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1.- OBJETIVOS GENERALES.

Los objetivos del presente trabajo son:

Corroborar por medio de técnicas electrofisiolégicas
si las fibras aferentes primarias y las motoneuronas
estdn acopladas eléctricamente en la mddula espinal
de rana.

Dilucidar si el acople eléctrico ocurre en direccidn
antidrdémica, es decir, de las motoneuronas hacia las
fibras aferentes de la rafz dorsal ipsilateral y ho-
mosegmentaria.

Identificar la naturaleza y el mecanlsmo de genera--
cién de los componentes de corta latencila del poten-
cial de rafz dorsal, producidos por la estimulacién
eléctrica de la raflz ventral ipsilateral y homoseg--
mentaria (VE-DRP).

Caracterizar algunas propiedades de los componentes
de corta latencia del VR—DRP. Estudiar sistemdtica--
mente los camblos que ocurren en dichos componentes
cuando se modifica la temperatura de la médula espi-
nal.

Discutir el posible significado de la transmisidén si
nédptica eléctrica en el reflejo monosindptico de los

anuros.



2.~ INTRODUCCION.

Una de las funcicnes del Sistema Nervipso de los verte-
brados es mantener y regular la postura estdtica y dindmica
del cuerpo, funcidn que ha alcanzado un alto grado de comple
Jidad en los vertebrados terrestres. En los vertebrados exis
ten varias regiones del Sistema Nervioso Central que regulan
y efectuan la funcldén anterior, por ejemplo: la corteza cere
bral, el cerebelo y la médula espinal. La informacidn motora

que sale de estos centros nerviosos converge en las motoneu-

ronas espinales, a las que Sherrington denomind "la vfa fi--
nal comin", y de las cuales se generan impulsos que son
transmitidos por sus axones hacia los midsculos efectores co-
rrespondientes.

Las motoneuronas forman parte de un circuito anatdmico--
funcional que juega un papel fundamental.en la generacidn
del tono muscular y consecuentemente en el contrcl de la pos
tura estdtica y dindmica. Los elementos que forman este cir-
culto se esquematizan en la figura 1. En ella, observese que
el circulto se inicia en las llamadas terminales anuloespira.
les que forman parte del huso nuscular. Dichas terminales
son en realidad, la ramificacidn final de fibras nerviosas
sensoriales denominadas fibras aferentes primarias o filbras
Ia. Cada fibra Ia sale del mUsculo correspondiente y entra a
la médula espinal a través de las raices dorsales. En su re-
corrido intramedular las fibras Ia hacen contactos monosindp

‘ticos excitatorios con las motoneuronas-alfa. Estos contac--

tos se conocen con el nombre de sinanpsis Ia. El circuito se
continua con los axones de las motoneuronas, los cuales emer
gen de la médula espinal por las raices ventrales dirigiendo
se a sus miesculos respectivos. En los masculos, las termina
les presindpticas de los axones motores hacen sinapsis exci-
tatorias con las fibras musculares extrafusales.

Desde el punto de vista fisioldgico el circuito descri-

to opera en principio, de la :siguiente manera: un estiramien



to del misculo produce un aumento en la longitud del huso -~
muscular y como consecuencia de esta deformacidén se generan
potenciales de accién en las terminales anuloespirales, los,

" cuales viajan hacia la médula espinal. Intramedularmente, a

través de las sinapsis Ia se excitan a las motoneuronas, pro
duciendose en estas células potenciales de accidén. Los impul .

s0s nervicsos son conducidos por los axones motores hacia -

las uniones neuromusculares para iniciar en las fibras muscu.

lares el proceso de acople excitacidn-contraccidén. La conse-
cuencia de todos estos eventos es el acortamiento del miscu-
lo que se acompania a su vez de un cese en‘el disparo de po--
tenclales de accidén en las terminales anuloespirales.

La accifén refleja (el arco reflejo de estiramiento) del
circuito en cuestldn contribuye junto con otros circuites -
neuronales (por ejemplo, el sistema gamma) a la generacidn
del -tono muscular y de ah{ su importancia, pues interviene_ -

de manera decisiva en el control de la postura. De é€ste cirs

culto estamos interesados en conocer el mecanismo de transmi

si6n sindptica entre los axones Ia y las motoneuronas. Va---
rias preguntas surgen de inmediato cuando dirigimos la aten-

cidén sobre el mecanismo de operaclon de estas sinapsis. Algu

nas de ellas son: ¢ cual es el mecanismo de transmisién si--
niptica?, en otras palabras, ¢la sinapsis es quimica, eléc--
trica, o mixta?, ¢el mecanismo de transmis ién es el mismo en
todos los vertebrados terrestres?. En relacién a la primera
pregunta podemos afirmar que' el mecanismo de transmisién en
la sinapsie Ia, asf como sus propiedades funcionales comien-
za a comprenderse, a pesar de que el problema se empezé a a-
bordar decde 1955 en la médula espinal de gato (Coombs y
col., 1955c). Sin embargo, rccientemente se ha demostrado
que en los anfibios anuros la transmisidn es mixta, es decir

, quimica y eléctrica (Alvarez-Leefmans y col., 1979; Shapo-

valov y col., 1978). No sabemos en el momento presente si di

cho mecanismo de transmisidén mixta es exclusivo de los anfi-

blos o es una caracteristica comin del phylum vertebrata.



En lo que sigue de esta introduccidén consideramos nece-
sario revisar brevemente dos tépicos importantes para 1la pre
sente tesis pues sirvieron como marco telricc a partir del
cual se disefiaron los experimentos y se interpretaron los re
sultados. Los antecsdentes inmediatos al problema que se a--
borda en esta tesis son presentados en la seccidn correspon-
diente,.

El-primer tdrico que se aborda es el de transmisién si~
néptica y tiene el fin de hacer un analisis comparativo de
Jlos dos modelos de transmisidn: el qui&ico y el eléctrico.
Flnalmente se resume €l conocimiento que se tiene sobre el
modo de generacidén de los potencialss de raiz que se origi--
nan ya sea por aztivacién de las fibras aferentes de rafz
dorsal o bién de los axones motores, ambos conjuntos nervio-

sos pertenecientes a la médula espinal.

2.1 Aspectos funciocnales de la transmisidn sindptica.
' .

En los primeros parrafos de esta seccién se intenta ha-
cer un enfoque histdrico de como fueron evolucicnando las i-
deas acerca del mecanismo de transmisidn sindptica. Esto es
con el objeto de que antes de abordar los tépicos menciona--~
dos con anterioridad, el lector tenga un perspectiva histdri
ca de las controversias inherentes a la comprensidn del modo

de transmisidn sindptica en el Sistema Nervioso Central,

2.1.1 Desarrollo histdérico del concepto de transmisién sindp

tica.

A fines del siglo pasado e inicio del presente, dos teo
rias intentaban explicar la estructura del Sistema Nervioso.
~Por un lado, la teorfa neuronal sostenfa que el Sistema Ner-
vioso estaba constituido por unidades discretas o neuronas.
Dicha teorfa fue tenazmente defendida por el ilustre histélo

go Espafiol, Santiago Ramén y Cajal. Sin embargo, la teoria
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“reticular concebfa al Sistema Nervioso como un sincio anatg-

mico-funcional. No fue hasta el advenimiento del microosco--
plo electronico cuando-dicha controversia se resolvidé a fa--
vor de la teorfa neuronal.

Estrechamente vinculado al anterior debate se encontra-
ba el problema del mecanismo mediante el cual se transmitia
el impulsc nervioso de una neurona a otra. En este sentido,
los primeros intentos por resolver el prcblema anterior se
remontan a la mlisma epoca.

En 1877 Du Bols Reymond planteo dgs alternativas de ---
transmisién sindptica. El sugirid que la transmisidn podfia
ser de naturaleza quimica 6 eléctrica. Elliott, en 1905, ba-
sédndose en la similitud de accidn entre la estimulacién de
nervios simpdticos y la adrenalina, sobre los 6rganos inerva
dos por estos nervios, aportd la primera evidencia sugereﬁte
de la exiztencia de un mediador quimico especifico (Kuffler
y’Nicholls, 1976). Posteriormente Dale, en 1910, extendid el
estudio de Elliot discrepando en sus conclusiones sélo en =
la naturaleza exacta del mediador quimico (el neurotransmi--
sor). No fue hasta 21921 cuando Otto Lcewl obtuvé la primera
evidencia que apoyaba fuertemente la hipStesis de la transmi
sién quimica.

Resumiende su claslco y trascendental experimento, Loe-
wi encontrd que el liguido de perfusidn de un corazdn "frena
do", previa estimulacidén del nervio vago, provocaba en otro
corazdén una disminucidn en la frecuencia cardiaca. Loewl in-
terpretd este resultado sugiriendo que las eferentes vagales
secretaban una substancia quimica que producia en ambos cora
zones disminucidn en la frecuencia cardiaca. A partir de es-
ta evidencia la teorfia qufmica gand aceptacidn general entre
los fisidlogos de la epoca. .

Sin embargo, en 1959, Furshpan y Potter describleron la
primera sinapsis cuyo mecanismo de transmisidn es eléctrico.
A partir de este descubrimiento se han reportado un gran nﬁ-
mero de sinapsis eléctricas en el Sistema Nervioso, tanto de

i,



invertebrados como de vertebrados (Sotelo y Korn, 1978).°
2.1.2 Transmisién sindptica quimica.

Paradogicamente el conocimiento que se tiene acerca del
mecanismo de transmisién sinéptica quimica, proviene en su
mayorfa de dos sinapsisg no centrales. Una de ellas es la --
unidén neuromuscular y la otra es la sinapsis gigante de cala

mar. Sin embargo hay abundantes razones experimentales que

nos permiten hacer una generalizacidn que incluyan sinapsis

del Sistema Nervioso Central.

Los eventos mds importantes de la transmisién quimica

se resume en los siguientes puntos:

1) Despolarizacidn de la terminal presindptica por el -
potencial de accién (Katz y Miledi, 1965a, 1967; Bri
gant y Mallart, 1982).

2) Activacidén de una conductancia al Ca++, dependiente -
del voltaje transmembrana, en la terminal presinépti
ca (Katz y Miledi, 1967&; Llinds y col., 1976).

'3) Incremento en la concentracidn intracelular de Ca++,
debido al influjo del mismo, en la terminal presindp
tica (Llinds, 1975).

) E1 incremento en la concentracidén de catt intracelu-~
‘lar ocasiona, por algin mecanismo desconocido, la fu
sidn de las vesfculas sindpticas en la cara interna
de'la membrana presindptica, produciendose la libera
cién "cuantica' del neurotransmisor al espacio sinép
tiéo (Del Castillo y Katz, 1954; Ceccarelli y Hurl--
but, 1980; Katz y Miledi, 1972).

5) Difusidén del neurotransmisor a través del espacio si
nédptico (Katz y Miledi, 1965b).

6) Uﬁién del neurotransmisor con un receptor especifico
ubiéado en la membrana postsindiptica (para una revi-
sién de este tSpico ver: Takeuchi, 1977).

7) En>e1 caso de una sinapsis excitatoria, el complejo



neurotransmisor-receptor produce un incremento ins-
tantaneo en la permeabilidad al Na® y al x* y en me
- =~ -nor grado al cat? (Takeuchi, 1977). La permeabili--
‘ "dad del idéncforo activado por dicho complejo eg 1li-
-~ = neal dentro de ciertos valores de voltaje transmem-
branal (+50 a -175 mV) (Magleby y Stevens, 1972a).
8) El resultado final es una entrada neta de cargas'pg
--+gitivas que despclarizan transitoriamente a la mem-
brana postsinéptica. A esta despolarizacién se le
conoce como "potencial postsindptico excitatorio
quimico" (PPE quimico). Los mismos eventos ocurren
~en una sinapsis inhibitoria difiriendo solo en el

punto 7, ya que en la inhibicidn sindotica ocurre
un aumento en la vermeabilidad al €1~ & K' y C17.

*2.1.3 Transmisidén sindptica eléctrica.

El acople eléctrico no es exclusivo del tejldo nervioso
pues dicho fenémeno ocurre en otras estirpes celulares, como
por ejemplo, entre hepatocitos o entre algunas células epite
liales. El1 acople eléctrico entre neuronas da lugar a lo que
denominamos transmisidn sindptica eléctrica.

En una sinapsis eléctrica lo que sucede es que la co---
rriente axilal asociada al potencial de accién fluye directa-
mente del elemento presindptico al postsindptico. Esto produ
ce una corriente saliente en la neurona postsindptica con la
-consecuente despolarizacién transitoria de su membrana (figu
ra 2). A esta despolarizacidn electroténica se le 1llama po--
tencial postsindptico excitatorio eléctrico (PPE eléctrico).
La corriente axial intracelular fluye a través de puentes de
baja resistencia ubicados en una zona restringida de la mem-
brana de ambas neuronas (Bernett, 1977; Loewenstein, 1981).
La base estructural de estos puentes de comunicacidén intrace
lular son las uniones comunicantes originalmente descritas

por Revel y Karnovsky en 1967.

o



'2.1.4 Transmisidn sindptica mixta.

. Cuando en la misma sinaps$ls coexisten funcional y morfo
logicamente los dos tipos .bdsicos de transmisidn sinéptica,
se dice que dicha sinapsis es mixta. La primera descripciodn
fisiolégica de una sinapsis mixta se debe a Martin y Pillar
guienes publicaron su hallazgo en 1963. Posteriormente se --
han de-critc ctras sinapsis mixtas en el Sistema Nervioso
Central de vertebrados (Shapovalov, 1980; Sotelo y Xorn, --
1978; Sotelo y Grofova, 1976). Sin embidrgo poco se conoce so
bre la manera en que interactuan los procesos involucrados
en la transmisidn quimica y en la eléctrica, en la sinapsis
mixta. Hasta el momento. la respuesta a este problema es a--
bordada solo en el plano especulativo (Shapovalov, 1980; Be-
nnett, 1977).

.
2.1.5 Diferencias entre los mecanlsmos de transmisidn sindp-
tica quimica y eléctrica. ' .

Basados en las descripciones referidas en pédrrafos antg
riores, se infiere que la transmisidén quimica difiere de la
eléctrica en varios aspectos funcionales. Estas diferencias
pueden resumirse en Jos sigulentes puntos:

1) La transmisién qufmica depende de la concentracidn
de caleio libre extracclular ([Ca'¥le) (Katz y Miledi, 1965
¢; 1967d; Miledi, 1973) mientras que la trausmisién eléctri—
ca no. Sin embargo esta afirmacidén comunmente aceptada debe
tomarse con cautela pues en la glandula salival de la mosca’
de agua Chrironomus, Loewenstein y colaboradores (1967) han
encontrado gue cuando Ja [Ca++]e es de 5 micromolas, se pro-
duce desacoplamiento eléctrico entre las células de este epl
telio. Ahora bién, este efecto, solo se induce cuando la pre
paracidén se mantiene en una solucidn que contiene EGTA & ED-
TA como amortiguadores de la [Ca++]e. En soluciones sin que-

‘o . PP b ;
lantes y diferentes concentraciones de Ca (partiendo de ce




"ro nominal) las cé€lulas permarnecen acopladas eléctricamente - -

(Loewenstein, 1967). Resultados similares han sido observa—-

-dos” en-la- médula espinal de los anfibios (Alvarez-Leefmans.y: .. -

col.,- 1779). No se sabe si el efecto se debe a la disminu-—-

. ++ .
¢idén o a-la ausencia en el Ca extracelular o bien a la pre

sencia de agentes quelantes.

2) En la transmisidén gquimica hay un retardo sindptico
debldo -en su-mayor parve al tiempo que tarda en activarse el
mecanismo de liberacidén del neurotransmisor. En la unidn neu

romuscular el retardo sindptico medido como el lapso de tiem

po entre el pico negativo del campo producido por el poten—-

cial de accién presindptico~y-el inicio del potencial de pla- .:-

ca, fluctda entre 0.5 y 5 mseg. a 20°C (Katz y Miledi, 1965
b). Por o“ro lado, en las sinapsis eldctricas dicho retardo

es de alrededor de los 5C microsegundos (Bennett, 1977).

7 3) Como el PPE quimico se-genera por un flujo entrante ... ;.

de‘Na+ y uno saliente de K+, siguiendo ambos iones sus res—-.
pectivos gradientes electroguimicos, es posible invertir el
sentido de estos flujos de corriente modificando el poten-—-
cial eléctrico de 1la membrana postsindptica. En otras pala—-
bras, el modelo quimico predice un valor de potencial de mem
brana en el cual la corriente siniptica es cero [el poten-—-
cial de inversién o puntd nulo del PEE (Fatt y Katz, 1951)7.
Por ejemplo, supongamos que el potencial de equilibrioc del
Na+ (ENa+) es de +55 mV y el potencial de equilibrilo del K+
(EK+) es de ~70 mV. Si el iohdéforo por donde fluyen ambos io
nes es igualmente permeable a los dos, entonces el potencial
de membrana tenderd a ser llevado a un vaglor entre ENa+ A
EK+ o sea a -15 mV. Esto implica que si modificamos el poten
cial de membrana con corrientes polarizantes a un valor de
-15 mV, entonces la corriente sinédptica neta serd igual a ce
ro y estaremos en el punto nulo del PPE guimico. En la mayo-
rfa de las sinapsis quimicas excitatorias hasta ahora estu--
diadas, el potencial de inversidn se encuentra entre 0y -20
mV (Takeuchi, 1977). En las sinapsis eléctricas no se ha ob-



servado-un potencial de inversidn a pesar de que el PPE eléc
trico tiene un comportamiento similar bajo el efecto de co-j
rrientes polarizantes (Bennett, 1977; Nicholls y Purves, --
1970; Srapcvalov y col., 1978).

L) El1 efecto de la temperatura sobre la amplitud del --
PPE-y sobre el retardo sindptico es diferente en una sinap--
sis quimica y en una eléctrica. Cuando la temperatura se dis
minuye lentamente se produce un incremento gradual en la la-
tencia y una disminucidn en la amplitud del PFE quimico,
mientras que en los mismos parametros el PPE eléctrico no
presenta variaciones (Nicholls y Purves, 1972). La disminu--
cién en la amplitud del PPE quimico probablemente se explica
por un decremento en la cantidad de neurotransmisor liberado
de las terminales presindpticas (Takeuchi y Takeuchi, 1958;
Kostial y Vouk, 1956).

5) Las sinapsic c¢ldctricas se. desacoplan cuando aumenta
la concentracidn des Ca++ intracelualr (Loewenstein, 1981),
contrario & lo que ocurre en una sinapsis quimica pués en es
ta dltima es necesaric un incremento en el Ca++ intracelular

para disparar el proceso do liberacidén del neurotransmisor.

2.2 Caracteristicas de los potenciales de rafz generados en

la médula espinal de los anfibios anuros.

El potencial de raiz se genera por cambios en el poten
‘cial de membrana de los segmentos intramedulares de los axo
nes que constituyen a la raiz espinal en cuestidén. Dicho po
tencial se produce después de estimular vias especificas de
la médula espinal como por ejemple la columna lateral o las
propias raices espinales.

El potencial de rafz plede registrarse con un electro-
do extracelular. Los potenciales de rafz resultan por tanto
de 1la activacidén de una poblacidn neuronal en regiones res-
tringidas de la substancia blanca o gris de la médula y ge-
neralmente reflejan la -actividad sindptica que ocurre den--

10




" tro de'‘la misma. La interpretacidén de los potencilales de ra--

iz, Junto con la informacidn anatémica disponible, han permi

““'tido elaborar un esquema conceptual de los circuitos neurona

les gque los generan. o
"Son dos los potenciales de-rafz -que més nos interesan

“para el presente estudio, pues en su generacidn participan

las fibras aferentes de rafz dorsal y las motoneuronas. Si--

‘guiendo ~da romenclatura empleada por otros autores (Barrén

y Mathews, 1638a; Eccles y Malcom, 1946; Grinnell, 1966),
estos son: 1) el potencial de raiz ventral, que se produce -
cuando se estimula la rafz dorsal ipsilateral y homosegmenta

ria (DR-VRP); vy 2) el potencial de rafz dorsal que se produ--.-

J

ce cuando se estimula la rafz ventral ipsilateral y homoseg-

mentaria (VR-DRP). En adelante nos referiremos a ellos como

los potenciales de rafz ventral y dorsal respectivamente, o+ - --"

bien por su nomenclatura abreviada. : C el
2.2.1 El potencial de rafz ventral (DR-VRP). -

El potencial de raiz ventral tiene dos componentes. Uno
en forma de espiga que dura aproximadamente 5 mseg., super--
puesto a un potencial lento cuya duracidn total es de aproxi
madamente 1 seg. ({igura 3). La esplga corresponde a la des-
carga sincrona de potenciales de accidn de las motoneuronas
activadas a través de la via monosinéptiéa responsable del
arco reflejo de estiramiento’ (Brookhart y Fadiga, 1960; Fadi
ga y Brookhart, 1960; 1962; Holemans y col., 1966; Katz y Mi
ledi, 1963). Estos potenclales se generan de PPEs quimicos y
mixtos que despclarizan a la membrana de las motoneuronas
hasta alcanzar el valor umbral (Alvarez-Leefmans y col., --
1979; Shapovalov y col., 1978). El potencial lento se ha in-
terpretado como resultado de la actividad polisindptica que
reciben las moconeuronas (Araki y col., 1953). En algunas o-
casiones los potenciales polisindpticos también despolarizan
a la motoneurona hasta su umbral de disparo (figura 3)..
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2.2.2 El potencial de rafz dorsal (VR-DRP).

En este potencial concentramos todo nuestro interés --
pues es el fendmeno bioeléctriceo cuya interpretacidn motiva

el presente trabajo. En su generacidn estén involucrados por

~lo menos dos de los elementos neuronales que producen . el po- . .

tencial de raiz ventral, es decir, las fibras aferentes de -
‘raiz dorsal y las motoneuronas,

El potencial de ralz dorsal tiene varios componentes. -
El mds ostensible es de curso temporal lento, y que fue el
primero en ser descrito (Barron y Mathewssy 1938a). Este com-
ponente consiste de una despolarizacidn cuya latencia es de

20 mseg. a 15°C; cl tlewmpo al pico se encuentra entre los 50

y 60 mseg y su duracién es alrededor de 350 mseg. (figura . -

ha), La amplitud al pico del potencial lento decrece cuando -
la temperatura disminuye (Grinnell, 19¢6), y el potencial de
saparece cuando se aplican bloqueadores de la transmisidén co
linérgica nicotfnica como el curare y la beta-eritroidina
(Mitchell y Phillips, 1962) o por la accidén de la alfa-cobro
toxina (Alvarez-Leefmans y Miledi, 1983), por lo que se ha
postulado que en su generacidn interviene por lo menos una
sinapsis colinérgica.

El origen del componente lento del VR-DRP en los anuros
se empezé a elucidar cuando se encontrd que la inhibicién de
la espiga monosindptica del DR-VRP, producida por estimula--
cién previa Ge la raflz ventral, tenfa un curso temporal siml
lar al componente lento del VR-DRP (Czé€h, 1977; Grinnell, -
1966; Meij y Holemans, 1969). Grinnell (1966) sugirié que la
inhibicidn recurrente de la espiga ocurria a nivel presindp-
tico. Actualinente se acepta que este tipé de inhibicién ocu-
rre a consecuencia de la despolarizacién de cilertas fibras
de rafz dorsal a través de una via recurrente en donde la co

lateral del axén de la motoneurona forma la primera sinapsis

12




--con una o mas interneuronas (figura-Ub). Se desconoce el ni- -

mero exacto de interneuronas que componen dicha via recurren

“te. La despolarizacipn de las fibras aferentes de rafz dopr--
-sdl se propaga electroténicamente hacia dicha raiz producien -:

do -el- componente lento del VR-DRP. En el presente trabajo.
nos referiremos a este potencial lente como el componente —-
"tardio" del VR-DRP. ’

----- Otro componente del VR-DRP es un potencial despolarizan..

te que aparece inmedlatamente después del artefacto del esti

mulo. En el presente trabajo nos referiremeos a este poten---

cial como el VR-DRP I. Grinnell (1970) ha postulado que el
VR-DRP I no es mids que el registro, en la rafz dorsal, del
potencial de campo antidrdmicc que invade a la poblacidn de

motoneuronas. Ademids de este componente de corta latencia,

pinal de rana con un Ringer que contiene -galamina o tebrae-= ¢ .-

tilamonio (TEA), se genera otro componente del VR-DRP, tam——. -
) o b

bién de corta latencia e inmediato al VR-DRP I. A este nuevo
componente le llamé el "early" VR-DRP. Resultados similares

han encontrado Galindo y Rudomin (1978) bajo las mismas con-
diciones experimentales. En la scccidn de antecedentes discu
tiremos en detalle el mecanismo de origen del "early'"VR-DRP.

e
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3. ANTECEDENTES. , e

En la introduccién mencionamos muy superficialmente los
problemas inherentes a la identificacidn del modo de transmi

.8ién sindptica en los contactos entre fibras aferentes de ~--

-raiz.dorsal y las motoneuronas. En los siguientes pdrrafos - . .

reabordaremos con mis detalle el problema anterior, pues es
precisamente la sinapsis Ila,el sistema. analizado en el pre--
sente trabajo. Es conveniente definir nuevamente 1o que en--
tendemos como sinapsis Ia. Las sinapsis Ia son aguellas for-
‘madas entre fibras aferentes primarias de raiz dorsal y la -
membrana de la motoneurona. Cada fibra Ia se origina en un -
huso muscular y el cuerpo celular de la misma se encuentra -
localizado en el ganglio de rafz dorsal o raquideo, del seg-
mento que le corresponde. Las sinapsis Ia son excitatorias y:+

~consecuentemente su accidn sobre la membrana de la motoneuro .. .

na es la generacidn de el potencial monosindptice excitato-- . .
rio (PPE _monosindptico).

En la médula espinal del gato, Ccombs y colaboradores -~
(1955¢) estudiaron el efecto de corricntes polarizantes sobre
la amplitud del PPE monosindptico (Ia PPE producido por la -
activacidén de una poblacidn de fibras-Ta). Estos investigado
res encentraron que dicho potencial se comportaba como lo pre
decfa el modelo quimico de transmisidn sindptica (Fatt y - -
Katz, 1951) cuando se aplican corrientes polarizantes de dis
tinta magnitud y sentido, con la ayuda de un microelectrodo.
Este comportamiento pucde resumirse de la siguiente manera:
cuando se pasan corrientes hiperpolarizantes, la amplitud del
PPE monosinadptico se incrementa y cuando se pasan corrientes
despolarizantes la amplitud de dicho potencilal sindptico dis
minuye hasta llegar a un punto (punto nulo) en el que el po-
tencial se abate. Coombs y colaboradores (1955c¢) encontraron
que el potencial de inversidén o punto nulo del PPE monosindp

tico se alcanza a los 0 mV de potencial de membrana. Sin em-

ly
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‘bargo, frecuentemente encontraron (en otras.motorneuronas) que -

el PPE monosindptico era insensible a las corrientes hiperpo-

'larizéntes, es decir, su amplitud no se modifica ademds de no
‘observa: una inversién sistemdtica del mismo. A pesar de ello

‘concluyeron que el tipo de transmisidn en la sinapsis Ia era

quimica.

Nelson y Frank en 1967 dieron una posible explicacién a

" la frecuente insensibilidad del PPE monosinéptico cuando la -

motoneurona se hiperpolariza. Ellos mostraron que en €l ran-

go de corrientes hiperpolarizantes usadas por Coombs y cola-

boradores, se producfa una disminucién en la resistencia de

la membrana (rectificacidén andmala) que explicaba la ausen--

cia de un incremento en la amplitud del PPE monosindptico,
Al mismo tiempo, Rall y colaboradores (1967) después de

analizar algunos pardmetros del PPE monosindptico (la fase -

de ascenso y la amplitud al pico) como indicadores de la lo-

calizacidn espacial de las sinapsis Ia concluyeron que la ma

yor parte de dichas sinapsis se encontraban localizadas en -
las dendritas distales, con este resultado sugirieron que la

frecuente falla en la produccidn de la inversidn del signo -
de el PPE monosindptico podfa cxplicarse como consecuencia -
de un incompleto control del potencial de membrana dendriti-
co debido a la distancia electrotdnica que hay entre las den
dritas y cl sitio de la inyeccidn de la corriente polarizan-
te (el soma de la motoneurona). La conclusidén de estos auto-
res, después dc analizar las evidencias existentes hasta ese
momento en pro y contra del wodo de transmisién sindptica --
fue que rno era posible distinpguir entre transmisidén quimica

y eléctrico. La incertidumbre aumentd cuando Edwards y cola-
boradores (1976) tampoco pudieron observar la inversidén de -
los PPE monosindpticos producidos en el soma de la motoneuro
na por la activacidn de una sola fibra la (para una revisidn
mis extensa ver: Alvarcz-Leefmans, 1982). M4s recientemente,

Finkel y Redman (1983) utilizando la técnica de fijacidn de -

15
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mica en la médula espinal se bloquea con Co

voltaje, han podido invertir la corriente sinédptica asocia-
da al PPE monosindptico unitario de origen somitico.

"En~1a médula espinal de gato el mecanismo de transmi--
sién en la sinapsis Ia parece estar esclarecido, a pesar de
las irregularidades en el comportamiento del PPE monosindp-
tico. Por otro lado, en los vertebrados inferiores, particu

larmente en los anfibilos anuros, la situacidén es mds cons—-

~tante. En los anuros se ha demostrado la persistencia de un

componente del PPE monosindptico cuandoe la transmisidn qui-
+ ++

(Alva-
rez-Leefmans, et. al., 1978, 1979; Shapovalov, et. al.,1978
1980). Alvarez-Leefmans y colaboradores y el grupc de Shapo

é Mn

valov concluyen que el PPE resistente s la substitucidn del
Ca++ extracelular por Co++ (o Mn++) es debido al acople eléc
trico entre las filbras Ia y las motoneuronas. Otras eviden-
clas en favor de la transmisidn eléctrica en la sinapsis JTa
son: 1) el PPE eléctrico es insensible a cambios en la tem-

v 2) el PPE eléctrico

peratura (Shapovalov, et, al., 1978);
tiene una latencia minima de 0.3 ms (Alvarez-Leelfmans, et.
al., 1979). En resumen, la evidencia acumulada en los Ulti-
mos afios nos permite concluir que en los anfibios anuros el
tipo de transmisidn sindptica en la sinapsis Ia es no solo
quimica sino también eléctrica. Conocemos muy poco del meca
nismo de transmisidn, en la sinapsis Ia de los reptiles y -
las aves.

Se ha postulado que las’ sinapsis mixtas axodendriticas
de la substancia intermedia de la médula espinal de los anu
ros (Sotelic y Grofova, 1976) son la base estructural del --
componente gquimico y eléctrico del PPE monosindptico. No --
obstante la indudable existencia de acople eléctrico entre
las fibras Ia y las motoneuronas, poco se conocer, en este
sistema, sobre las propiledades electrofisioldgicas y fisio-
patolégicas de las uniones comunicantes a través de las cua

les se genera el componente eléctricc del PPE monesindptico.
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EXlsten evidencias que sugieren que  las uniones comuni
cantes -presentan bidireccionalidad al flujo de corriente, -
“es decir, que el acople eléctrice ocurre tanto en direccién
“ortodréuica como antidrdmica. Grinnell (197C) encontré (pos
.terlormente confirmado por Galindo y Rudomin, 1978) que cuan
do la médula espinal se perfunde con Ringer que contiene Ga
lamina & TEA, substanclas que por su accidén sobre el éanal
‘de 'potasio dependiente del voltaje, aumentan la invasidn an
tidrémica de las motoneurcnas, aparece en las raices dorsa-
les, un componente de latencia relativamente corta (5 a § -
ms) del VR-DRP. Grinnell did a este componente ¢l nombre de
"early" VR-DRP o "VR-DRP tempranc" para disvinguirlo del —-
componente tardfo al cual ya se hizo referencia en pédglnas
anteriores. La amplitud del VH-DRP temprano se Incrementa -
cuando la temperatura se disminuye de 17 a 10°C. A tempera-
“turas mds bajas su amplitud- decaé junto con la de los otres
potenciales de rafz. Por otra parte, cuando la concentracidén
de calcio extracelular se incrementa de 5 a 10 mM, el VR-DRP
temprano se deprime rapidamente. En su trabajo, Grinnell --
concluye que ¢l VR-DRP temprano resulta del acople eléctri-
co entre las motoneuronas y las t'ibras aferentes.

Un andlisis mds critico de los resultados de Grinnell,
arroja varias dudas, Desde un punto de vista farmacoldgico,
es muy aventurado afirmar que el VR-DRP tempranc se deba a
transmisién sindptica elfctrica cuando no se ha bloqueado -
la transmisidn quimica en la médula espinal. Por otra parte,
la presencia del VR-DRP temprano solo pudo demostrarse sis-
temdticamente cuando la médula era perfundida con férmacos
de accidn multiple. Se¢ sabe, por ejempnlo, que la Galamina -
ademds de bloguear la conductancia al potasio voltaje depeg
diente, también bloquea los receptores nicotinicos y los re
ceptores al glutamato (Cull-Candy y Miledi, 1983). Asi, un
incremento en la excitabilidad de las fibras afercentes, por
la Galamina o por el TEA, puede producir disparo de las mig
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T mas "por‘un efecto de campo -eléctrico-mds- que por un mecanis
mo de transmisidén sindptica eléctrica.

s - Con-'respecto a la depresidén del VR-DRP temprano, cuando
"se -aume: £a la [Ca++J extracelular, también es un resultado -
de dificil interpretacidén. Grinnell lo atribuye a un efecto
directo del Ca’’ sebre la transmisidn eléctrica. Si bien es
cierto que un aumento en la [Ca++] intracelular puede produ
ceir desacopiamiento electrdnico (lLoewenstein, 1981) también.
sabemos gue 1la membrana de las neuronas es altamente imper-
meable al calcio y este catidén se¢ mantiene a niveles cons--
tantes incluso cuando se aumenta el gradiente electroquimi-
co (Alvarcz-Leefmans, et. al., 1981). Por otro lado sabemos
que un incremento en la [Ca++] extraceluldr produce una dis
minucidén en la probabilidad de invasidn antidrdmica de la -
membrana somatodendritica por el potencial de accidn (Dam--
bach y Erulkar, 1973). Este electo.puecde explicar mis cone-
gruentemente la depresidn del VR-DRP temprano. En base a -~
las criticas anteriores consideranmos que los resultados de
Grinnell no son suficicntes para afirmar que la transmisidn
eléctrica ocurre también en direccidén antidrémica, entre fi
bras aferentes y motoneuronas.

Tomando en cuenta los antecedentes anteriores conside-
ramos que es necesario hacer un estudio mds critico del mo-
do de generacidn de¢ los componentes de corta latencia del -
VR-DRP (y del DR-VKP) para determinar si las uniones comuni
cantes responsables del compbnente eléctrico del PPE monosi
nidptico presentan la postulada bidireccionalidad al flujo -~

de corriente eldctrica y si este acoplamiento es de guficie

=

te intensidad como para producir disparo de potenciales de
accidén en las {ibras aferentes por estimulacidén de sus ele-

mentos postsindpticos, es decir, las motoneuronas.



4.~ METODOS. el

4.1 Preparacidn biolbgicay ;| & .3 =
Se utilizé la médula espinal.aislada y sagltalmente he-
miseccionada de Rana moctezumae y-R. pipiens.

El empleo in vitro de la médula espinal de los anfibics
anuros ofrece ciertas ventajas técnicas.sobre la de otros.-—-
vertebrados. Las ventajas se resumen en los siguientes pun--
4?03: 1) la relativa facilidad con que la médula puede extra-
erse del cuerpo del animal; 2) bajo condiciones apropiadas
de oxigenacidn y de suministro de nutrientes, la funcionali-
dad de la médula se prolonga por periodos de tiempo de més
de 8 horas; 3) es posible controlar de manera precisa varia-
bles como ¢l pH, la temperatura, asf como la composicidn de
los liquidos de perfusidén; 4) la hemiscccidn sagital disminu
ye las barreras difusilonales qgue signiifican las meninges, de
tal manera que se facilitan los experimentos de tipo farmaco
16gico; 5) la hemiseccién sagital permite hacer reglstros in
tracelulares en diferentes zonas de las substancias gris y
blanca sin producir lesiones severas en el tejido nervioso -
durante el recorrido del microelectrodo; 6) la hemlseccidn a
pesar de producir una lesién en la médula, ésta generalmente
se recupera y mantiene una condicidn fisiolégica estable y -
similar a la que presenta cuando es mantenida in situ 6 cuan

do se ailsla sin ser hcmiseccionada.
I, 2 Técnica de diseccidén de la médula espinal de rana.

4.2.1 Extraccidn y diseccidén de la médula espinal del canal

vertebral.

El procedimeintc de diseccidén y montaje de la médula es

pinal se resume en los siguientes pasos:
1) La rana se descerebra cortando el craneo a la altura del

19.




hueso cccipital. E1 animal se sumerge en decibito.ventral, -
en una camara de diseccidn conteniendo Ringer oxigenado a u-

- na temperatura entre 10 y.15°C, y se fijan =us extremidades

con ganchos facultados para este propdsito (figura 5a).

2) Se hace una inclsién sagital en la piel y se diseca la --
musculatura dorsal hasta hacer visible la columna vertebral
y el hueso isquion. '
3) Se . hace una laminectomia dorsal en direccidn rostrocaudal

cuidando de nc lesionar a la médula durante este procedimien

to quirdrgico. Una buena laminectomia garantiza la funciona-

lidad de la preparacidn, por lo que esta etapa es critica (
figura 5b).

L) Se hace una incisidén longitudinal de la duramadre y se re
mueve cuildadosamente.

5) Después se seccioran las raices dorsales y ventrales, asi
como el filum terminale.

6) Una vez aislada, la médula espinal se fija con la cara --
ventral -hacia arriba, en una caja de Petrl cuyo piso contie~
ne un polimero plastico (sylgard) (flgure 6a). lLa fijacién

se hace con alfileres entomoldgicos. Estos se colocan en los-

extremos de la médula aislada, la cual se estira ligeramente

para que no se mueva durante la hemiseccidn.
4,2,.2 Hemiseccidn sagital.

1) La hemiseccidén se hace con una navaja de afeitar y constl

'tuye la etapa crucial. La navaja debe colocarse en un plano

perpendichlar a la superficie ventral de la médula. El corte
se hace sagitalmente a lo largo del surco ventral para que -
asi se obtengan dos mitades simétricas (figura 6b) .

2) Finalmente, se fija una de las mitades en otra caja de Pe

tri (volumen: 5ml), la cual sirve como cdmara de perfusidén y

registro durante los experimentos (figura 6c). La médula de-
be fijarse al piso de la cdmara firmemente para que no se --

mueva por perturbaciones del flujo de Ringer que pasa por la

20



cémara y as{ poder tener registros. de potenciales de campo -

estables.
4.3 Técnica de registro. .

4.3.1 Registro extracelular de fendmenos bioeléctricos.

4,3,1,1 Potenciales de_ rai“.

Después de fijar una mitad de 1la médula espinal en la -

cdmara de registro, las raices dorsal ¥ ventral, ipsilatera-
‘les y del mismo segmento, se montan en electrodos de succidn
cuyo interior fue previamente llenado con el mismo Ringer --
que perfunde al resto de la preparacién. De esta manera los

potenciales de raiz se registran comc los cambios en el po--
tencial de lesidn que existe en la zona seccionada de la ra-
iz y un electrodo indiferente que sc encuentra en la cdmara

dé perfusidn. £l circuito equivalente de esta técnica de re-
gistro se muestra en la figura 7. Este arreglo experimental

equivale a hacer "un registro intracelular simultaneo de to-

" que forman la rafz espinal (dorsal o ven----

das las fibras
tral), ya que eléctricamente dichas fibrasg se encuentran dig
puestas en paralelo. Bajo estas condiciones de registro, un
potencial despolarizante se manifiesta como una positividad
en el interior de¢ las fibras con respecto al electrodo indi-
ferente y por tanto se registra como una deflexién hacia a--
rriba en el osciloscopio. Por otra parte, la amplitud de los
potenciales de rafz es funcidn de la resistencia de corto --
circuito (Rce) por lo que es importante que el sello entre
el electrodo de succidén y la raiz sea lo mcjor posible.

La figura 8 muestra un diagrama del circuito de regls--
tro empleado en los experimentos. Los potenciales de raiz se
registraron con un amplificador diferencial cuya entrada no
inversora rccogfa la sefial del electrodo de succién, mien---
tras que la entrada inversora estaba conectada al electrodo
de referencia. El Ringer que bafia a la médula se conectd --
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-eléctricamente a la "tierra principal", a través de un ter-
cer electrodo. Todos los electrodos utilizados fueron de pla
ta clorurada (Ag/AgCle). ‘

.Tofos los registros se hicleron en DC.(acolamiento di--
recto) y las seflales se pasaron a través de un filtro de 10
KHz con el objeto de eliminar ruido de alta frecuencia,

"Experimentalmente el DR-VRP se genera de la siguiente -~
manera: .el electrodo que succiona-a la rafz dorsal se conec-
ta a un estimulador a través de up interruptor de dos pasos,
como se esquematiza en la figura 8. El mismo interruptor co-
necta simultaneamente al electrode de la rafz ventral al am-
plificador diferencial del osciloscopio. El pulso de voltaje
del estimulador se dispara con la ayuda de un generador de
pulsos que sincroniza la sallda del pulso estimulador con el
barrido del osciloscopio. E1 VR-DRP se genera experimental--
mente con el solo hecho de mover el Interruptor a su otra po
sicién, de esta manera la rafz ventral se conecta al estimula
dor y la rafz dorsal al amplificador.

},3.1.2 Potencial de campo éntidrémico.

Cuando se estimula la rafz ventral con un choque eléc--

trico se produce en cada axdén de las motoneuronas un poten--

cial de accidn gue se propaga hacia el soma de las células.
Esta invasidn antidrdmica de las motoneuronas genera un po--

tencial de campo compuesto. hsi, en los experimentos se re--

gistrd el potencial de campo antidrdimico (AS) colocando la
punta de un microclectrodo sobre el nﬁcleo motor. La resis--
tencia DC de estvos microclectrodos fue del orden de 2 a 5 me
gaohms. Una caracteristica importante de éstos, fue que se
llenaron con solucidn Ringer de la misma composicién con la
que se perfunde a la médula.

El potencial de campo antidrdémico se registrd con res--
pecto a un electirodc de referencia que conecté a tierra el

1fquido de perfusidn. Ambos clectrodos se conectaron a un



~e :amplificador de alta impedancia .de entrada (WPI, KS700Q).
Como se sabe, 1la morfologia del campo antidrdémico regis
~- trado en-el nlcleo motor consiste-de una.onda thifésica (po:
- sitivo-negatdivo-positivo), si la punta del microelectrodo se
encuentra en los somas neuronales (Fatt, 1957; Araki y Ter--
zuolo, 1962) & bifdsica (negativo-positivo) si el campo se
registra sobre las dendritas (Arakli y Terzuolo, 1962).

L.4 Soluciones fisiologicas.

. Los reactivos usados para preparar las soluclones fue--
ron analiticos y de la mayor purcza que se encuentra en el
mercado. Por otra parte, todas las soluciones se prepararon
con agua desionizada.

4.4, 1 Solucidn Ringer normal.
, ;

La composicidn del Ringer normal fue la.siguiente (mM):
NaCl, 114; KC1, 2; CaCJZ, 2; Hepes-Na (amortiguador), 10: -~
glucosa 5.5. E1 Riger se prepard a partir de soluciones ma--
dre (1 M) de cada componente. La concentracidén final se obtu
vo adicionando el vollmen adecuado de cada solucidén madre. -
Posteriormente el Ringer sc oxigend durante 15 minutos con
una mezcla de oxipgeno (95%) y 002 (5%), para ajustar su pH a
un valor final de 7.2 .

4,4,2 Modificaciones en la composicidén del Ringer normal.

Las modificaciones en la composicién del Ringer normal
. s - . .t ' .2
consistieron en substituir al Ca por una concentracidn e--
++ . . ‘
gquimolar de Co (Ringer cobalto) & de Mn (Ringer mangane-
P ~ + -~ ++ - . . 2
so). La adicidn de Co (6 Mn ) al Ringer se hizo despues
~de haber ajustado el pH linal. Los demds componentes del Rin

er permancecieron consgtantes.
>
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<+~ l;5 Modificacidn en la temperatura del- bafio- de perfusidn. -

- . --temperatura sobre losg potenciales.de raiz se hicieron con la. ..

-ayuda de cuatrc elementos Peltier conectados en serie. La su
perficie fria de dihos elementcs sz adhirié al piso de un re
cipiente en donde se encontraba parc--almente inmersa la cémg
ra de perfusidn., De esta manera era posible cambiar y fijar
la temperatura de la cdmara de perfusién. La rapidez del sis
tema de enfriamiento era tal que una disminucidén en la tempe
ratura de 16 a 3°C ocurria en un tiempo de 30 minutos. La --
temperatura de dicha cémara se registrd continuamente con un
termistor digital (¥ .1°C).

.=~ -.:Los experimentos en donde .se estudld el efecto de la -~
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5. RESULTADOS.

5.1 Potenciales de rafz cuando:lazmédula espinal es-perfundi.
- da con solucidén Ringer normal.-

5.1.1 Potencial de raiz ventral producido por la estimula-
cién eléctrica de la rafz dorsal ipsilateral homoseg-
~ mentaria (DR-VRP). e

) Cuando se aplica un estimulo de intensidad supramixima
& una raiz dorsal y se registra la actividad eléctrica re-
sultante en la raiz ventral ipsilateral homosegmentaria, se
obtienen una serie de cambios de potencial que en su conjun-
to se denominan como el potencial de rafz ventral. Como ya -
dejamos apuntado en parrafos anteriores, el DR-VRP se distin
gue por tener dos componentes Tdcilmente identiiicables. El
primeroc de ellos es una espliga superpuesta al otro componen-
te el cual tiene un curso temporal mds lento (figura 9a).

En nuestros experimentos, la espiga monosindptica medi-
da de Ia linea isoeléctrica al pico, tuvo una amplitud de -
hasta 10 mV. Recordemos que la amplitud de los potenciales -
es funcién de la Ree (figura 7) y del ndmero de elementos -
neuronales activados. Por otra parte, la duracidn de la espl
ga fué de 5 mseg. a 16°C, contrastando con la duracidén del -
componente lento cuya duracién es del orden de segundos (1 a
5 seg). En este dltimo componente puede apreclarse la presen
cia de fluctuaciones algunas de las cuales ostentan un cardc
ter "todo o nada" y que corresponden en su mayoria al dispa-
ro asincrono de potenciales de accidén en las motoneuronas.

Cuando se aumenta la velocidad de barrido del oscilosco
plo se observa en detalle los componentes de corta latencia
del DR-VRP (figura 9b). Inmediatamente después del artefacto
del estfimulo se registra un potencial trifédsico (positivo-ne

gativo-positivo) y en ocasiones bifdsico (positivo-negativo)
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- -que ‘se -ha -interpretado como el registro, en la rafz ventral,.

del potencial de campo generado por los potencizles de ac--

-cién-que se conducen a lo largo:de los segmentos intramedula

res y las ramas terminales de las fibras aferentes. Después
de este evento se observa un potencial despolarizante, que -
llamaremos "prepotencial" pues es previo a la rama ascenden-
" "te de la espiga monosinéptica. E1l prepotencial corresponde a
la -suma-de los potenciales postsindpticos excitatorios que
se generan en las dendritas y el soma de las motoneuronas, u
na fraccidén de los cuales corresponden a potenciales uonosi-
ﬁépticos.
5.1.2 Potencial de raiz dorsal producido por la estimulacidn
eléctrica de la rafz ventral ipsilateral homosegmenta-
ria (VR-DRP).

Si se aplica un estfmulo a la'raiz ventral y se regis--

tra el cambio de potencilal en la raiz dorsal ipsilateral ho-
mosegmentaria se obtiene el potemcial de raiz dorsal. Como -
ya dejamos apuntado en la intrcduccildn, el VR-DRP presenta
dos componentes cuando la médula es perfundida en Ringer nor
mal a 16°C: un potencial despolarizcante que surge inmediata-
mente despuds del artefacto del estimulo (figura 10b) y al -
cual designaremos con el nombre de VR-DRP I; y, un segundo -
componente que 1lamamos como potencial "tardio" del VR-DRP
(figura 10a).
‘ ‘n nuestros experimentos, el componente "tardio", medil-
do de la 1lfnea isoeléctrica al pico tiene una amplitud de --
hasta 0.5 mV y su duracidn es del orden de unos 300 mseg. a
16°C. La latencia del componente "tardio", medida como el --
lapso de tiempo cntre el inicio del artefacto del estimulo y
el inicio del potencial, es del orden de 20 mseg. a 16°C.

Al aumentar la velocidad de barrido del osciloscopio --

puede distinguirse con mayor detalle el VR-DRP I (figura 10
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b). E1-VR-DRP I tiene una latencia.de 0.3 mseg (16°C). Gri-- .

nnell (1970) sugiere que este potencial corresponde al campo

antidrémioo generado por  la invasidn-antidrdnica de las mato

neuronas. -
En Ringer normal y a las temperaturas que utilizdé Gri--

nnell (1970) nunca fue posible observar un potencial de las

caracteristicas del llamado "early" VR-DRP.

5.2 Disociacién entre los componentes de los potenciales de
raiz mediados por transmisién sindptica quimica y eléc--

trica, respectivamente.

Actualmente estd bilen establecido el hecho de que los

+

+ 44 s
iones Co y Mn son dos potentes inhibidores de la transmi

si6n sindptica quimica (Katz y Miledi, 1969b; Meiri y Rahami

moff, -1972; Weakly, 1973). EL cfecto de estos cationes se e-

jercen a nivel presinéptico. Su accidn consiste en Lbloquear
la conductancia al Ca++ que se activa en las terminales du--
rante el potencial de accldn.

En la figura 11 sc muestran los resultados de un experi
mento en el que sc estudid ¢l efecto de la substitucidn equi
molar de los lones Ca++ por Co++ 6 Mn++, sobre los potencia-
les de rafz. Después de tomar los registros control del DR-
VRP (figura 1la y 11b) y del VR-DRP (figura 1la, vy 11b1), la
médula se perfundio con Ringer cobalto. En la médula hemisec

cionada, los efectos de modificaciones en la composicidn del

‘Ringer sobre los potenciales de rafz, se manifiestan después

de los 5 minutos de iniciada la maniobra y se alcanza el e--
fecto médximo a los 15 minutos.

Despucs de haberse iniciado la perfusidén con Ringer co-
balto se observa una reduccidn gradual de la espiga monosi--
ndptica y del componente lento del DR-VRP, hasta el bloqueo
de ambos potenciales (figura 1lc). Nétese sin embargo, que U

na fracciéh del "prepotencial del DR-VRP" persiste después
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’

cocda de-Ca++ y a la presencila de Co

.dehlamsubstitucién equimolan;del.ﬂaf+ por el Co.++ (figura --

llc)..A este potencial despolarizante resistente a la ausen-

s Mnf+'(figura lle) se

.. le denomina en el presente estudio. como el DR-VRFP eléctrico.

-Una caracteristica de este potencial es gue su curso tempo~-

ral - es similar al del componente eléctrico del PPE monosi--

nidptico (figura 19). Por otra parte, notese que la amplitud

~del potencial de campo bifdsico no se modifica substancial--

mente cuando se substituye al cat?t (figuras 11b y 1lc). Este
ultimo hecho descarta la posibilidad ae que la gradual redu-

'qcion y posterior bloqueo de la esplga monosindptica y del -

componente lento del DR-VRP, se deban a que el Co t altera
el nimero de axones aferentes capaces de generar o propagar
potenciales de accidn.

Los efectos de la substitucidn de ca*t por co™ sobre -

el VR-DRP, se reflejan en una gradual dicminueién y poste—w—-

rior bloqueo del potch1aJ 'tqrdio" del VR-DRP (figura 1101)'

t (fi-

ya que por otro lado, el VR-DRP I es resistente al Co
gura 11cl) y al Mnt (fifura llel,.

Los efectos del Co son reversibles tanto para el DR~
VRP (figura Jld) como para el VR-DRP (figura 11d ) Similar
mente, el Nn * tiene los mismos efcctos sobre ]o< potencia-
les de ra;z (figuras 1le, 111, 1le1 y 11f ) y es tan poten-
te como el Co++ para bloquealr la transmis 1on sindptica qui-
mica en la médula espinal aislada.

Los resultados anteriores sugieren que el DR-VRP élée-
trico y el VR-DRP I no sec originan por transmis idn blnath—
ca quimica entre algunas aferentes de raiz dorsal y motoneu
ronas; Es probable que ambos potenclales resulten de inter-

. » s
accilones eléctricas.

- . 'l
5.3 Efecto de la temperatura sobre los potenciales de ralz

. . . ++ .
resistentes a la ausencia de Ca y a la presencia de

B N ek . .
Co 6 Mn' " en la solucidn de perfusién.
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s Attualmente estd blen establecido..el ‘hecho ‘de que :la - . & -

transmisién sindptica quimilca es termosensible (Takeuchi, 1

o

58). Por-otro lado, experimentos realizados en-diferentes e

Hl

pecies animales han mostrado que los PPEs eléctricos son «=-

précticamente insensibles a modificaciones en la temperatura
(Nichoi+ls y Purves, 1972; Shapovalov 'y col., 1978). Sin em--
bargo, existen en la literatura resultados contradictorios
en relacidén al efecto de la temperatura sobre la resistencia
de acople de uniones comunicantes (Payton y col., 1969; Ra--
m6n y Zampighi, 1980). Con el objeto de probar el cfecto de
la temperatura sobre la transmisién sindptica eldctrica en -
una sinapsis central de vertebrado. se estudid el efecto de
un descenso gradual de la temperatura sobre los potenciales
de raiz recistentes al Co++ o al'Mnfﬁ..‘ ‘ L

’

5.3.1 Efecto de la temperatura sobre el DR-VRP eléctrico.

En la figura 12 se muestran los resultados de un experi
mento en el que se estudi6 el efecto de la temperatura sobre
el DR-VRP eléctrico. En la parte superior de la figura (fig.
12a) se mucstran 3 registros obtenidos a diferentes tempera-
turas; en la parte inferior (fig. 12b) se muestra la gréfica
de la amplitud (normalizada) de los DR-VRPs eléctricos, medi
da de la linea isoeléctrica al pico, en funcidn de la tempe-
ratura. Las Tlechas sobre la grafica indican el curso del ex
perimento.

Partiendo de 5°C, un incremento en la temperatura hasta
17°C produce en el DR-VRP eléctrico, una disminucidén en su -
amplitud al pico (circulos). Un descenso subsecuente de la -
temperatura, de nuevo hasta 5°C, tiene el efecto de incremen
tar la amplitud de dicho potencial hasta un 100% con respec-
to a su amplitud a 17°C. A pesar de que hay histeresis duran
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te el‘expérimento, el efecto de da temperatura es. reversi--
ble. Por otra parte, una disminucién en la temperatura se
~refleja en el potencial de campo-registrado en la.rafz, como
una disminucidén en su amplitud del 18% pero a su vez hay un
incremento en su duracidn del 407, ambos pardmetros con res-
pecto a los encontrados a 17°C.

5.3.2 Efecto de la temperatura .sobre el VR-DRP. I y el .. =
VR-DRP II

Fl efecto de la temperatura sobre los componentes del -
VR-DRP presenta rasgos mis notables. Esto se ilustra en la
figura 13. Cuando la temperatura se disminuye gradualmente -
de 13°C (control; figura 13a) a temperaturas menores de 10°C
‘se obuerva la aparicidén de un potencial despolarizante, de -
- relativamente corta latencia (5 mseg.), inmediatamente des--
pués del VR-DRP 1 (figura 13b). A este nuevo componente del
VR-DRY que aparece cuando se disminuye la temperatura le de-
signamos el "VR-DRP II". Dicho potencial aparece en Ringer
normal (fig. 13b), es altamente termosensible y persiste --
cuando la transmisidn quimics ha sido blogueada (fig. 13d).
Adem&s de estas caracteristicas, el VR-DRP I1 presenta de un
estimulo a otro de la misma intensidad, fluctuaciones aleato
rias en su amplitud. Este Ultimo comportamicnto contrasta --
con el VRIRP I, cuya amplitud no fluctda de estimulo a esti-
mulo. Por otra parte, en el contorno del VR-DRP II es posi--
‘ble detectar potencilales de caracter unitario (todo o nada)
(flechas en la fipura 13d). Finulmente observese que el VR-
DRP "tardio" disminuye en su amplitud e incrementa su laten
cia cuando se disminuye la temperatura.

Con cstos antecedentes se estudid sistemdticamente el
efecto que tienen los cambios en la temperatura sobre los -
potenciales de campo antidrémico, el VR-DRP I y el VR-DRP -~
II, todos registrados simultaneamente. Los resultados se --
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1dustran-en la figura lda. Obsérvese que la amplitud:al pi-

co del potencial de campo antidrémico, registrado en el nd-

= cleo-motor, coincide temporalmente con el ‘pico del VR-DRP I

. pero -nunca se observé un segundo. potencial de campo.asocia .

do al VR-DRP II. En este experimanto se observa que de 16 a .
6°C hay tn incremento gradual en -la amplitud y en la dura--
cién del potencial de campo antidrdémico. A los 9°C se insi-

nua el VR-DRP II el cual aparece--claramente como un clmulo

de eventos unitarios a los 8 y 7°C. Conforme se continua dis

minuyendo la temperatura, la amplitud del potencial de campo

junto con la del VR-DRP II continuan incrementandose. En es-
te rango de temperaturas (menores de 10°C) no hay cambios a-
parentes en la amplitud del VR-DRP I, pero si en su duracidn
la cual se incrementa al disminuir la temperatura.

Los resultados anteriores son reproducibles y se mues—-—
tran en forma grafica , de otro experimento, en la figura 14
b, en la cual las amplitudes al pico normalizadas de los --
tres potencilales se grafican en contra de la temperatura. NG
tese que ¢n el rango de 15 a 3°C hay un incremento gradual
en la amplitud del potencial de campo antidrdémico (cuadros,
fig. 1Ub). Este resultado es opuesto al de Grinnell (1966) -
pues este autor encuentra aue la invasidn antidrémica decae
a temperaturas mcnores de 10°C., En el intervalo de 9 a 11°C
se produce la activacidén del VR-DRP II (circulos llenos, fi-
gura 14b), alcanzando su mdxima amplitud a los 3°C. Si la mé
dula sc mantiene a esta temperatura durante un lapso de tiem

po relativamente largo, los tres potenciales agqui estudiados

decaen hasta bloquearse y el efecto es irreversible. Por o--
tra parte, nétese gue hay una aparente saturacién en la am--
plitud.del VR-DRP I (triangulos, fig. 1lib) a temperaturas me
nores de 10°C, contrastando con el comportamiento del VR- --
DRP IT.

El efecto de la temperatura sobre el VR-DRP II es rever

sible en el rango de temperaturas explorado. El comportamien
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~to del-VR-DRP II es similar -ya sea en Ringer normal que .en

Ringer cobalto § Ringer manganeso (figura 15).

5.4 Otras propiedades del VR-DRP-I y del VR-DRP II. Facili-
tacidén del VR-DRP II.
Cuando en la rafz ventral se dan dos estf{mulos de in--
tensidad supramixima a diferentes. intervales de tiempo, sc
encuentra que el VR-DRP II, a diferencla del VR-DRP I, se»-
facilita. Esta propiedad se ilustra, a tres escalas de tien
po, en la figura 16 (el VR-DRP II estd serialado por los cir

culos vacios). El curso temporal de la facilitacidn del VR-

DRP IT se muestra en la grdfica de la figura 17. En ella se
grafican al amplitudes al pico normalizadas del VR-DRP I, -
del VR-DRP II y del potencial de campo antidrdémico, correc-
pondientes & los registres de la figura 16, contra el inter.
valo de tiempo entre el estimulo condicionante y el de -
prueba. Notese gue a intervalos menores de 20 mseg. hay o—-
clusidén de los tres potenciales. En el caso del VR-DRP II,

la oclusién desaparece a los 30 mseg. y es segulda, a inter
valos mayores, por facilitacidn la cual alcanza su'méximo -
entre los 50 y 60 mseg.. Esta facilitacidén dura hasta 200

mseg.. En contraste, nl el VR-DRP I, ni el potencial de can
po antidrdémico, se facilitan en los mismos intervalos de ~-
tiempo. Eéto sugiere que la facilitacidén del VR-DRP II no

se debe a facilitacién de la invasién antidrémica de las mo

toneuronas.

5.5 Efecto del tetraetilamonio (TEA) sobre los potenciales
: . ot
de rafz dorsal resistentes a la ausencia de Ca y pre
. .+t
sencia de Co O Mn .
En ninguno de los experimentos que se hicieron en el -

presente trabajo se observé la aparicién del VR-DRP Il a --
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:r-temperaturas mayores de 189C.:- La aparicidn-del- VR=DRP II. al-- - .:

disminuir la temperatura asfi como su sensibilidad a cambios

-en- la misma puede deberse a efectos sobre la amplitud y la:

-duracién-del potencial de accidén antidrémico. Tales efectos:
-consistirfan en incrementar los anteriores parametros del - -

potencial de accién. De acuerdo a lo anterior, entonces 1la
activacibén del VR-DRP II depende probablemente del grado de
invasién antidrémica del drbol dendritico de las wotoneuro-
nas. Si esto es cierto, se esperaria quc cualquier agente -
farmacolégico que incremente la amplit&d y la duracidn del
potencial de accidn, tenga un efecto que mimetize la accidn
de 1la disminucién en la temperatura por abajo de los 10°C.

Para probar la idea anterior, se hizo un experimento -
en el cual la médula sec perfundidé en Ringer cobalto a 16°C,
conteniendo 5 mM de bromuro de TEA. Sabemos que el TEA pro-
duce un incremento en la amplitud y en la duracién del po~-
téncial de accién como consecuencia del bloqueo de la con--
ductancia transmenbranal tardia de kt (Armstrong, 1969).

La figura 18 resume los resultados obtenidos en este -
experimento., El trazo superior de cada par de registros co-
rresponde al potencial de campo antidrdémico, mientras que -
el inferior, corresponde al registro del potencial de raiz
dorsal en presencia de Co++. La figura 18a muestra los re--
gistros control a U°C. En ellos se observa claramente la --
presencia del VR-DRP IX. Cuando se incrementa la temperatu-
ra hasta 16°C ocurre una disminucién en 1a amplitud y dura-
cién del campo y del VR-DRP I asi como la desaparicién del
VR-DRP II (fig. 18b). La adicidén de TEA a esta temperatura
produce un incremento en la amplitud y la duracién del cam-
po antidrémico, tanto en el pico negativo como en la positl
vidad que sigue a dicho pico. Este fendmeno se acompana de
la aparicién de un potencial despolarizante que se asemeja
al VR-DRP II (fig. 18¢). Estos resultados sugieren que la -
despolarizacidén antidrémica dendritica de las motoneuronas

es indispensable para generar dicho potencial.

Le
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6. DISCUSION. RN .

T .Cabé preguntarse de antemano si la médula espinal ais-—..

" lada y lLemiseccionada refleja fielmente su fisiologfa como
's1 se encontrase in situ. Aungue no hay una respuesta abso-
luta a esta pregunta podemos ofrecer una observacidn impor-
tante que responde a esta interrogante. Dicha observacidn -
consistid en que los potencisles de rafz que se registraron
en Ringer normal (el DR-VRP y el VR-DRP tardio) son identi-
cos a los reportados por otros autores utilizando la médu-
la espinal aislada (Cz&h, 1972; Eccles y Malcom, 1946; Gri-
nnell, 1966) 6 in situ (Barron y Mathews, 1938a; Lloyd, 19-
43), Lo anterior sugiere que la preparacién aqui utilizada
es un modelo experimental confiable para el estudio de algu
nos aspectos de la fisiologia espinal. Partiendo de esta --
premisa, podemos ahora discutir el resto de nuestros resul-
tados.

Los resultados obtenidos en la presente tesis sugieren
la existencia de acople eléctrico antidrémico entre algunas
fibras aferentcs de rafz dorsal y motoneuronas. Cuando nos
referimos al acople eléctrico implicitamente se acepta que
éste resulta del flujo de corrientc eléctrica via uniones -
comunicantes. Bg muy probable que las uniones comunicantes
que permiten el acople ecléctrico antidrémico son las mismas
que permiten ¢l acople ortodrémico entre fibras aferentes
Ia y motoneuronas (Alvarez~Leefmans y col., 1979; Shapova--
lov y col., 1978).

6.1 Identificacidén de los componentes del DR-VRP y del VR-
DRP mediados por interacciones eléctricas: efecto de la

P -” -'+

substitucion de Ca++ por Co++ 0 Mn~ .
Cuando se perfundid a la médula espinal con Ringer co-
balto & Ringer manganeso, se encontrd que tanto la espiga -
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monosinéptica como el companente lento del DR-VRP, .se abolie
ron. Este resultado se explica porque, bajo estas condlones,
el cobalto y el manganeso.inhiben:la liberacidén del neuro---
transmicor en. las terminales sinépticas. Estos resultados. =
confirman la hipdtesis de que ambos componentes del DR-VRP -
se originan por transmisién sinéptica quimica.

Por otra parte, la exlstencia de un componente del po--

tencial de raiz dorsal resistente a la ausencia de Caf+_yna

la presencia de Co++ 6 Mn++ en el Ringer, va de acuerdo con
la interpretacién de que dicho componente refleja el acople
eléctrico ortodrdmico entre fibras Ia y motoneurcnas. Una ob
servacién gue apoya esta hipdtesis es la semejanza en laten
cia y curso temporal entre el DR-VRP eléctrico y el PPE eléc
trico registrado intracelularmente en una motoneurona (figu-
ra 19). En estc sentido, los datos sugicren que el DR-VRP --
eléctrico constituye la suma de los PPL eléctricos que se ge
neran en las dendritas de Jas moloneuronas y que se Dropagarn
decrementalmente hucialla rafiz ventral.

En lo que toca al VR-DRP, los resultados obtenidos mues
tran que el componente tardfo de este potencial se abolig -~
cuando la médula espinal fue perfundida con Ringer ottt -

Mn++. Este hallazgo apoya la hipdtesis de que ¢l VR-DRP tar-

dfo se genera a consecuencla de la activaclén de una cadena
de sinapsis quimicas.

En contraste con el VR-DRP tardfo, el VR-DRP I y el VR-
DRP II fueron resistentes a'i-Co++ y al Mn++. iste resultado
descarta la posibilidad de que ambos potenciales se originen
por transmisidén sindptica quimica. Sin embargo, con solo es-
te dato, no podemos afirmar si dichos potenciales se origi--

nan por algln tipo de interaccidn eléctrica.

6.2 Interpretacién de los efectos de la temperatura sobre -
los potenciales de rafiz debidos a interacciones eléctri~

cas.



-~ Los experimentos en donde_se:estudil el efecto de la -

»temperagpra sobre la amplitud del DR-VRP eléctrico mostra-—-
ron un continuo aumento en la amplitud de este potencial, -
conforme se disminuia la temperatura. Este resultado tam---
bién descarta la posibilidad de que el DR-VRF eléctrico se
deba a transmisidn quimica.

El aumento en la amplitud del DR-VRP eléctrico cuando
se disminuye la temperatura puede intePpretarse si supone--~
'mos que este efecto es el resultado final de una serie de e
ventogs potenciados por el descenso de la temperatura., Bl -~
primero de ellos seria el aumento en la duracidén del poten-

cial de accidn presindptico. Aunque los experimentos no =--—-

constituyen una evidencia cdirecta de. que ocurra lo anterior

el incremento en la amplitud y en la duracidn del potencial
de campo ortodrdmico sugiere que estc ¢s el casc. E1 oumen-
to en la duracidén del potenclal de accidn produciria un in-
cremento en la duracidn de la corriente saliente despolari-
zante quc acompafia a la onda de excitacidn. Esto a su vez
Tavoreceriz la propagacién del impulso nervicso en los pun-
tos de bifurcacidn de las fibras Ia, pues se sabe que ALmmm
chos segmantos del axén son regiones de bajo factor de segu
ridad (Hatt y Smith, 1976; Westerf{ield y col., 1978). Como
consecuencia de lo anterior, es muy probable que al bajar -
la temperatura se produzea un incremento en el ndmero de --
terminales sinépticas invadidas por el lmpulso presinéptico
provocando asf un incremento en la amplitud del DR-VRP eléc
trico.

Con respecto a los experimentos en donde se estudié el
efecto de la temperatura sobre el VR-DRP, estos revelaron -
la aparicidn de un tercer componente del VR-DRP (el VR-DRP
II). El comportamiento de este componente resicstente al Co-

balto o al manganeso, con los cambios en la temperabura su-
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gleren que no se debe a transmisién quimica.

El efecto de la temperatura sobre el VR-DRP II puede -

explicarse si suponemos que dicho potencial se genera por-.-

acdple‘nléctrico entre las dendritas distales de las moto--

neuronas y algunas fibras aferentes (figura 20) y que un in

cremento gradual (dependiente de la temperatura) en la des-
polarizacién antidrémica de la membrana somatodendritica de

. las motorneuronas explica la sensibilidad a la temperatura -

del VR-DRP II.

Antes de explicar en detalle el efecto de la temperatu
ra sobre el VR-DRP II es necesario recordar algunos de los

efectos de la temperatura que tiene sobre las propiedades
activas y pasivas de las membranas excitables. Yor un lado,
Hodgkin y Katz (1949), trabajando en el axén gigante de ca-

o

lamar, encontraron un incremento -en la amplitud y en la du

racién del potencial de accidn cuandeo se disminuyd la tempe

ratura hasta los 5°C. Un efecto similar ha sido descritc en
las motoncuronas de gato (Klee y col., 1979) y probablemen-
te Jo mismo sucede en las motoncurona de rana a juzgar por
el incremento gradual en la amplifud y en la durucién del -
potencial dc campo antidromico cuando se modifica la tempe-
ratura del 1liquido de perfusién de 15 a 3°C (figura 14). In
relacién al efecto de la temperatura sobre las propledades
pasivas dc la membrana, podemos cltar experimentcs hechos -

en la motoncurona de gato y en la fibra muscular de anfi---

bio. En ambas preparaciones ¢l efecto de disminuir la tempe

ratura se manifiesta como un incrementc en la resistencia -
de entrada de la célula (Klec y col., 1979; Del Castillo y
Machne, 1953). Tal incremento en la resistencia de entrada
muy probablemente es consecuencla de un incremento en la -
resistencia cspecifica de la membrana (Rm) (Del Castillo y
Machne, 1953). Ahcra bien, dado que la constante de espacio
se define como: lambda=(Rm/HI)1/a , donde Rm ya fue defini-

da y RI es la resistencia especifica del citoplasma, si se
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incrementa Rm también 1o"har5_1a,constante de espagcilo por -
lo que cualquier potencial, sea  electrotdnico 6 activo, se
propagapé a mayores distancias de su sitio de origen.

' Con estos datos podemos ahora explicar la sensibilidad
del VR-DRP II a la temperatura. A temperaturas mayores de -
11°C, digamos a 16°C, solo el soma de las motoneuronas y --
las dendritas proximales son invadidas (figura 20a), y por
tanto despolarizados por el potencial de accidn antidrdémi--
co; conforme se disminuye la temperatura, por ejemplo a -~-
11°C, se produce una mayor invasidén y despolarizacidn den--—
ﬁrﬁica la que provoca una mayor invasidn y despolarizacidn
dendritica.la que a su vez produce un mayor flujo de co-~--—
rriente axlal a través de algunas sinapsis eléctricas (figu
ra 20b). Conforme se baja mas la temperatura ahora la despo
larizacién aleanza un mayor nlmero de dendritas distales (
Tip, 20¢) haciendo cada vez mas evidente ¢l acople eléctri-
co axodendritico que normalmente existe entre fibras Ia y -
motoneuronas. Aungue nuestros resultados no dan evidencia -
directa de un incremento en la despolarizacién dendritica -
distal de las motoncuronas, el incremento en la amplitud y
duracién de la positividad que sigue al pico negativo del -
potencial de campo antidrdémico, cuando sc baja la temperatu
ra a menos de 11°C (fig. 1lla, 6°C) 6 bien a temperaturas ma
yores dco 11°C pero en presencia de TEA (fig. 18¢) suglere -
gque este es el caso. Recordemos que esta onda positiva re--
fleja la densidad de corriente sallente despolarizante de -
las dendritos (Araki y Terzuolo, 1962; Lloyd, 1959).

Con respecto al VR-DRP I se encontrd que su amplitud
también se incrementa al bajar la temperatura hasta los -
11°C, aproximadamente. Sin embargo, a menores temperaturas
el VR-DRP I muestra una aparente saturacién en su amplitud
(figura 1ib).

Como ya hemos mencionado, Grinnell (1970) ha postulado

que el VR-DRP I es el registro en la raiz dorsal del poten--
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cial.de:campo antidrdémico. generado .en.el ndcleo motor. Sin.

embargo, esta hipétesis que parece explicar la resistencia
del VR-DRP I al Co’' & al.Mn'', no es consistcnte con el fe
-némeno ¢o saturacidn encontrado en el presente trabajo, -
pues en el rango de temperaturas aqui utilizadas (17 a 3°C)
el potencial de campo antidrémico~siempre incrementd su am-

plitud y su duracidén., En este sentido, una interpretacidén

alternativa acerca del origen del VE-DRP I es que este com--. -

ponente refleja el acople eléctrico entre un niUmero peguefio
ge terminales Ia que hacen sinapsis con las dendritas prima
rias y el soma de las motoneuronas (fig. 20). Hay eviden---
cias anatdémicas que apoyan la ublcacidn espacial de este ti
po de contactos sinépticos (Metorina y col., 1982; Székely,
1976) en la médula espinal de los anurcs. Esta Gltima hip6-
tesis explicarfa ¢l fendmeno de saturacidén asl como otras
propiedades del VR-DRP I a las cuales nos referiremos mis &
delante.

6.3 Interpretacién del fendmeno de facilitacidn del VR-DRP
II, asf como la ausencia de facilitacién en el VR~ DRFP
I.

La amplitud tanto del VR-DRP I como del VR~DRP II, es
funcidén de la intensidad del estimulo aplicado a la rafz
ventral, hasta que ambos componentes del VR-DRP alcanzan su
amplitud mixima, siendo el VK-DRP I el que se satura prime-
ro. Por otra parte, cuando se aplican dos estimulos de in-
tensidad supramixima a cilertos Intervalos de tiempo, se en-
cuentra que el VR-DRP II se facilita. Uno podrfa pensar que
dicha facilitacidn se deba al reclutamiento, por el segundo
est{mulo, de mds clementos ncuronales (motoneuronas y/6 fi-
bras afercntes), sin embargo, esto no es posible ya que la
intensidad de los estimulos fue supruméxima y por otro lado

. » . 2 3 K3 * 4.
el potencicl de campo antidrdmico tampoco presento facilita
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¢16n.. Creemos que este fendmeno. esta de alguna manera refle
jandc las propledades eléctricas de la membrana de la moto-
neurona. En este sentido,..la facilitacién del VR-LRP II pro
bablemerte es consecuencia de la. despolarizacidn residual -
de la membrana dendritica que provoca el primer estimulo de
tal manera que el scegundo producce una despolarizacidn mis -
intensa y de mayor amplitud espacial. La despolarizacidén re
- sildual se debe a que la membrana disipa la carga que inyec-
ta el potencial de accidn antidrdémico con cierta constante
de tiempo. IIn este scntido, no es casual que los intervalos
de tiempo en los cuales se inicia y se alcanza la méxima fa
cilitacipn (30 a 50 mseg., respectivamente) coincidan con
el - valor promedio de la constante de tiempo de la membrana
de la motoneurona (Magherini y col., 1976a).

Por otra parte, la ausencla de facilitacidn del VR-DRP
I parece ser compatible con la hipdtesls de que cste poten-
cial se origina en un ndmero pequeiio de sinapsis eléetricas
ubicadas en el soma y dendritas proximales de las motoneuro
nas. Tal ubiﬂacién de estas sinapsis permitiria que todas -
siempre fuesen activadas por cl potencial de accidén antidro

mico.

6.4 Mccanismos a través de los cuales se origina el VR-DRP
I y el VR-DRP II.

Hasta ahora hemos éfirmado que el VR-DRP II se origina
por transm1qlon 51ndpLJca electrlca. Sin embqr{o, la resis-
tencia del VR~-DRP Il a la substitucidén de Ca i por Co++ 5
Mn++, no descarta la posibllidad de que este potencial, al
igual que el VR-DRP I, se origine por transmisién efdptica.

El termino transmisidn efdptica sc refiere a la situa
cién en la cual se altera la excitabilidad de una neurona
pof las corrientes extracelulares producidas por la genera

cidén de potenciales de accidén en la 6 las neuronas adyacen
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tes. Este mecanismo no involucra, a-duferencia de-la trans- ...

misién sindptica eléctrica, alguna especializacién en la es
" tructura™y composicién de las membranas-de las neuronas-que
establecen la interaccidn eféptica.

As{, uno puede sugerir que el VR-DRP II se origina por
transmiéﬁén efaptica entre fibras aferentes primarias y den
dritas de motoncuronas. Aungue nuestros resultados no exclu
yen estda*posibilidad, se sabe que -este tipo de interaccidn.
eléctrica no ocurre cn las sinapsis Ia”de gato (Redman, 19-
79), y no es aventurado suponer que la misma situacidn tam
Bién ocurra en las sinapsis Ia de rana. Particularmente, -
redman (1979) ha calculado que en las sinapsis Ia de gato,
ellpotencial de accidn presindptico inyecta al espacio ex--
tracelular una corriente de 90 x 10“9 A., la cual es mucho
menor que la corriente sindptica.que genera el Ia-PPE. Si -
tyasladamos esta situacidn a la sinapsis Ia de rana y nos -
referimos, ahora por analogia, al flujo de corriente desde
Ja motoncurcna a la fibra la, podemos cualitabivamente con-
cluir que cs muy poco probable que se establezca una inte--
raccién efiptica pues para ello se requiere un cambio de po
tencial de¢ 100 mV en la membrana de las dendritas, lo cual,
es casi imposible si reconoccmos que el potencial de accldn
antidrdémico de las motoneuronas no invade activamente toda
1a membrana dendritica. Mas aln, si asi ocurriese, la inyec
¢idn de corriente en la terminal Ia serfa tan pequefla como
para llevar al potencial de membrana a su valor umbral y --
provocar potenciales de accldn como parece ocurrir.

Por todo lo anterior, nosotros reafirmamos que el VR-
DRP II sc origina por transmisién sindptica eléctrica entre
algunas fibras afercntes de raiz dorsal y dendritas dista--
les de motoncuronas. La presencia en la substancia interme-
dia (lugar en donde termina la mayorfa de las terminales Ia
y las dendritas distales del plexo dorsal) de uniones comu-

nicantes en sinapsis axodendriticas (Sotelo y Grofova, 19--
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- .76) y-el hecho de que exista .acople eléctrico ortodrdmico. —. . ...

(Alvarez-Leefmans y col., 1979; Shapovalov y col., 1978) --

.son evidencias que apoyan. fuertemente la hipltesis ante----— .

rior.

-Por-otra parte, la ubicacidén espacial de los contactos
sindpticos donde probablemente se genera el VR-DRP 1I permi
te explicar varias de sus propiedades, como: su amplitud --
fluctuante cuando se estimula .sucecivamente la rafz ventral
a frecuencias relativamente pequenias; su sensibilidad a la
temperatura; y, la facilitacidén que présenta cuando se dan
pares de estimulos a la misma rafz ventral. Finalmente, re-
tomando el hecho de que como parte integrante del VR-DRP 11
se encuentran los eventos unitarios todo o nada, sugerimos
que dicho potencial representa la suma en la rafz dorsal de
potenciaies de accidn generados en aquellas fibras aferen--
tes que han sido activadas desde las motoneuronas a través .
del acople eléctrico antidrémico.

Con recpecto al origen del VR-DRP I nosetros sugerimos
gue este potencial se origina por transmisién sindptica -~
eléctrica entre un nilmero pquefio de aferentes que hacen si-
napsis con las dendritas primarias y el soma de las motoneu
ronas. Ademds de la evidencia anatdmica que tiende a apoyar
la ubicacidén de estas sinapsig (Motorina y col., 1982; Szé-
kely, 1976) (aunque a este nivel de la substancia gris, no
se han reportado uniones comunicantes), su localizacidn per
mitiria explicar algunas propledades del VR-DRP I, como: 1)
la prescncia de este potencial a cualquier temperatura; 2)
la ausencia de fluctuaciones en su amplitud; 3) la satura--
cidn tanto con la temperatura como con aquellas intensida--
des de estimulacidén a las cuales el VR-DRP 1I aln no alcan-
za su maxima amplitud; 4) la ausencia de facilitacién. Las
anteriores propiedades serfan consecuencia de que las sinap
sis que generan dicho potencial son siewmpre invadidas por -

el potenclal de accién antidrémico. Sin embargo, la coinci-
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dencia- temporal del potencial de campo antidrémico. con el -
VR-DRP I y el hecho de que ambos potenciales no se facili--

_ten parecen scr inconslstentes.canl ruestra hipétesis. En es

te sentido consideramos que €\ necesario estudiar con mayor
detalle las propiedades del VR--DRP I y su relacidén con el -
pote ﬂCJdL de campo antidrdmico para poder ofrecer una hip6~

tesis mas plausible acerca de su mecanismo de generac1on.'

6.5 Siginificado biolégico de la comunicacién intercelular
de naturaleza eléctrica en la médula espinal de los an-
fiblos. '

‘

El papel que juegan las uniones comunicantes en la fi-
siologla de las celulau que establecen este tipo de contac-
tos, ha sido amplia y detalladamente discutido en varias re
visiones (Alvarez-Leelmans, 1682; Bennctt, 1972; 1977; Cox,
197i; Locwenstein, 1981; Pitts, 1969; Sotelo y Korn, 1978),
por lo que no es objetivo de esta seccidn de la discusidn
recopilar todas 1las posibles {funclones en que estdn involu~
ecradas las uniones comunicantes. Por el contrario, discuti-
remos DTOVLWCHLL el posible significado del acople elecirl—
co c¢n la sinapsis Ia y cons secuentemente su papel en la fi--
siologia de la médula espinal.

En relacidn al efecto de la temperatura sobre la trang
misidn sindptica eléctrica, cl la presente tesis hemos en--
contrado quc todos los potenciales de ralyz de origen sindp-
tico clécbrico se potencian cuando se produce un descenso -
en esta variable. El fenomeno de potenciacién probablemente
no resulta de un efecto directo de la temperatura sobre la
permeabilidad de las uniones comunicantes sino mas bilen de
un efecto sobre las propiedadces eldctricas pasivas ¥y acti-~-
vas de las membranas adyacentes a dichas uniones. En otras
palabras, un descenso gradual de la tempera tura probablemen

te no modifica la permeabilddad de 1as uniones comunicantes
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pero sl favorecen indirectamente la transmisidén sindptica e
1éctrica. Este hecho puede ser relevante para la fislologla
de -la médula espinal pues.le conflere al organismc mecanig-
mos adaptativos importantes. Por ejemplc, se ha observado -
que los anfibios mantienen a 0°C un tono muscular similar
al que presentan a temperaturas mayores de 10°C (Mellanby,
1940). De hecho es una observacidén muy familiar la rdpida -
recuperacidn de la actividad motora cuando una rana se eXx--
trae del refrigerador después de estar en él varios dfas. -
Las anteriofes condicilones experimentaics no estén lejos de
ser las ecoldpicas pues como sabemos, los anfibios son fun-
damentalmente de h&bitos nocturnes y ademds la temperatura
ambiente nocturna, en un clima templado, llega a ser hasta
de 5°C. En este sentido, para un animil ectotermo, resulta
importante mantener una postura cstdtica y dindmica gue le
permita realizar todas sus actividades incluyendo conductas
de escape.

Otro aspecto importante de la transmisién eléctrica en
la sinapsis Ia de anfiblos es el relacionado con ¢l posible
significado funcional del acople eléctrico antidrdmico. En
este sentido, se podria argumentar que el VR-DRP II es re--
sultado de una maniobra experimental, sin embargo, nosotros
consideramos que es muy probable que el acople eléctrico an
tidrémico puede jugar un papel en la modulacidén del flujo
de la informacién desde las [ibras Ta hacia las motoneuro--
nas. Supongamos que las motoneuronas se activan por cual---
quier via ncuronal que convergein cn ellas, incluyendo las
fibras Ia. A pesar de que los potenciales de accién se gene
ran en cl segmento inicial y que se propagan activamente a
lo largo del axdn motor, es muy probable que estos mismos -
potenciales de accidn se propagen decrementalmente hacia --
las dendritas distales. Esta despolarizacidn electroténica
de las dendritas pasarfa via uniones comunicantes a las fi-
bras TIa. Resultado final de estos eventos es que probable--
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mente el acople eléctrico.antidrdmico module la liberacidn.

de neurptransmisor en las terminales sindpticas Ia depen---

diendo {lel grado de despolarizacidn antidrdmica.

Qufza un papel mds plausible de. las uniones comunican-.

tes._es
bélica.

paso de | iones, nucledtidos, aminodcidos, monosacaridos y o-

. 0 T v e . A
su participacidn en el fendmeno de cooperacidén meta-

Esto es que, las unlones comunicantes permiten el -

tras mo:éculas con pesgo molecular no.mayor de los 2500 dal-
tones (Loecwenstein, 1981). La cooperacidén metabélica se des
pubrié primero en cultivo de frbroblastos en los cuales se

produjo juna mutacién de tal manera que estos no podian in--
corporan hipoxantina~H3 exopena en sus dcidos nucléicos. --
Cuando Jos mutantes se pusieron en contacto con fibroblas--
tos nornmales, se produjo incorporacién de este metabolito -
en ambos tipos celulares. Estos resultados se han interpre-
tado en el sentido de que los fibroblastos normales "donan"
1ito via uniones comunicantes a los fibroblastos -
Subak-~Sharpe y col., 1969; Cox, 1974). Por otro -

"lJado Sotelo (1976) ha encontrade que después de hacer axoto

el metab
mutantes
mia del hervio vestibular de rana, es posible encontrar deg
pués de | dfas, algunas terminales vestibulares intactas ha
ciendo sinapsis con sus células blanco. E1 hecho sobresa---
liente e que todas estas sinapsis "sobrevivientes", presen
tan unionce comunicantes. lLa interpretacién de eslos resul-
tados es|que en estas terminales ¢l proceso degenerativo --
provocade por la axotomfa se:ha retardado probablemente de-
bido al dcople metabdlico entre las terminales vestibulares
y neuronds vestibulares centrales (Sotelo, 1976).

Una linteraccién de tipo copperacidén metabdlica entre -
fibras Tg
tener la

y motoneuronas pucde ser de importancia para man-
integridad del circuito que media el reflejo mono-
sindpticg, ante situaciones donde ocurran procesos degenerd

tivos. Experimentos recientes en donde se hace axotomia de

la raiz dorsal (Blazquez, 1983) han mostrado que hajo estas
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condiciones perslsten durante més.tiempo los componentes .e- . -

léctricos del DR-VRP y del VR-DRP, con respecto a ios compo

nentes quimicos de estos mismos . potenciales de raiz, sugi-- -

riendo la existencia de cooperacidn metabdlica entre estos
elementos neuronules.

Pirmlmente, recordemos que hay evidencias tanto anatd-
micas comou eliectrofisidlogicas que apoyan la hipStesis de -
que en lz médula espinal de los anfibios, la sinapsis Ia es
mixta (quimico y eléctrica), sin embargo, desconocemos cual
es la forma en que interactuan ambos mecanismos de transmi-
sién. Shapovalov (1980) ha discutido algunas implicaciones
funcionales acerca de la coexistencia de los dos tipos de -
transmisidn pero aﬁn queda mucho por estudiar,

Fn relocidn a la filogenia del mecanismo de transmi-—-—-
sién sindptica en la sinapsis Ya, es probable que en los --
reptiles la transmisidén también co mixta (Waxman, 1979). --
Désconocomos totalmente qué es 1o que sucede en las aves., ~
Por ofra pavte, recientemente se ha demostrado, y parece eg
tar resuelta la controversia, de que en la médula espinal -
de gavo, el mecanismo de transmisidn sindptica en la sinap-
sis le es solamoente quimico (Finkel y Redman, 1983). Lo an-
terior suglere aque, cvolutivamente, en la sinapsis la de --

los ectotermos ha persistido un mecanismo de transmisidn

o

i

niptica quimico y eléctrico.
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_.la transmisidn sindptica entre fibras aferentes primarias y

7.~ CONCLUSIONES. L e
... . 1.~ Los resultados del presente trabajo confirman que

motoneuronas presente un componente eléctrico cuyo substra-
to morfoldpgico estd constituldo probablemente por las unio-
nes comunicantes que se encuentran en la substancla gris in
termedia. de la médula espilnrnal. Asimismo, nuestros hallazgos
sugieren que dichas uniones conducen la corriente de manera
bidireccional aungue por razones técnicas no es posible co--
hocer el grado de linearidad de dicha bidireccionalidad.

2.,- 11l DR-VRP eléctrice representa la suma de varios -
PPE eléctricos gencrados cn motoneuronas individuales a tra
vés del acople eléctrico ortodrémico con las [ibras Ia.

3.~ Bl efecto de la temperatura sobre la aparicién y -
subsecuente incremento en la amplitud del VR-DRP II =ze¢ debe
probablemente a un aumento en la integral de la corriente -
sallente despolarizante dendritica.

Iy, - Los resultadcs obtenidos con el VR-DRP I no son --
concluyentes para afirmar que cste potencial se origina por
un mecanismo de acople eléctrico 6 solamente es la propaga-
c¢idén hacia la rafsz dorsal del potencial de campo antidrdmi-
co que invade a las motoneuronas.

5.- El efecto de la temperatura sobre la transmisién -
eléctrica entre fibras aferentes y motoneuronas se debe a -
cambios en las propiedades eléctricas pasivas y activas de

las membranas adyacentes a las uniones comunicantes més que

a cambios en la conductancia de éstas. Sin embargo, el efec
to directo de la temperatura sobre las uniones comunicantes
no dehe descartarse.

6.- Se discute cl probable significado del acople -
eléctrico entre fibras aferentes y motoneuronas en la médu-
la espinal de los anfibios y otros vertebrados. En este sen

tido, la cooperacién metabélica entre cstas células puede -
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ser la funcién més importante de las uniones comunicantes.
Sin embargo, no se puede descartar un posible papel en el --
control de la informacidn-aferente que converge en las moto-
neurona..
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Figura 1,
Esquema que muestra log elementos del circulto monosi—-
néptico responsable del arco reflejo de estiramiento. Dicho
circuito se inicia en las terminales anuloespirales del huso
muscular, de donde emergen las fibras la y que entran a la -
médula cspinal por l1la rafiz dorsal. En su recorrido por la --
substancia gris las fibras Ia hacen contactos monosindptices
con las motoneuronas-alfa. El axén de las motoncuronas sale
de la médula por la raiz ventral para inervar las fibras ex-
trafusales del mdsculo correspondiente. TFor otra parte, ob--
serve, que las {ibras JTa hacen sinapsis con interneuwronas --
gue a su vez contactan con las wmotoneuronas gue incrvan el -

misculo antagonista, establéciendo asf una via dizindptica.
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Figura 2..
Transmisién sindptica eléctrica entre dos neuronas Ret-
zius del- ganglio de sanguijuela (Hirudo medicinalis). Experi

mento realizado por el autor de la presente tesis. En A, se

muestra un esquema del arreglo experimental que convencional
mente se utiliza para demostrar el acople eléctrico entre --
dos célules. El experimento consistid en penetrar una de las
células con des microelectrodos. Con uno de ¢llos se regis—-

tré el potencial de membrana (Vl) mientras que con el otro -

se inyectaban pulsos cuadrados de corriente. La otra célula

de Retzius se penetrd con un microelectrodo para registrar -
los posibles cambios en el potencial de membrana (V2).

En A2 se mnuestra la reproduccidén de unos registros obte
nidos en dos c¢élulas Retzius después de hacer el experimento
anterior. La célula 1 fue la que -penetrd con dos microelec--
tqodos. Observe que la inyeccldn de un pulso hiperpolarizan-
te provocd en la misma célula un éambio transitorio de volta
je cuyo curso temporal se debe a las propledades RC de la --
membrana. Dicho estimulo provoca en la célula 2 un cambio de
voltaje similar pero de menor amplitud., Por otro lado, cuan-
do ¢l pulso es despolarizante, éste es suficiente para lle~--
var al umbral de disparo a la célula 1. En B se mucstra el -
circuito equivalente que forman las dos células (Bennett, --
1966) . r, vy r, son las resistencias de membrana de las célu-

las 1 y ? recpectivamente. De igual manera c¢ ¢, son sus -

1Y 72
capacitancias. ¥inalmente, r, es la resistencia de acople --

que comunica eléctricamente a las dos neuronas.
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Figura 3.

Registro del potencial de raiz ventral producido por eg
timulacién eléctrica de la rafz dorsal ipsilateral y homoseg,
mentarﬁa (DR-VRI’). Observese los dos componentes que caracte
rizan al DR-VRP. Il primero de ellos es una espiga mientras
que el otro, de curso temporil mas lento, ostenta duraclones
hasta de 1 segundo. Montados en este Ultimo componente se ob
servan pequeilas espigas que reflejan el disparo asincrono de

las motoneuronas. Para mayor detalle ver el texto.
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Motoneurona

figura 4.

Registro del potencial de raiz dorsal producido por €s-
timulacidén cléctrica de la pafy ventral ipsilateral y homo--
segmentaria (VR-DRDP). A ecsta escala de tiempo se observa el
componente "Lapraio” del VR-DRP. Se bha postulado gque ‘dicho ~-
componentc corresponde a la despolarizacién de clerto grupo
de fibras aferentes (FA) a través de una via recurrente que

se inicia con la colateral del axén de la motoneurona (B).
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Figura b5a.
Procedimiento de inmovilizacidén de la rana a la cdmara

de diseccidn. La rana descerebruda se coloca en deciibito ven

tral. Con un gancho se sujeta la mandibula inferior del ani-
mal. De ipual marncra, las extremidades posteriores se suje--

tan con la ayuda de olros dos ganchos.
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Figura 5a.

Procedimiento de inmovilizacidn de la rana a la cémara
de diseccién. La rana descerebrada se coloca en declbito ven
tral. Con un gancho se sujeta la mandibula inferior del ani-
mal. De igual manera, las exiremidades posteriores se suje--

tan con la ayuda de otros dos ganchos.
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Visto corenl e Dol aude coptno " pita" después de
terminogr to Jomincebomin, Dntoote cnno o yooose ha corvado la -

duramadre y lu modula ootd Tista para sclo removida del canal
vertebral. Pars Lol rin sce cmavra ol extremo rostral, deg---

pués, se levanta diche cxtremo y se van cortando una a una -~
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Figura b .-

Procedimiento de hemiseccidén de la médula espinal.

En A se muestra la posicidn en que debe quedar la médu
la antes de hacer el corte sagital. La cara ventral de la -
médula debe estar hacia arriba para que el surco ventral --
sirva de guia 3l recorrido de la navaja.

En B se muestra la mddula después de haber hecho la --
hemiseccidn. Este procedimiento da lugar a dos mitades simé
tricas. _ "

En C se muestra una de las mitades de la médula dentro
de la cémara de perfusidén y registro. La hemimédula se fija

con el neuropilo hacia arriba. De esta manera la hemiseccidn

reduce las barreras difusionales y ademis se ticne acceso
directo al nidcleo motor para el registro intracelular de mo
toneurcnas.

! Para mayorcs detalles ver el texto.
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Figura 7 .

Circuito equivalente del sistema utilizado para regis-
trar los potenclales de rafz. En el modelo, cada fibra ner-
viosa estd representada por el circuito RmCm en paralelo. -
Por otra parte, cada axdén (aguf solo se representan 3 de -~
los que en su totalidad conforman la raiz) se encuentra ern
paralelo con su vecino. El potencial de raiz se .reglstra co
mo la caida de voltaje a través de la resistencia de corto-
circuito (Kce). La magnitud de este potencial (V) depende -
de la ecuacién: V=[Rcc/(Rce + Rm)lx BEm, que corrcsponde &

la solucion de V para un divisor de voltaje.
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Figura 8.

Esquema del arreglo
rimentos. Cada clectrodo
rruptor que permite usar

lacidén & de registro. En

experimental utilizado en los expe-.

de suceidn estid conectado a un inte
al primero como electrodo de estimu

esta Ultima modalidad les potencla-

les de rafz se replstraron con la ayuda de un amplificador -

diferencial. Por otra parte, se utilizaron microelectrodos -

para ¢l registro de potenciales de campo. Lste dltimo regis-

“tro se hizo con un amplificador de alta impedancia de entra-
I 1

da. La temperatura del medio de perfusidn fue censada cons-—-

tantemente con un termistor de desplicgue digital. Para mayo

res detalles ver el texto.
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Figura 9.
Potencial de rafz ventral producido por estimulacién ge
la raiz dorsal ipsilateral y homosegmentaria. E1 DR-VRP fue
registrade o dos difercntes velocidades de barrido con él obh
Jeto de mostrar todos sus componentes. En A se muestra un t1
pico registro del DR-VRP a barrido lento. IEn B se muestra el
mismo potencial a barrido rapido. En este dltimo registro se

pueden distinguir los componentos tempranos del mismo. La —-

primera onda cu de origen presindptico. Despuds de esta onda’

hay un "prerotencial™ de donde parece originarse la espiga -
monosindptica. Log repistros se obtuvieron en Ringer normal

¥y a temperatura de 16°C. Para mayor detalle ver el texto.
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Filgura 10,

Potencial de raiz dorsal producido por.la estimulacién
de la rafz ventral ipsilateral y homosegmentaria. En A y en
B se muestran los registros del VR-DRP a barrido lento y ré
pido respectivamente. Ambos reglstros se obtuviecron en Rin-
ger normal a 16°C. A esta teﬁperatura el VR-DRP presenta 2
componientes: el VR-DRP I y el componente "tardio". Es noto-
ria la diferencla en latencias que tiencen estos componentes
ya que el VEK-DRP I surge inmediatamente después del artefac
to del estimulo mientras que el potencial "tardlo" tiene -~

una latencia de 20 mseg.

70




DR-VRP

Mo

VR-DRP
A
IrnV[ 5mVL—
I00Oms 100 ms
N mVl_
- B5ms
* R. NORMAL
O min I,
C
R.Co**
201MIN s T~ o ol
D
R. NORMAL
60 min
fepesiaidn
E,
B R, Mnt? f
BOMIN e * Shaaie
R.NORMAL
120 min
18°C

Figura 11. 71




Figura 11.-

Efecto sobre los componentes del DR-VRP y del VR-DRP, -
de substituir equimolarmente al Ca+*‘por~Co++ é Mn++, en el
Ringer ue perfusidn. A

En A y en B se muestran los registros control del DR~VRP,
obtenidos con un barrido lento y rédpido, respectivamente. De
lgual manera, enﬂj.y B1 se muestran los registros control del
VR-DRP. En ambos potenciales de raiz se advierten sus respec
tivos componentes ya citados en la figuras_ 9 y 10. En C y Cl’
se muestran los reglstros obtenidos después de 20 minutos de
perfusidn de la médula espinal en Ringer Co++. Nétese que en
el DR-VRP (C) se abolid la espiga monosindptica y el compo--
nente lento, mientras que en el VR-DRP (Cl) se abolid el com
ponente "tardfo". Los efectos de la substitucidn del Ca++por
Co++ son reversibles como se puede observar en la D para DR--
VRP y en Dl para el VR-DRP. Estos dltimos registros se obtu-
vieron después de perfundir a la médula durante 40 minutos -
en Ringer normal. El cfecto de substituir al Ca++ por Mn++ -
sobre los potenciales de rafz (E y El) es identico al obteni
do con la substitucidén por cott y de igual manera también es

irreversible (F y Fl).
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Figura 12.-

Efecto de la temperatura sobre el cbmponente eléctrico
del DR-VRP, En la parte superior de la figura se muestran 3
registros del DR-VRP eléctrico obtenidos a las temperaturas
indicadas a la derecha de los mismos, NéteseAdhe un incre--
mento en la temperatura produce una disminucidn en la ampli
tud al pico de¢ dicho potencial. El efecto anterior se ilus-
tra en forma grdfica en la parte inferior de la figura. En
ella se graficd la amplitud normalizada del DR-VRP c¢léctri-
co en funcién de la temperatura. Los circulos llenos repre-
sentan un ascenso en la temperatura y los cuadros llenos re
presentan una subsecuente disminucidn en la misma variable.
Nétese que a pesar de la histeresis, siempre la relacidén en
tre ambas variables es Inversamente proporcional, en el ran
go de temperaturas exploradas. hste experimento se hizo per

" fundiendo a la médula espinal en Rinper Co++.
Para mayor detalle ver el texto.
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Figura 13. . 3 ‘

Efectos sobre el VR-DRP de disminuir la temperatura del
Ringer que bafia a la médula. En A se muestra el registro con-
trol a 73°C del VR-DRP, a barrido rapido, en donde se distin-
guen los dos componentes clasicos de dicho potencilal de raiz,
En B se muestra el resultado de disminuir la temperatura has-
ta 3°C. Observesc que ahora se reglstra un segundo componente
~de corta latencia (el VR-DRP II) ademds de que sc¢ ilncrementa
la latencia del componente "tardio", El VR-DRP II es resisten
te a la ausencia de Ca++ y presencia de Co++ (D), pero es muy
sensible a cambios en la temperatura (A y C).
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Figura 14.- . p

En A se muestran los efectos sobre los potenciales de -
campo, el VR-DRPI y el.VR-DRPII, de disminuir la temperatura
de la solucidn de perfusidn. En cada juego de registros, el
trazo superior corresponde al potencial de campo registrado
en el nidcleo motor. Este potencial resulta de la invasidn an
tidrémica de las motoneuronas., El trazo inferior corresponde
al registro de los componentes resistentes a la ausencia de
ca™ y su substitucidn por Mn'T. Observese que el Vh-DRPII -
no se registra a temperaturas mayores de 10°C. Sin embargo,
una vez alcanzada la temperatura de activacidn, la amplitud
del VR-DRPII se incrementa conforme baja la temperatura. Por
otro lado, la amplitud del potencial de campo muestra una de
pendencia a la temperatura. Ver ¢l texto. En B se muestra la
grafica e¢n donde se ilustra la dependencia.que tienen los 3
potenciales de la temperatura. Los registros muestran las am
piitudes que se midieron. Los circg]os corresponden al VH- -
DRPII; los cuadrados, al potencial de campo. Y los tridngu--
los, al VR-DRPI. ¥n la grdfica se observa con mayor claridad
la dependencia que tienec ei VR-DRPII de la temperatura. Nétg
'se que una vez activado el VR-DRFLII, muestra un rdpido incre
mento en su amplitud en funcidn de la disminucidn de la tem-
peratura. Por otro lado, observese que en contraste, la ampli
tud del potencial de campo se incrementa linealmente confor-
me se disminuye la temperatura. Finalmente observese que en
este experimento el VR-DRPI muestra una clara saturacién a -

temperaturas menores de 10°C,
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Figura 15,

Efecto de la temperatura sobre el VR-DRP T1 registrado -
en diferentes soluciones de perfusidn. La grafica resume los
resultados obtenidos cuando el protocolo de modificar la tem-
peratura se hizo con soluciones Ringer de distinta composi---
cién. Como se pucde observar, el VR-DRP [I presenta cualitati
vamente el mismo comportamiento anteriormente descrito. La --
simbologia ¢s la siguiente: circulos y tridnpulos vacios, R.
normal, aumentando la temperatursa; cuadrados y rombos vacios,
R. normal, disminuyendo la tempcratura; circulos y tridngulos
llenos, K. cobalvo, disminuyendo la teperatura; cuadros lle--
nos, R. cobalto, aumentando la tcmperatufa; rombos llenos, R.

manganeso, dilsminuyendo la temperatura.
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Figura 16.



Figura 25.-

Efecto que sobre el VR-DRPII tiene la aplicacién de dos
est{mulos a intervalos variables en la rafz ventral. De cada
par de registrcs, el trazo superior es el potencial de campo
antidrdémico y el infeerior es el potencial de rafz. La estimu
lacidn condicionante de la rafz ventral ocasiona que la am-—-
plitud del VR-DRPII producido por el sepundo estimulo sea ma
yor con respecto a la del VR-DRPLII control. Los circulos se-
flalan al VR-DRPII. Despuls de que la facilitacidn alcanza un
miximo, &ésta decae. Observese que tanto el potencial de cam-
po como ¢l VR-DRPI no muestran faclilitacidn. Los registros -

se obtuviron en Ringer cobalto a 5°C.
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Figura 17.

Curso temporal de Ja facilitucjén del VR-DRP IL. En es-
ta grafica sc muestra el curso temporal del proceso de faci-
1itacidn del VR-DRP II (circulos). Después de un periodo de
oclusidn se instala la facilitacidn alcanzando rapidamente -
su valor miximo y ensceguida decae. Il fenémeno de facilita--
cidén dura hasba 200 mseg. En todos los intervalos de tiempo
explorados, ni el VR-DRP T (tridngulos) ni el potencial de -
campo antidrdémwico (cuadros) mostraron facilitacién. Los pun-
tos aqui graficados corresponden a los repgistros de la igu-

ra 16.
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Figura 18.-

Accidn del tetraetilamonio (TEA) sobre el campo antidrd
mico, el VR-DRPI y el VR-DRPII. En A se muestran los regis--
tros control del campo (trazo sup.) y de los potenciales de
rafiz ( trazo inf.). En B se observa el resultado que se¢ tie-
ne de aumentar la temperabura hasta 16°C. Nétese que a esta
temperatura, el VR-DRPII desaparece micntras que la amplitud
y duracién de les otros potenciales se ven disminuidas. En €
se muestra el efecto que a la misma temperatura tiene el ana A
dir 5 mM de TEA al Hing¢r cobalto. El1 TEA ocasiona un aumen-
Qo en la duracidén del potencial de campo antidrdmico pero --
ademds activa un potencial que aparece después del VR-DRPI.
Por su caracter rluctuante, el potencial inducido por TEA se
asemeja al VR-DRPII. '
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Figura 19.

POLCNLl&lCo orLodromicos de ralv ventral resistentes a
la ausencia de Ca t y a la presencia de Co i en la solucidn
de perfusidn. La {igura ilusira la semejanza en latencila y
curso temporal del Ia-PPE eléctrico (trazo superior) regis-
trado en una motoneurona y ei DR-VRP eléctrico (trazo infe-

rior) registrado en la raiz ventral del mismo segmento.
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