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INTRODUCCION



CONCEFTOS GENERALES SOBRE MODULACION SENSORTIAL

Es sabido que una de las operaciones fundamentales
en la integracidn sensorial, es la modulacidén de la ac-
tividad de los elementos aferentes. Es funcidn de las
caracteristicas de los estimulos ambientales, y de las
condiciones de actividad en los diversos sectores del -
sistema nervioso. La respuesta sensorial evocada por
un estimulo dado, serd muy distinta dependiendc del es-
tado de atencidn del observador o de sus experiencias -
previas en relacidn con ese estimulo.

La identificacidn de fibras centrifugas a la reti-
na en varias especies, 1llev6é a Rambn y Cajal (1904), a
postular que tales fibras ‘''transportarian, del cerebro
a la retina, alguna accibn indispensable para el fisio-
logismo retiniano, algo asi como tensidén o energia nece
saria a la buena transmisidn".

Desde entonces, se han identificado histolégicamen
te fibras eferentes a otros Organos sensoriales, en -
gran niinero de especies y se han descrito ademds, otras
formas de regulacidn de la entrada de informacidén senso
rial.

Adrian (1959) distingue dos clases de acciones mo-

dularas sobre los aparatos sensoriales. Una es la e-



jercida mediante la actividad muscular, y lleva a selec
cionar del complejo de estimulos ambientales, la gama -
de intensidades compatibles con el margen de operacifn
de los receptores. Este tipo de modulacidn comprende
desde movimientos precisos que afinan la capacidad per-
ceptiva, hasta respuestas reflejas de tipo protector. -
La otra clase de influencia es mediada por fibras ner-
viosas eferentes a los Organos sensoriales como las pos
tuladas por Cajal, en relacidén con la atencibn.

Ademas de los dispositivos puramente neurales de -
regulacidn, han venido a identificarse en afios recien-
tes un buen nimero de influencias de orden humoral so-
bre los elementos sensoriales. (ver Aréchiga y Alcocer,
1969).

El empleo de mecanoreceptores tegumentarios para -
evaluar influencias de tipo humoral, no es reciente; -
Loewenstein v Altamirano-Orrego (1956) evaluaron la in-
fluencia de las catecolaminas, particularmente de la e-
pinefrina, sobre la actividad de estos elementos senso-
riales, encontrande que esta substancia provoca un au-
mento en la actividad de los receptores. Otros auto-
res ulteriormente (ver Chernetski, 1964; Aréchiga y
Alcocer 1969) han descrito influencias simpdtico-adrena

les sobre otros Teceptores. .



En invertebrados, se ha demostrado la presencia de
diversos mecanismos moduladores de la actividad eferen-
te (ver Aréchiga, H., 1974).

MODULACION SENSORIAL EN CRUSTACEOS

En este grupo zoolégico se han descrito diversos -

mecanismos de regulacidn de la actividad sensorial.

A. Modulacidén de neuronas de una modalidad sensorial,

por neuronas de otra via eferente.

En el pedfinculo 6ptico de los crustéiceos decdpodos,
(ver Wiersma y Yamaguchi, 1967), se encuentra un grupo
de interneuronas que responden a estimulos visuales co-
mo son la intensidad de luz o el movimiento de objetos,
pero lo hacen de manera diferente a estimulos de la mis
ma intensidad, segln la postura en la que se encuentre
el animal, existiendoc incluso una posicidn a la cual ce
sa toda respuesta.

Esta influencia moduladora es conducida posiblemen
te por fibras presentes también en el pedGnculo dptico,
y que recibén informacidén de los estatocistos acerca de

la posicidn corporal. La extirpaci6én de dichos orga-



nos elimina la accidn moduladora, y entonces las inter
neuronas visuales responden a la estimulacidén visual -
con la misma intensidad, independientemente de la posi-

cidén del cuerpo.

B. Modulacidén de interneuronas sensoriales por accién

de neuronas motoras.

En el acocil, se ha caracterizado la influencia de
neuronas motoras sobre la descarga de interneuronas tac
tiles. Mediante registros intracelulares, se ha identi-
ficado que la excitacién de motoneuronas induce un po-
tencial hiperpolarizante que contrarrestaria una despo-

larizacidon debida a inhibicidn presindptica, facilitan-
do asi la transmisidn aferente a ese nivel (Krasne y -

Bryan, 1973).
Resulta por lo tanto evidente, que los mecanismos

de regulacidén eferente participan en funciones tan im-

portantes como la regulacién del flujo de informacidn de
esa informacibn, seglin la actividad concurrente en vias
sensoriales vecinas y seg(in el estado conductual del or-

ganismo en un momento dado.

C. Modulacidén hormonal




La accidn moduladora que el sistema nervioso del -
crusticeo ejerce sobre la actividad eferente, no queda
restringida a los canales neurales, sino que comprende
tambi&n una rica gama de influencias humorales que ac-
tGan a diferentes niveles (ver Aréchiga y Fuentes Par-
do, 1974).

La sensibilidad visual por ejemplo, estd modulada
por el movimiento de grdnulos pigmentarios de cuya posi
cidon depende la cantidad de luz que incide sobre los fo
torreceptores. Uno de estos efectores pigmentarios, -
el llamado pigmento retiniano distal, parece estar regu
lado por via exclusivamente humoral, ya que a esas cé&lu
las no llegan fibras nerviosas, y en cambio se sabe que
el sistema neuroendocrino de diversas especies de crus-
tdceos produce una hormona de naturaleza peptidica, que
promueve la migracidn de ese pigmento hacia la posicidn
de adaptacidén a la lu;f{ver Kleinholz, 1966). Hay da-
tos sugerentes de la existencia de/ otra neurohormona ca
paz de inducir la migracidn hacia la posicidn de adapta
cidén a la obscuridacﬂ(\'cr Fingerman, Krashow y Finger-
man, 1971). El pigmento retiniano proximal, también -
es sensible a la accién hormonal, aunque ademds parece
comportarsé como efector independiente. El registro -

simulténeo de la actividad eléctrica de los fotorrecepto-



res y de la posicidn de los pigmentos retinianos acceso
rios muestra que la inyeccidn de extractos de distintas
dreas del sistema nervioso, y particularmente de la <
glindula sinusal (ver p. 9) produce depresidén de la res-
puesta retiniana paralela a la migracidn pigmentaria hacia
la posicibn de adaptacidn a la luz (ver Aréchiga y Fuentes-
Pardo, 1970).

Ademds del sistema visual, la accidn humoral de -
productos de neurosecrecidn se extiende a otras esferas
de la integracidn sensorial, como es la existencia de -
una neurchormona smoduladora de la actividad locomotriz
en crustidceos; postulada desde la demostracidn de que -
la ablacidn de los pedfinculos oculares, altera el patrdn
locomotor, trastorno corregido al inyectar extractos de
los drganos extirpados. Este fendmeno ocurre en gran
variedad de especies (ver Aréchiga y Naylor, 1976). La
actividad sensorial es también afectada por la inyeccidén
de dichos extractos, que abaten la locomocién (ver Aré-
chiga, Fuentes y Barrera, 1973; Aréchiga, 1974). Lla -
inyeccidn de extractos de tallo ocular produce también
una prolongada depresidn del régimen de descarga tdnica
de las fibras de actividad. iLa neurochormona que da lu
car a esta depresidn neurcnal, ha sido identificada co-

mo un péptido termoestable, dializable, inactivable por



tripsina y Jde bajo peso molecular| (ver Aréchiga, Huber-

man y Naylor, 1974).
CARACTERIZACION DE LA HORMONA NEURODEPRESORA

Para este péptido se postuld el nombre de Hormona
Neurodepresora (ver Aréchiga, Huberman y Martinez-Palo-
mo, 1977), por presentar ias siguientes propiedades.

Es sintetizado por un conjunto de neuronas conoci-
do como Organo X, que se localiza en la médula terminal
del tallo ocular (figura 1). Se transporta por via a-
x6nica, almaceniandose en forma de grinulos en termina-
les neurosecretoras de un Srgano neurohemal, la gléindula
sinusal, localizada entre la médula interna y la médula
externa. En este 6rgano se encuentra la mayor concen-
tracién de este péptido’, el cual existe tambi&n aunque
en menor cantidad en el ganglio supraesoffigico y los -
ganglios tordcicos y abdominales (ver Aréchiga, Cabrera-
Peralta y Huberman, 1979). Para su liberacién requie-
re de la depolarizacidn de las fibras neurosecretoras -
que las contienen, ejerciendo su accibn sobre neuronas
distantes al sitio de liberacidn (ver Aréchiga, Huber-
man y Martinez-Palomo, 1977). En condiciones basales

se encuentra a una concentracién elevada en la sangre -
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{ver Aréchiga, Cabrera-Deralta y Huberman, 1978). Su -
accidn sobre las neuronas efectoras es prolongada, con

una vida media mayor a veinticuatro horas.
MECANISMC DE ACCION DE LA HORMONA NEURODEPRESORA

Con base en observaciones hechas en un grupo de mo

toneuronas de los mlGsculos flexores superficiales del -!

abdomen del acocil Procambarus bouvieri, se ha postula-

do como un posible mecanismo de accibn de la Hormona -
Neurodepresora, la activacién de una bomba de sodio (ver
Anaya, Villanueva y Aréchiga, 1977). La caracteriza-
cidon del mecanismo de accidén de la Hormona Neurodepre-
sora, se hizo determinando la frecuencia de descarga a
diferentes temperaturas (entre 10 - 24°C], tanto en gan
glios con solucidn salina normal, como con soluciones -
con bajo contenido de potasio (0 - 5mM)' o incubadas

con ouabaina a diferentes concentraciones (‘}0—3 -10'?M).
Para caracterizar el bombeo electrogénico, se tomaba co
mo criterio, que al bloquearlo por cualquiera de estas
maniobras, aumentaria la frécuencia de descarga, sobre
todo a temperaturas elevadas; observdndose que el efec-

to de la Hormona Neurodepresora se reducia hasta en un

90% a temperaturas elevadas y que la ouabaina a concen-
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tracidn de 10-4M suprimia el efecto neurodepresor. Ul-
timamente, se ha analizado mediante registro intracelu-
lar en el axon gigante medial del acocil, una hiperpola
rizacidn inducida por Hormona Neurodepresora y bloquea-
ble por ouabaina, ausencia de potasio en el medio extra
celular y substitucidén de sodio por litio (ver Aceves y
Aréchiga, 1979). Dicho efecto depresor tambié&n es blo
queado por cafeina o teofilina, o bien por dibutiril -
AMPciclico, siendo imitado por dibutiril GMPciclico, su
giriéndonos la participacidn de estos nucledtidos cicli
cos, en el mecanismo de accidn de esta hormona (ver Aré

chiga y Huberman, 1980).



HIPOTESIS



Sabemos que las hormonas peptidicas presentan fun-
ciones biolégicas claramente diferenciadas y sus dimen-
siones varian desde unos cuantos aminodcidos como el di
_ péptido o el tripéptido Hormona Liberadora de Tirotropi
va (TRH) hasta polipéptidos que contienen aproximadamen
te unos 39 aminodcidos como la Ho}mona Corticotrdfica
(ACTH), presentando su estructura quimica notables coin
cidencias. Como ejemplos de ello:

La hormona de crecimiento posee 189 a 191 restos -
de aminodcidos y dos puentes disulfuro. La prolactina
posee 198 restos y tres puentes disulfuro, dos de los -
cuales estan situados dentro de la molécula, en una po-
sicidn similar a la que ocupan los dos puentes de la -
hormona de crecimiento. Existe una cierta homologia
(conservacidn de una secuencia idéntica de aminodcidos)
entre estas dog hormonas, y la mayor parte de las dife-
rencias son moderadas respecto a la funcionalidad de la
cadena lateral (los aminodcidos polares estdn situados
en posiciones similares dentro de la secuencia de ami-
nodcidos).

Hormona Luteinizante (LH), Homorna Tirotrdfica -
(TSH) y Hormona Foliculo estimulante (FSH) son protefi-
nas po]iméribas que pueden ser fAcilmente disociadas en

dos subunidades distintas, llamadas < yﬁ N La subuni
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dad £ es la que determina la especificidad hormonal.
Esto se demostrd recombinando las subunidades « y /&
de hormonas diferentes (ver Turner, y Bagnara, 1971);
en cada caso, la proteina hibrida presentaba el caréc-
ter hormonal de la hormona de la cual procedia la sub-
unidadf? ; Estas dos subunidades son glucoproteinas,
es decir, que contienen carbohidratos.

La secuencia completa de aminodcidos de la = -MSH
es idéntica a la de los trece primeros aminoicidos (a
partir del N- terminal) del total de treinta y nueve -
aminoacidos que componen el polipéptido ACTH.

La oxitocina y la ADH poseen nueve aminodcidos ca-
da una, con un puente disulfuro entre los restos 1 y 6.

Estas similitudes en estructura sugieren la exis-
tencia de un origen evolutivo comn. La comparacidn -
entre las estructuras primarias de una determinada hor-
mona peptidica procedente de varias especies distintas
pone de manifiesto una gran homologia, lo cual sugiere
que las partes esenciales de la estructura que se preci
san para la actividad biolégica se han ido conservando
a lo largo de la evolucidn.

Se ha observado que mientras las hormonas homblo-
gas de los vertebrados 'superiores" pueden interactuar

con receptores y provocar respuesta en vertebrados "in-
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feriores"; siendo el caso inverso, observado con menos
frecuencia.

En el presente estudio se trata de ver la probable
accidén moduladora de una hormona producida por un inver
tebrado, sobre un vertebrado. Siendo la hipbtesis de
=rabajo la siguiente:

« Dado que la Hormona Neurodepresora modula la acti-
vidad de los elementos aferentes en crusticeos, se deci
de explorar este mismo efecto modulador de dicha hormo-
na, sobre elementos aferentes de un vertebrado (Rana pi-
piens) ,

Para este fin se escogid a los mecanoreceptores de
la piel de rana que presentan las siguientes propieda-

des.

ORGANIZACION FUNCIONAL DE LOS MECANORRECEPTORES DE
LA PIEL DE LA RANA

Las primeras referencias generales sobre la des-
cripcidn de axones, tanto mielinicos como amielinicos,
entrando a la dermis y formande un plexo superficial y
uno profundo, fueron los estudios hechos por Eberth vy
3unge (1893) v Echer y Wiedersheim (1904), en los cua-

les encontraba que dichos axones emergen de estos ple-
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xes y se ramifican, perdiendo su mielina y terminando -
como terminaciones nerviosas libres en capas: epidérmi-
ca y dérmica.

Por otra parte, Steinach (1896) encontrd que esti-
mulando mecanoreceptores del dorso de la rana, se obte-
nian pequefias deflexiones en un galvandmetro conectado
a través de los nervios dorsales cutdneos.

La preparacidn piel-nervio utilizada por Steinach
fue estudiada con mas detalle por Adrian (1926, 1928) -
quien realizd estudios comparativos, al realizar regis-
tros de los nervios cutdneos de ranas y gatos. Estos
estudios fueron proseguidos por Adrian para obtener ma-
yor informacidn sobre los arcos reflejos de estos anu-
ros, usando la activacidén de receptores cutdneos del -
dorso y de las extremidades posteriores, como la entra-
da sensorial de los arcos (ver Morgan, 1922).

Desde el purto de vista morfoldgico, entre los dis
tintos tipos de receptores de anfibios, en la segunda -
mitad del siglo XIX, se incluian terminales de varias -
categorias (ver Gaupp, 1904), y encapsulaciones tacti-
les (ver Merckel 1880; Nafstad y Baker, 1973), asi como
también terminales nerviosas en unidn con mGsculo liso
y tejido granular. En los primeros estudios anatémi-

cos de estas terminales se encontrd una distribucibn di

17



fusa a través de la capa mds superficial de ‘la dermis y
la penetracidn de algunas terminales en la epidermis.
Con estudios mds recientes se ha esclarecido considera-
blemente esta estructura (ver Ackerman, 1932; Whitear,
1955; Bolgarski, 1964), encontrindose que las termina-
les dérmicas son de dos tipos: terminaciones nerviosas
libres, que se distribuyen en la profundidad de la der-
mis y terminan en unidn con vasos sanguineos de esta re
gidn; y terminales en punta o encapsuladas, las que for
man distintas estructuras mis superficiales en la der-
mis superior (figura 2).

Es comlinmente supuesto que las terminaciones ner-
viosas en la epidermis responden a estimulos tactiles;
mientras que las terminaciones dérmicas, participan en
las sensaciones de presidn constante, al igual que las
de calor y frio.

La rama dorsal cutdanea (rami cutanei dorso media-
1is) de las raices sensoriales de los niveles espinales
2 a 8, se encuentran en el dorso entre el latissimus y
dorsi longissimus. Cada nervio viaja como una rama de
fibras aferentes a través del espacio dorso linfético -
por distancia de unos centimetros a la piel. Siendo -
¢l dorso abastecido por 4 a 8 pares de nervios dorsales

cutdneos, cada uno inervando un 20% de 1a superficie -

=]
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dorsal de la piel, siendo dicho porcentaje mis pequefio
en la regidn ventral (ver Adrian, 1931; Verveen, 1962).
Estos campos receptivos varian en 4rea y se sobreponen
uros con otros (ver Habgood, 1950; Verveen, 1963; Lind-
bloom, 1958). (Figura 3)

Spray y Chronister (1974) hicieron registros extra
celulares de dichos nervios dorsales cuténeos, obtenien
do> potgnciales de accidn de diferentes tamafios, depen-
dientes del didmetro del axén (ver Adrian y cols., 1931;
Mathews, 1929).

Catton (1958), clasifica a los mecanorreceptores -
en la piel de la rana, dependiendo de la amplitud de la

espiga y su velocidad de conduccidn:

a.- amplitud de espiga 400nV; velocidad 25m/seg.

b.- espigas 200 - 300AV ; velocidad 10 a 15 m/seg.
c.- espigas 100 - 150mV ; velocidad 5 a 10m/seg.
d.- espigas menores 109‘U ; velocidad 0.1 a 0.3m/seg.

Estas son algunas de las caracteristicas por las -
que los mecanorreceptores cutdneos en la piel de la ra-
na constituyen un sistema facil de abordar para estudios
de fisiologia sensorial.

Por otra parte, el que se les haya descrito una mo

20



FIGURA 3

Campos receptivos de cuatro
nervios dorsales cutaneos
unilaterales en Rana pipiens _
Dichos se sobreponen iner—-
vando areas en la piel.
(Habgood, 1950; Verveen, 19€3)



dulacidén hormonal adrenérgica (Loewenstein y Altamirano-
Orego, 1956), sugiere una posible susceptibilidad a -
otros agentes humorales y por tanto hace plausible la -
posibilidad de que, de haber receptores a péptidos hor-

monales en la rana pudieran encontrarse en esta zona.
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OBJETIVOS
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Dados los antecedentes mencionados, se plantea la

presente tesis, con dos objetivos fundamentales:

I.- Caracterizar la respuesta eléctrica de los mecano-

rreceptores de la piel de la rana.

I11.- Analizar el efecto de la Hormona Neurodepresora, -
extraida del tallo ocular del crusticeo, sobre la res-
puesta a estimulos mecdnicos, de los mecanorreceptores

cutdneos de la piel de rana.

[ 8]
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MATERIAL Y METCDO



PREPARACION BIOLOGICA PARA REGISTRO

Los experimentos fueron hechos en Rana pipiens -
sin distincidén de sexo y edad durante el otofio y el in-
vierno de 1980.

Se destruia el sistema nervioso central de la ra-
na, se aislaba el tercer nervio dorsal cutdneo derecho
(figura 4) junto con una zona circundante de piel de -
aproximadamente 1.5 centimetros de didmetro. Esta pre
paracidn se colocaba en una camara de lucita de 1 cm3 #
de capacidad, quedando la piel sobre una pequefia clipula
de sylgard, a la cual se fijaba con minucias, como se -
muestra en la figura 5.

Para regular el grado de estiramiento al que se so
metia la piel, al colocarse en la clmara en el inicio -
del estudio, se procuraba no estirarla tanto, que se rTe
gistrara actividad espontdnea en el nervio, Dicha ac-
tividad bajo condiciones de estiramiento extremo ha si-
do descrita por Loewenstein (1956).

La preparacibn se mantuvo en solucidn Ringer, a -
temperatura ambiente (18-200C].

Durante la evaluacidn del efecto de la Hormona Neu
rodepresora sobre los mecanorreceptores de la piel de -

la rana, la solucidn de la camara se recambiaba por so-

26



FIGURA 4

tercer nervio dorsal cutaneo
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lucién Ringer con Hormona Neurodepresora. Una vez eva
luado el efecto, se lavaba la preparacidén con solucibn

Ringer.

PREPARACION DE LA HORMONA NEURODEPRESORA

La Hormona Neurodepresora empleada para este estu-
dio, se obtenia por el siguiente procedimiento:
La Hormona Neurodepresora era purificada de tallos

oculares de camardn de la especie Penneus vanamei, los

cuales eran homogenizados, tratados con acetona y cloro
formo, y resuspendidos en solucidn Van Harreveld, cen-
trifugados a 900 x g. por diez minutos. El sobrenadan
te (porcidn que contiene la substancia activa) era pasa
do sucesivamente a través de columnas de Sephadex G-25
y G-15. De las fracciones que contenian la hormona, se
tomaron alicuotas para andlisis en espectrofotdémetro de
absorcidn atdmica para determinar la cantidad de sodio
y potasio que contenian. Posteriormente se liofiliza-
ba para su mejor almacenamiento, tomidndose de este pro-
ducto las muestras (que eran resuspendidas en solucidn

Ringer), para el estudio a realizar.
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TEJIDO NERVIOSO
DISECCION

HOMOGENIZACION

EXTR. EN ACETONA Y CLOROFORMO
CALENTAMIENTO (75°C/5 min.)
CENTRIFUGACION (900g/5 min.)
SEFHADEX G-25

LICFILIZACION

SEFHADEX G-15

LIOFILIZACION

OBTENCION DE HND

BIOENSAYO

HEMOLINFA
EXTRACCION

PRECIPITACION DE PROTEINAS
CALENTAMIENTO (75°C/5 min.)
CENTRIFUGACION (900g/5 min.)
LIOFILIZACION

SEPHADEX G-25

LIOFILIZACION

SEPHADEX G-15

LIOFILIZACION

OBTENCION DE HND.

FISURA 6: Procedimientos seguidos par# la obtencibn de

Hormona Neurodepresora del sistema nervioso

v de hemolinfa.

Tomado de'" Tesis de Cabrera Peralta, C.
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SOLUCION RINGER

Dextrosa ~ 11.10 mM  (Baker)
Cloruro de sodio 115 mM. (Baker)
Cloruro de magneio 20mM. (Baker)
Cloruro de potasio ZmM. (Baker)
Cloruro de calcio 10mM. (Baker)
Bicarbonato de sodio 2mM. (Baker)

Al final se agregaba el cloruro de calcio disuelto,
para evitar la precipitacidn de las demds sales. Des-
pués de preparar la solucidn salina, se media el pH de

la solucidn y se ajustaba a 7.5.
BIOENSAYO DE HORMONA NEURODEPRESORA

La actividad de la Hormona Neurodepresora fue cali
brada por bioensayo electrofisioldgico en la preparacidn
del tensorreceptor abdominal del acocil Procambarus &
clarkii (ver Aréchiga, Fuentes y Barréra, 1973). Sien-
do el material resuspendido en un mililitro de solucidn

Ringer.
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SISTEMA DE ESTIMULACION

Los pulsos de estimulacidn se aplicaban por medio
de un estimulador Grass (Modelo S-8), a cuya salida es-
taba conectada una bobina, la cual, al paso de la co-
rriente generaba un campo magnético alterno que atraia
o repelia una ceja metdlica con la frecuencia e inten-
sidad del pulso. A esta ceja estaba unido un estilete
de vidrio con la punta finamente redondeada y que a con
secuencia de dicha atraccidén o repulsidn, se movia ver-
ticalmente aplicdndose de esta manera estimulos a laica
ra interna de la piel de la rana.

La intensidad de estimulacidn se calibrdé comparan-
do el desplazamiento del estilete con el producido con

pesas conocidas (ver grafica 1).

SISTEMA DE REGISTRO

La actividad eléctrica de los mecanorreceptores fue
registrada extracelularmente a través de un electrodo de
aspiracidn, conectado mediante un adaptador a un pream-
plificador Grass (Modelo P-5). A la salida de éste se
conectd un osciloscopio Tektronix (Modelo 5115) en el aue
se registraba la sefial. La respuesta era enviada en pa-

ralelo a un Audiomonitor Grass (figura 7).
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RESULTADOS



Parte I
CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA ELECTRICA DE LOS

MECANORRECEPTORES CUTANEOS

Como ya se mencioné, los mecanorreceptores tegumen-
tarios poseen velocidades de conduccidn diferentes depen
diendo del didmetro de los axones (ver Spray, 1974). Por
otra parte se ha demostrado que la respuesta sensorial -
en estos receptores, estd relacionada con el tamafio y la
velocidad de conduccidn (ver Mathews, 1929). Estos cri
terios, asi como la amplitud de las espigas producidas -
por 1la activaciﬁn de los mecanorreceptores, han permitido’
su clasificacibn (ver Catton, 1958), y son por ello ca-
racteristicas establecidas que permiten valorar la magni
tud de la respuesta sensorial.

Otro de los par@metros indispensables en el estudio
de la respuesta, es la latencia. El incremento en la -
intensidad del estimulo mecanico o eléctrico conlleva -
una reduccidn apreciable en la latencia (ver Catton, -
1966) . En estudios previos se han encontrado valores -
para la latencia de entre 1.4 y 4.3 mseg.

Catton (1961) observé que la intensidad de estimula

cidn necesaria para activar a estas neuronas sensoriales
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(intensidad umbral) presenta fluctuaciones estoclsticas
en el tiempo, aunque no existen datos precisos acerca de
la magnitud de estos cambios.

Las consideraciones anteriores nos proporcionan los
parametros necesarios para realizar una evaluacifn de -
las caracteristicas funcionales en nuestra preparacibn y
con nuestros sistemas de estimulacidén y registro,

La figura 8 ilustra cbmo la aplicacidn de intensida
des crecientes de estimulacibn provoca diversas respues-
tas eléctricas de los mecanorreceptores de la piel de la
rana. En la figura mencionada pueden apreciarse espi-
gas con diferentes latencias, las que se explican, como
hemos visto, por la existencia de distintos umbrales y veloci
dédes de conduccidn axénica. Al mismo tiempo, el aumento en
el estimulo mecdnico produce la aparicidn de nuevas espi
gas que probabiemente son de tipo unitario, asi como de
potenciales compuestos. Las respuestas unitarias han -
sido juzgadas como tales dado que sus duraciones (aproxi
madamente 1 a !mseg.) corresponden a la duracibn caracte
ristica de potenciales de accifn de fibras Onicas; por -
ntra parte, su magnitud se mantiene constante a pesar
del aumento de la intensidad de estimulacibn, caracteris
t1€as que no se nayan 1__1reﬁentes en los ;'JOT.(BHC.:LC‘.I.‘:‘S com-

puestos.

37



El empleo de patrones regulares de estimulacidn ca-
da diez segundos e intensidades que de entre 0.5Z2|a
1.20 gramos nos permitié obseryar la relacibn existen-
te entre la latencia y la intensidad de estimulacibn. La
grifica 2 muestra esta relacidn para dos distintas prepa
raciones; como puede apreciarse, es posible detectar di-
versas unidades caracterizables por sus umbrales y laten
cias (en todos los experimentos realizados en la presen-
te tesis, el nfimero miximo de unidades encontradas fue -
de entre cinco y seis). Para pricticamente todas las u
nidades, la latencia se reduce a medida se aumenta la ip
tensidad del estimulo, pudiéndose apreciar una reduccibn
de tipo exponencial. Como hemos mencionado, el auménto
en la intensidad de la estimulacidn provoca la aparicibdn
creciente de nuevas espigas. La grdfica 3 muestra la -
relacién entre el nfimero de espigas y la aplicacién de -
estimulos de distintas intensidades. En esta grafica -
conviene hacer notar que cada unidad presentd umbrales -
perfectamente definidos, lo que es de gran importancia -
para el estudio que en esta tesis se realizf.

Mediante la aplicacidén de una frecuencia de estimu-
lacién de seis estimulos por minuto, se procedid a estu-
diar la magnitud de las fluctuaciones estocdsticas en el

umbral, descritas previamente (ver Catton, 1961). La -
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grafica 5 muestra las variaciones en el umbral encontra
das a lo largo de dos horas de observacidn. E1l umbral
se mantuvo pricticamente constante durante los 80 prime
ros minutos de observacifn, modificindose de manera no-
table después de este tiempo. Esta informacidn es de
gran importancia, puesto que el umbral es uno de los pa
rametros a los que mayor atencidn se dio en el presente
estudio. En la figura 9 se muestran varios trazos su-
perpuestos con los que se ilustra que a una intensidad
de estimulacidn dada (intensidad umbral), cofresponden
respuestas reproducibles en todos los casos, cuando la
observacidén se hace durante los primeros 80 minutos,.

Los resultados que se muestran en esta seccidn nos
indican que la caracterizacibn de la respuesta eléctri-
ca de los mecanorreceptores tegumentarios de la ra-
na, arroja datos similares a los ya descritos en la 1i-
teratura (ver Mathews, 1929; Catton, 1958; 1961; 1966;
Spray 1974).

Nuestros resultados muestran la actividad de entre
cinco y seis unidades dependiendo de la intensidad de la
estimulacidn aplicada.

Al aumentar la intensidad del estimulo por encima
del umbral fue posible excitar fibras con espigas mis pe
quefias. lLas diferencias en las latencias corresponden

L
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también a las ya descritas por los autores citados, es-
pecialmente en cuanto a su relacidn con las intensidades
de estimulacidn.

A pesar de que el umbral del receptor varia estocls
ticamente en el tiempo se puede precisar un periodo esta
ble en los primeros 80 minutos con minimas variaciones.

Dado que el objetivo central de esta tesis es el es
tudio de la influencia de la Hormona Neurodepresora de -
los crusticeos sobre la actividad eléctrica de estos me-
canorreceptores, con base en las propiedades que se aca-
ban de mencionar, se probd el estudio de posibles modifi

caciones inducidas por la mencionada neurohormona.

EFECTO DE LA HORMONA NEURODEPRESORA DE LOS CRUSTACEOS
SOBRE T.A ACTIVIDAD DE MECANORRECEPTORES CUTANEOS

DE LA RANA

En esta parte se analiza el efecto de la Hormona -
Neurcdepresora sobre laé citadas neuronas sensoriales, -
para la cual se emplearon distintas concentraciones de -
Hormona Neurodepresora (HND) parcialmente purificada. -

(Ver método)
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Como se ha visto, la Hormona Neurodepresora posee -
un amplio efecto depresor en el sistema nervioso de los
crustéiceos. La pregunta que se plantea en esta seccidn
es si este neuropéptido tiene influencia sobre la activi
dad de células nerviosas en una especie evolutivamente -
mds avanzada. Con base en lo anterior, se decidid estu
diar la influencia de esta sustancia en los mecanorrecep

tores de la piel de la rana.

INFLUENCIA DE LA HORMONA NEURODEPRESORA SOBRE LOS
MECANORRECEPTORES TEGUMENTARIOS DE LA RANA

La primera etapa del estudio consistid en evaluar -
de manera muy general el efecto de la Hormona Neurodepre
sora; para ello se realizd el experimento que se muestra
en la grafica 6. Utilizando un patrdn de estimulacibn
constante de seis estimulos por minuto a una intensidad
umbral, se determind la proporcidn de estimulos que pro-
ducian respuesta, comparindola con la de aquéllos que no
la producian (fallas). Al aplicar Hormona Neurodepreso

8M; 7.5x1078M; y

ra a concentraciones distintas (5x10°
1x10-7M), se encontrd un aumento en el niimero de fallas
de las unidades con menor umbral. El efecto es depen-

diente de la concentracidn (grdfica 6), encontridndose un
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. -8 .
efecto detectable con una concentracidén de 5x10 "m (sien
do esta concentracidén la minima necesaria para deprimir
la actividad de motoneuronas identificadas en la cadena

ganglionar abdominal del acocil Procambarus bouvieri. -

(Ver Aréchiga, Cabrera-Peralta y Huberman, 1979). Como
puede observarse en la figura 10, el efecto es totalmen-
te reversible al lavar la preparacidn. Al parecer, el

efecto es sobre el umbral, puesto que la aplicacién de -
intensidades mayores de estimulacidn, permite que la res
puesta eléctrica se manifieste afin en presencia de Hormo

nas Neurodepresora (figura 10 parte C).

INFLUENCIA DE HORMONA NEURODEPRESORA SOBRE EL UMBRAL

Con el fin de cuantificar aun de manera aproximada
la magnitud del efecto de la Hormona Neurodepresora, se
realizd el experimento que se muestra en la parte infe-
rior de la grafica 7. En esta figura se ilustra cbmo
la Hormona Neurodepresora aplicada a la concentracidn -

1x10™7

, modifica el umbral de una forma importante, te-
niéndose que producir aumentos de hasta 0.07 gramos.

Las modificaciones al umbral inducidas por la Hor-
mona Neurodepresora son reversibles, pues después del la

vado se recobra el umbral inicial, como puede observarse
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en la parte superior de la grafica 7, ya que la latencia

se recupera integramente para la intensidad umbral inicial.

Con el fin de confirmar que el cambio observado -
en el umbral es atribuible a la Hormona Neurodepresora,
se realizaron experimentos similares a los anteriores pe
ro en presencia de Hormona Neurodepresora inactivada. Da
do que este péptido es susceptible a la accibén de enzimas
proteoliticas, ha sido mostrado con anterioridad (ver -
Aréchiga, Huberman y Martinez-Palomo, 1977), que la trip
sina anula su efecto neurodepresor. Con base en lo an-
terior, se realizd el experimento que se ilustra en la -
griafica 8. Evaluando el nfimero de fallas se puede ver
cdémo la aplicacidn de Hormona Neurodepresora induce un -
aumento del 70% en el nlmero de fallas; efecto claramen-
te reversible, mientras que la Hormona Neurodepresora tra
tada con tripsina (3mg. de tripsina incubados a 35°C du-
rante 15 minutos. La enzima era luego inactivada por -~
calentamiento a 75°C por diez minutos). La Hormona Neu
rodepresora tratada de esta manera no induce modificacio

nes en la ocurrencia de fallas.
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DISCUSION



Segin lcs resultados expuestcs la hormona neurode-
presora afectaba 1la actividad eléctrica de los mecancrre-
ceptcres tegumentarios de la ranz elevando el umbral de
respuesta, para lo cual la explicacién que por nuestra --
parte proponemos, es que el efectc que se observa es de-
bido a la persistencia en el sitio del tejido afectado -
del receptor quimico a la Hormona Neurodepresora a través
de la evolicidén. Como ha sucedido con los receptcres co-
linérgicos, que como se sabe existen en las distintas --
especies de la escala zoolcgica.

Hay datcs en vertebrados que apoyan nuestros re--
sultados como son los cambios inducidos por la Hormonez -
Neurodepresora en células nerviosas de vertebrados en --
cultivo (Aréchiga, comunicacién personal); y les regis-
tros en sistema nervioso de gato en que la Hormona Neu-
rodepresora induce cambios semejantes a lcs producidos

por opidcecs (ver Pacheco, Muzquiz y Aréchiga, 1978 ).
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En la primera parte de los resultados presentados en
esta tesis, se caracterizaron algunas propiedades electro
fisioldgicas de los mecanorreceptores tegumentarios de la
piel de la rana. Estos resultados fueron concordantes -
con los ya descritos en la literatura.

Se observa claramente en la figura 5, que la laten-
cia de las respuestas de estas neuronas sensoriales, dis-
minuye al aumentar la intensidad de la estimulacidn, de -
manera andloga es lo descrito por Catton (1958).

En la grdfica 3, por otra parte, se observd una rela
cidén directa entre la intensidad de la estimulacidn y el
nimero de espigas registradas. Estas espigas eran, bien
de tipo unitario (su amplitud no crecia con el aumento de
intensidad), y ademds, espigas compuestas (aumentaban de
tamafio con el aumento de la intensidad de la estimulacidn).

Se encontrd también que el umbral de los mecanorre-
ceptores, presentaba un periodo estable dentro de los pri
meros ochenta minutos, encontrandose mayores variaciones,
después de este lapso de tiempo.

En la segunda parte, estudiamos el efecto de la Hor-
mona Neurodepresora del crusticeo, en las propiedades -
eléctricas de los mecanorreceptores de la piel de la rana.
Dicho neuropéptido eleva el umbral de la respuesta de los

mecanorreceptores, ne pudiéndose atribuir dicho efecto a
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los cambios estocdsticos del umbral, dado que los experi
mentos fueron realizados dentro de los primeros ochenta
minutos en los cuales, los cambios espontineos en el um-
bral no son significativos. Por otra parte, la rever
sibilidad del fendmeno, y su bloqueo por incubacidn en -
tripsina, nos sugieren que el efecto es provocado por el

péptido.
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