida al carbacol y producida por la interacciôn de la mayo­
ria de les receptores con esta droga, mâs la despolarizaciôn 
debida a la interacciôn de los receptores que quedasen dis­
ponibles con los reactivos sulfhidrilicos.

- Kl debe ser extremadamente lento en la interacciôn del recep 
ter con les reactivos sulfhidrilicos en comparaciôn con Kl 
de la interacciôn receptor-agente colinérgico. ° A falta de 
técnicas que permiten la determinaciôn exacta de kl, 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 valoies medios comparatives:
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OIB Carb,

69.5 + 9.2 88.9 + 1 .3
DTNB Carb.
72 + 16 87.5 + 1 .2
DTT Carb.
76.6 + 4.6 88 + 0.7
2 ME Carb.
72.2 + 7.4 88 + 2.1

pendiente 

pendiente 

pendiente 

pendiente

Considerando estos valores como exclusivamente aproximativos, 
podemos, en este sentido, suponer razonablemente que ki de los 
reactivos sulfhidrilicos es menor que kl del carbacol.

. Sobre esta base, se puede explicar la potenciaciôn de la despo­
larizaciôn observada cuando ambos pulsos electroforéticos se apl^ 
can muy prôximos en el tiempo o simultâneamente.

Nos queda explicar la apariciôn de la supersensibilidad. Este 
fenômeno no es constante y no hemos observado que estrictamente 
sea funciôn del pH del medio. Su apariciôn podria explicarse en 
base a que tras la supresiôn del pulso de reactivo sulfhidrilico 
la mayoria o casi todos los receptores disponen de "tiempo" para 
voivèr a la conformaciôn inactive que implica una uniôn mâs eficaz 
con el agente colinérgico. Su apariciôn o no, estaria condiciona- 
da al nûmero de receptores ocupados previamente por el reactivo 
sulfhidrilico. A mayor nûmero de receptores ocupados con anterio . 
ridad por el reactivo sulfhidrilico, mayor nûmero de receptores 
disponibles para la interacciôn posterior con el carbacol al ser 
desocupados los receptores. Queremos destacar que la frecuencia 
de estimulaciôn de 1/6 seg. utilizada por nosotros a lo largo de 
la prâctica totalidad de nuestros expérimentes, supone un interva 
lo de tiempo razonable para permitir la difusiôn del reactivo sul 
fhidrilico tras la supresiôn del pulso del mismo.
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Por ultimo, nos queda referirnos al fenômeno observado ocasio- 
nalmente de potenciaciôn de las respuestas a los reactivos sulfh^ 
drilicos por un pulso previo de carbacol. En nuestros resultados, 
hemos ilustrado un ejemplo de este fenômeno el relaciôn con el 
DTT (figura 78)

Este fenômeno puede ser explicado 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 nûmero mayor de receptores. 
Esta uniôn lleva consigo una interacciôn eficaz y râpida de forma 
que, concluida la misma, el reactivo sulfhidrilico encuentra pro- 
gresivamente un mayor nûmero de receptores disponibles para su in 
teracciôn. La posibilidad de que sea un fenômeno dependiente del 
potencial de membrana, que se vea "facilitado" por la despolariza 
ciôn producida por el carbacol, puede ser aclarado con expérimen­
tes con técnica de fijaciôn de voltaje.
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F)-Recapitulaciôn

Nuestros -resultados permiten suponer que con la aplicaciôn elec 
troforética de reactivos sulfhidrilicos, oxidantes y reductores, 
hemos actuado farmacolôgicamente 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 sé­
ria la’posibilidad de.intercambio SS-SH establecida de la siguien 
te manera:

5— 5 SH SH S-S
\  I / \  I /
Prol • ■ • - • P ’'t

La posiciôn b séria una conformaciôn 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 
tibl-disulfido intramoleculares (JOCELYN, 1972).

En este modelo hipotético, es imperative que el grupo SH se en 
cuentre prôximo al grupo SS. Este grupo ûnico 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 SS. Esta posibilidad es mâs 
bien remota, ya que las condiciones expérimentales requeridas pa­
ra su apariciôn "in vitro" son tan drâsticas y extremes (por ejem 
plo condiciones de acidez intensas), que todo hace suponer que,
"in vivo", su apariciôn aparté de ser remota, requiere condiciones 
estructurales muy especiales (JOCELYN, 1972).

En lo que respecta a la localizaciôn de este grupo SH, pensamos
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que Gxperimentos futures daran 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 esta implicado en la"uniôn", o estâ cerca 
del lugar de union del enzima con el sustrato.

La posibilidad de que este grupo SH esté situado en las proxi 
midades del lugar de union del grupo carbonilo parece razonable.

Sobre la posibilidad de que el grupo SH sea él mismo el lugar 
de union con el carbonilo, nos viene dada por la observacién que 
a este respecte hicieron DEL CASTILLO y SOBRINO (1974). Para es­
tos autores, esta posibilidad séria factible y apoyan su hipôte- 
sis en las despolarizaciones fésicas obtenidas tras la aplicaciôn 
electroforética de reactivos sulfhidrilicos oxidantes.

Para aceptar esta hipôtesis tendriamos que valorar, en primer 
lugar, la posibilidad de formaciôn de enlaces de hidrôgeno con el
grupo SH. Es 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 hidrôgeno 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 aceptar como probable que 
el grupo SH esté situado muy prôximo al lugar de uniôn del grupo 
carbonilo.
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Aplicaciôn electroforética de reactivos sulfhidrilicos en presen­
cia de beta bungarotoxina

Empleamos la beta bungarotoxina como agente bloqueador de la 
transmisiôn neuromuscular cuya acciôn se ejerce fundamentalmente 
a nivel presinéptico (CHANG, CHEN y LEE, 1973). Sin embargo, que 
remos destacar que MAC DERMOT, WESTGÀARD y THOMPSON (1978), aisla 
ron de la molécula de bungarotoxina una fracciôn proteica de ac­
ciôn bloqueadora postsinéptica. Esta fracciôn constituye sôlo una 
pequefla 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
ciôn bloqueadora de la transmisiôn meuromuscular a nivel presinâp- 
tico., si bien una fracciôn de la misma tiene la particularidad de 
actuar a nivel postsinâptico bloqueando los receptores a este ni­
vel .

Utilizando una concentraciôn de beta bungarotoxina de 5 yfigr/ml 
en el bafio de la preparaciôn, se obtiene un bloqueo de la T.N.M. 
a las très horas. Este tiempo se ajusta al reqùerido por otros 
autores (CHANG y HUANG, 1974), que utilizan una concentraciôn de 
beta bungarotoxina del orden de ^figr/ml y la aplican àl bafio de 
una preparaciôn de diafragma aislado de rata.

Nuestros resultados en esta fase experimental demuestran:

- que la acciôn de los reactivos sulfhidrilicos se ejerce a ni 
vel de la membrana postsinéptica exclusivamente, y

- que el peso de corriente electroforética a través de la pipe 
ta no provoca la salida del transmisor natural desde la ter­
minal presinâptica.

La fracciôn proteica de acciôn postsinéptica de la beta bungaro
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toxina, puede explicar la dificultad observada a la bora de obte- 
ner despolarizaciones de amplitudes superiores o iguales que las 
obtenidas en otras condiciones expérimentales. Esta dificultad 
se manifesto no solo en la obtenciôn de respuestas a los reacti­
vos sulfhidrilicos, sino también en la obtenciôn de despolariza- 
ciones a la aplicaciôn electroforética de carbacol. Este hecho 
nos llevô a interpreter esta dificultad como debida a la fracciôn 
de acciôn postsinéptica de la molécula de beta bungarotoxina.



VII- C O N C L U S I O N E S
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Los resultados expuestos en el présente trabajo pueden concre 
tarse en los siguientes puntos:

- los reactivos sulfhidrilicos, oxidantes y reductores, apli- 
cados electroforéticamente despolarizan fâsicamente la mem­
brana postsinéptica. La aplicaciôn de los mismos a nivel
de zonas extrasinâpticas no va seguida de .ningûn tipo de res 
puesta.

- la eficacia de los reactivos sulfhidrilicos es considerable­
mente menor que la del carbacol tornado como término de compa 
raciôn.

- lé > variaciones de pH del medio extracelular en el rango es- 
tudiado (6-8), no afectan ostensiblemente las respuestas a 
la aplicaciôn electroforética de los reactivos sulfhidrilicos.

- la d-tubocurarina inhibe ambos tipos de respuesta, siendo 
mâs évidente la inhibiciôn de los potenciales de reactivos 
sulfhidrilicos oxidantes.

- en presencia de beta-bungarotoxina se siguen obteniendo des 
polarizaciones fésicas tras la aplicaciôn electroforética de 
reactivos sulfhidrilicos a nivel de la plaça motora.

- la interacciôn carbacol-reactivos sulhidrîlicos es funciôn 
^ e  la relaciôn temporal existante entre la aplicaciôn de am­
bos pulsos electroforéticos, observéndose, en general, una 
potenciaciôn de la respuesta cuando ambos pulsos se aplican 
simultaneamente o muy prôximos en el tiempo. El resultado de 
la interacciôn es, por el contrario, una inhibiciôn de la res 
puesta de la membrana postsinéptica cuando el pulso de réactif 
vo sulfhidrilico precede en més de 500 msec al pulso de carba 
col.
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Sqbre la base de estos resultados se postulan las siguientes 
interpretaciones como conclusiones générales:

- la acciôn de los reactivos sulfhidrilicos oxidantes debe ejer 
cerse, en principio, sobre uno o mâs grupos SH; y la de los 
reactivos sulfhidrilicos reductores sobre uno o mâs grupos SS.

- la acciôn de la d-tubocurarina sobre los potenciales de reac­
tivos oxidantes y reductores, sugiere que el lugar de acciôn
es diferente para ambos tipos de reactivos.

- la obtenciôn de respuestas tras la aplicaciôn electroforética 
de reactivos sulfhidrilicos a nivel de la plaça motora en pre 
sencia de beta-bungarotoxina, posibilita descartar cualquier 
componente prèsinâptico en las mismas.

- la homogeneidad de los resultados (ambos grupos de reactivos 
despolarizan fâsicamente la membrana postsinéptica) sugiere 
la actuacion a nivel de una estructura con posible significa 
ciôn de unidad funcional conceptuada como:

Prot SS + Prot S'H -r— -> Prot SH + Prot SS'

- se sugiere que la interacciôn transmisor-receptor alteraria
el grupo SH de forma que \ecundariemiente se romperia el pu en 
te SS relacionado con el ionoforo.

- el grupo SH estaria situado en o cerca del receptor, probable 
mente en las proximidades del sitio de union del grupo carbo­
nilo.

- teniendo en cuenta los resultados expérimentales y consiguien 
tes conclusiones interprétatives, se sugiere el siguiente mo­
delo hipotético de receptor colinérgico a nivel de la plaça 
motora de la rana:
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SH

SH

RECEPTOR INACTIVO RECEPTOR A C T1 V 0  
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