& UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EFECTO DE DIFERENTES ALCOHOLES DE CADENA
LARGA SOBRE LA RESPUESTA A LA LUZ DEL
FOTORRECEPTOR VISUAL DEL ACOCIL

T E S I s

QUE PARA OBTENER 'EL* 'TIT

Ciudad Universitaria ‘ 1993

TESIS COR
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



.5.2.5 Efecto del pentanol sobre el P

. 6+1 Efecto de los ﬂa;g:ohé]:.eé !

5.1.2 Efecto del propanol sobre el ERG

5.1.3 Efecto del pentanol sobre el ERG
5.1.4 Efecto del hexanol sobre el ERG
5.1.5 Efecto del heptanol eobre el ERG

5.2 Experimentos intracelulares

5.2.1 Experimentos testigo del éo'tghcl.al N

5.2.2 Efecto del propanol sobre _ql P!

5.2.4 Efecto del hexanol scbre el BR
5.2.5 Efecto del heptanol.sobre R
6.DISCUSION : ]

6.2 Efecto de los aleccholes.de.c

7.BIBLIOGRAFIA




£ rman par:ce de una mlsma un.tdad. Deade
que ‘an’ el acocil, las

se ha

sino .que

dem&

écnlco, ear.a propasicién suacu;o una

orma relnz.l.vamante especlﬂ.cn. En’ el presente trabajo.se zetomd

1 pzoblema del poaible accplamlen:o eléctrico entre las célulasﬂ
«retlnularen, el que ae abardb por madio’ de.-la apl.l.cac}.én de™

'alcanalen, sntrs elloa ‘el haxnnol b4 91 heptanol»,

oculares: neccionados de acocil da’ los cuales é ragiatm en forma

ca ~tallos’ -

axt:racelu].ar o Lntracelular lu :enpuaat:a elécttica a-la luz. Los!

) raaultadoa obtenldna con el: hexanol y:coniel: hept:anol, apnyan la'

‘proposicién de . que enbte lag’ célulaa :ets.nularaa de una m!.sma

omatidia exuce aco, laminn




tema’ neufnahdpq:ir{i? ” (!‘?.lg\‘x{:‘

doa tipos de orqanlzncién

del slstama vlsuulx jos en: loa que el sistema diéptrico

ata formudc por mﬁltiplea omutldlan con. rabdomos: cortos, lo-que

‘perrmita q'ué b £aman en: la ‘ retfnula muchas im&genes que. se

:auperponsn (ojou por eupe:poalu.lﬁn), Y el que tiene ojos en los
éua las omatidias tienen rabdomos largos y la imagen se forma
5610 en un punto de la retfnula (ojos por aposicién).

El ojo del acocil es un ojo compuesto que aungue funclona
principalmente por superposicién también puede funcionar por
apoéicién cuando esté:totalmente adaptado a la luz. El ojo eaté
formado por unidades visuales u omatidias, cada una de 1las
cuales estid formada, a su vez, por un sistema diéptrico, un
sistema fotorreceptor y un sistema pararreceptor.

El sistema diéptrico (Figura 2) lo cons:ieuyen' la cérnea y
@l cono cristalino, La c6rnea que es una versidn transparente de
la cutfcula general del cuerpe, forma el lfmite Sptico con el
~medio circundante, aire o agua por un lado y por el otro con el

cono kcristnlino. Por lo general las omatidias se ven sobre 1la
superficie - del ojo como placas corneales repetidas, aungue en
‘nlgunoa ojos no- hay una clara divisién entre ellas. El cono

cristalino forma la unién entre la cérnea y las células

fotorreceptoras. Es una acuosa t te y puede
estar directamente Bobre el rabdomo fotosensible o estar
conectado a las células fotorreceptoras por medio de extensiones
citoplésmicas provenientes de las cuatro células que lo forman,

dando lugar a una rafz que queda rodeada por las cé&lulas




Figura 1. Localizacién de loe neuropilos del 1l6bulo 6ptico-y del

sietema 6rgano X-gléndula sinusal en un ojo de acocil. R, ref.l.nn

aproxi en

(no se observa en el dibujo pero se
la regién seifialada con la linea punteada); ME, médula externi:

GS,  gl&ndula einusal; o0Ox, ©6rgano X; . MI, médula interna.

(Redibujado de Cooke y Sullivan, 1982).



é].ulas tetinulares .

En. cada omat&du lag’ mlcrovall 8.

anexa o:c::gonal, .en . dacL:, :t:q

ml.crovenoaldadaa ‘orientadas- en- una . direccién

" est&n di de porpen feular a ‘1ds’ pﬂmgug

(y#e:" Figura 2),. La "octava : célula retinular. es radonda y Ba

eparada de lasg demas, au . tamafio es’ meno Cy-sul

sldades no formnn pa:t:e propiamente’del :abdumo ya que'

< se ‘encuentra po: encima“ ‘de éste, "aunque“ tiene:un: rabdéme:q &

pequsho que cub:e la mayor parte de la ast:uctutn (shaw Y Stowe
_’1952). g
. 'Despuéa de pasar a través de la cbérnea y.el cono cthCallno, )

.la :I.uz es8 absorbida por el rabdomo. Hay evidencia de que es ‘aht
rjustamenta donde se localiza el pigmento fotosansible, que forma
parte de las membranas de las microvellosidades y donde ‘se lleva

a-cabo el de la fotot ié6n.

La terminaci6n inferior de la omatidia corresponde a la
membrana basal que es el pitio donde se generan los paquefea de
axones que proceden de las células retinulares y constituyen el
nervio 6ptico (Shaw y Stowe, 1982).

E El sistema pararreceptor lo forman estructuras anexas a los
fotorreceptores que influyen sobre la llegada de luz a &stos. Las
mas importantes de estas estructuras son las células del pigmento
‘distal que rodean al cono cristalino (Parker, 18%91; 1897), el
pigmento proximal contenido en las células retinulares y el
pigmento reflector que se encuentra a la altura de la membrana
basal (Hern&ndez, 1984). La posicién de los pigmentos distal y
proximal depende de la cantidad y la calidad de iluminacién que
reciba el ojo {Loockwood, 1968), de tal manera que cuando &ste es

iluminado en forma directa los pigmentos distal y proximal se



Célulos ratinuiores
{fotorreceptoren)

MWicrovellosidades

Célutos
retinulores
(fotorreceptore:

Robdamo

Axones ) s:ﬁgg'dou'l plamento

i Plggru 2. »l’:aﬁuema ’,de una omatidia del ojo compuesto del acocil.
—'zljusujé de:la L:qulefdn mum;ttn las diferentes estructuras que
£_ohan -los -Ll;;r;é; VdiLé'i)c;:t':o7;7'7{ocsrt:rranéddcrtbr. El dibujo de ia
"derzbety:ha:' muestra un corte longitudinal del rabdomo formade por 7
yrde las:'8 cé!:ulus retinulares que forman una omatidia. En el
[.esquema ’estln representados. los tGbulos (microvellosidades)

di , de al da y orientados de or al

" Los. nemeros sefialan las diferentem células de 1la omatidia

{Redibujado de Parker, 1897 y Eguchi, 1965).




e 1engltud1na1 -Aino también por cualquier pu

-1a estea pi

del ﬁren de :eﬂ.exién ‘da

na al

]:uifveAr\; la‘cérnea (Exner, 1889 y Stafanowska, 1890) conocida
dopuplla, esto es, el &rea de la pseudopuplla depende de y
asa por el sistema di6ptrico e inclde -Bobre -el’”

proxl.ma]. durante la adaptacién a la 1luz y expuesto
do los pig ion eat&n en

maediante la cual los grénulos se:

1t:o/pléamil:a,

cvim anto del pigmento proximal, si bien puede estar bajo la
cia ‘de algﬁn reflejo, puede producirse por la accién
a'de’la luz sobre la célula retinular {Kleinholz, 1949).

i—mecanlsma determinante de la respuesta fé&tica . de . los e i

] “retinianos accesorios ha sido objeto de méltiples
estudios 'en diversos grupos de crustfceos. Aunque entre los

distintos autores existe acuerdo de que la luz es el estimulo que

activa la mlg'racién de los pi . aGn se algunos
‘da los mecanismos involucrados. La falta de inervacién eferente a
la. retina, en muchos cruaticeos por ejemplo, ‘excluye 'la
posibilidad de un goblierno visual directo de tipo reflejo. Por
otra parte, el hecho de gque un breve destello luminoso mea cap&z

de una P! q\ie durak minutos, sugiere .la

interv ién de h les (Kleinholz, 1961).







célula taunulnr‘cuyc P : ial de de a estos -
alores 'de'valt::nje. $i en este momento se.aplica un estimulo

'luminoso se obtiene un potenclal de receptor el cual consta de
do ‘fases: _una despolarizacién répida (fase transitoria)
qependiem:e © de la intensidad lumincsa y una fase de
deépoln:i.za.cién lenta (fase estable), dependiente de la duracién
del estimule luminoso.
k Aunque hasta ahora no existen pruebas morfolégicas de la
exlstencia de uniones comunicantes entre laas células
fotorreceptoras del ojo del acocil, HMuller en 1973 realizb
experimentos con loa que aportd pruebas fisiolégicas en apoyo de
la existencia de acoplamiento eléctrico entre eastas c&lulas; este
autor implanté dos microelectrodos en pares de células de la
misma omatidia y pasd corriente en forma alternada por cada uno
de los microelectrodos. Sus resultados mostraron evidencia de
acoplamiento eléctrico entre unos pares de células {los formados
por células sensibles al mismo plano de polarizacién de la luz,
con sus microvellosidades orientadas en la misma direccidén) ya
que al inyectar corriente en cualquiera de las células se obaexrvd
una modificacién en el potencial de membrana de la otra célula

implantada; y también se obaservé falta de acoplamiento eléctrico



‘gensibles

pézmeabi;LdAd y ciercéé" msdlcl ne

qangﬁlnehs{’l gam_at:os, e células

slmll,ar entra 'célqlng pe:v&oaas que “na’ eataban'
" ‘quimicamente acopladas, - asi-descubrieron la .sinapsis.eléctrica.
ﬁatos'astudios revelaron un modo directo de transmisiénde: la
ssﬁal eléctrica entre células y abrieron un capitulo lmpék'ta_nta
en la naurobialqg!.u.
En 1964 Kanno y Loewenstein encontraron que no Gnicamente
iones pequefios sino tambié&n grandes moléculas hidrofilicas: como
la’ fluoresceina (330 daltons) atravesaban la via de unién. entre

las células. Estas moléculas eran mucho mis grandes como para



Euto h!.zo naeeuarla la

émb:ana que no forma partn de éstas. i

tgta gapacial At
distinta’ a’la de

Para eate tiempo fueron recanucidas otras t':'ag propledaden

unicnaa: 1) el puente de unién entre las cél‘ulaa’»\pzasantak

tasas alc':s de flujo ‘de moléculas hldrotilicaa 2) . ex‘i.a‘te un

limlta de t:amai\n molecular para perm.ltlr el paso de las moléculaa i
iy 3) Aunque es evidente la aposiclén’ de 2 memb:anaa celulates, 91

puente es a prueba’ de fugas al: axterlnr,puea est& ulslado

: aléctricamenta del eapncio extracelular ya que la utLleacLén de

un rnatreador molecular. intracelular. no" pe:cl.b.l.é fugas fua:a de
l.n unién . (Kanno 'y Loewenatelin,. 1966; slmps:m y cols., 1977}

‘" Loawenstein 'y Kanno, 1964).

hlp&tesln de que el puente de unién se compone de unidades de

canal (Loewensteln, 1966). Cada unidad consiste de un par de

el de les, uno en cada célula, alineados y

fuertemente unidos entre si lo que una via 1

aislada en la periferia del espacio extracelular. Se considexrd
que-muchas de estas unidades en paralelo forman la via de unién
entera, pero no que dos unidades estuvieran mediadas por -un
cnmbartimiento comGn. Las unidades de unién fueron pr‘cpuestas

entonces como entidades discretas de célula a célula o canales.

La-suma d,a;estou' factores _llevé .a._ la . proposicién--de--1la::-iFsi



8@ eg?iduecié,

e ‘1a'"n£|t|‘.|rk1e‘za dhimkéé, 1a estrucutura y 1a

qlpl.oa de los afios setentas. La . prueba directa da la
a’}de canales ee lcéré con la purificacién de la proteina
. uniones . " comunicantes. El estudio de ' ' numerosas

eparaclenea por “medio de -criofractura y de cortes flﬁns}

Lguen uq esquema general.: £ate- consiete .en el agrupamiento. de

huallas dependlsndo de:la cara que se cbserve.

La -estructura responsable de crear puentes citoplésmicos

fecu.vos ‘entre dos células se ha correlacionado con la imagen

l‘.pi.ca de ‘una unién comunicante, es decir, un 8rea pentalaminar

\“an muchos . tipos de células 'y al papel que desempeilan como un

mecaniamo celular 1l en la

is y la comunicacién

s celulares, se han hecho estudios de Bu fisiclogia, farmacologfa,

“bloguimica y sus propiedades estructurales en’diveramos “Bistenmas
“celulares, tanto in viv& como in vitro (Loewenstein, 1981; Spray
y ' Bennett, 1985; Peracchia y Girsch, 1985; Larsen y Risinger,
- 1985; Ramén y Rivera, 1986}).

El estudio de la comunicacién intercelular debida a_ las
uniones comunicantes no puede hacerse por observacién directa ya’_"
que estas uniones son estructuras de tamafio muy por debajo, d_‘a la -
resolucién de los microscopios de luz. Debido a.ello, para‘ i;ur'

estudio se utilizan técnicas indlrectas, a partir de‘cuyos,

resultados se infiere la presencia o ausencia ‘de las unlones

10

se hicieron.

.sdaﬁc nnl. Lntercelular. El'écncepto general de ‘108

mueetra que--las--uniones comunicantes -entre - diversas células

structuras. interpretadds como 'canales en ‘una forma mis o
hes 1, convuna i6n entre ellas que varia. segin::.:.
2'(8 a 20 nm) .y que dejan una distancia  entre‘las.
da 1as> células "de 2 a 4 nm. Debxdo:inj estas -
Aracte:[acicas :e:ihieron el nombre de gap=- junctions [ un.lonea o
espaclo (Raval Y xatnovsky 1957). Cuando se obse:van lns:»
unLonea comunicantes por medio de las té&cnicas de criofractura se: -

pueden ver zonas mis .0 menoa- extenmas con partficulas o con sua

“de’ contacco entre doa células conectadas funcionalmente (Revel y -

Kﬁtnovski, 1967). Debido a la presencla de uniones comunicantes







municantea,

o pxy.v"]'.ncip'allmen_t‘s i e

ncla de " 18 \mib antre las;

caapnr : 'y

de lvav canal

e lns cunales. Cnda uno’ de esto

B consxén o hamicanal ¥ estﬁ fo:mado por: aei"

subunidadee 1dént£caa~
cada una’ de aptoximadamente 27 ‘Kad de peuo molecular,

,2',5 nmide
dumetra_y 7.5 nm’'de larga. El. conjuntc’da_aets aubun;duéas ‘tiene




h:diéctivldad de las. uniones
a sube paco aobra los procesoa que modulan asu
Lnnes 3 ﬂa!.oldglcas. La modulacién de las
,puede ser estudiada desde dos &ngulos, uno
‘qua cortasponde n los camb!.os de acoplamiento entre las cé&lulas
' dedeo
v::la unién Yy ot:o que Be relaciona con los cambjios de conductancia

I.n ‘insercibn y/o remocién de canales en la membrana de

__del canul . {abierto-cerrado) . que, como en otros canales de
mamhtana,’ dependen. de uno o de mGltiples factores (Arellano,
1986)

Sa sabe que las células que me encuentran acopladas pueden
sar desacopladas por medio de diversas manicbras experimentales.

‘Entre . 6atas 8se ‘ha propuesto un cambioc en la concentracién
intracelular de los lones de calcio o de hidrégeno (ver
revislones de Loewenstein, 1981; Spray y Bennett, 1985), cambios
en el voltaje transunién (Spray y cols., 1981) o en el voltaje
transmembrana {(Obaid y cols., 1983),

La conduccién a través de las uniones comunicantes puede ser
controlada tanto natural como artificialmente. Cambios r&pidos y
reversibles en la conductancia sugieren gue las unicnes pueden
sufrir un cambio conformacicnal que ocluye el canal. Estudios con
microscopfa electrénica muestran que la estructura fina de las
uniones comunicantes puede permanecer virtualmente esin cambio

cuando la conductancia de la unién es blogqueada (Hanna y cols.,

13




Qe esbe Lon.

'volcaje : _transunlén" ya

- de las dos células qua

para expucat al cierre da 155 unlone

técnicas

nau.:adus medi.an:a de m&c:oscopxa

Es bosiﬁlé quét el é‘st’a}‘lc’: d

praain&pcico I

Potter, 1959; GLAume’f cole.,

de varios t:i.pog. En bluatbmsros da ant‘LbLo

d ln,

las gl&ndulas sau.va).es de: la musca
1983; Verselis y cols., 1991). En (]

conductancia del canal,

El incremento en el cu:oplas

uni.cnes comuni.cantes con: un

r&pi la ductancia. de ' las

14




“tienen efectos égbré varios:

ia“de unLonéé'-comunicanteo-‘: .
el 'mﬁnculo vantricula: de perxo.

}\c:ament n’ la xesl.n:ancla longitudinul ‘(wojtczak, 1985), an 1a

propagacién del impulso (Dalmnt, 1987).
El’ heptanol también se ha utilizado como un deaacnplador

‘a]..ul.:n:, para estudiar el decremento de la conduccién en
_pzapﬁtaélanan cardiacas. Asl, Nelson y Makielski en’ 1991
"describleron por primera vez el efecto del heptancl sobre
‘corrientes de sodio bajo fijacién de voltaje en. células de
Purkinje cardiacas. En todos los experimentos los autores
aplicaron el heptanol o el octanol en el exterior de la célula y
comprobaron que a concentraciones milimolares, el alcohol blogueé
las corrientes de sodio. También comprobarcn que los afectos del
'heptanol ocurrieron a partir de los dos minutos de iniciado el

cambio de solucién a heptanol. La recuperacién de las corrientes

15



ol d te’ tiempon’

outra:on que s]. heptanol tiena.

actividad ‘de’’ aanalea ‘t6nicos; Resultadoa i

auf re Lén equ&valente en la ccrrLente.k Edtos

tos alcohales pueden ejarcsr Bsug afactoe por

canlnm' genernl de accién, quizd por la’ ultetacién de laa

?con la; naturaleza hidrofébica - de “los alcohulesi- 4

aads el metanol hasta el dacano_l, para estudiar.los. :

que h:a'

aapecis co'de e

rasisteneia ‘de:la_ unién_ ‘en’ células 3 R
B upli:aclén de ouabalina, almua: al eiec!’.a que p:cvoca el hepcnnol

'ﬁobre dicha resistencia (Spach 'y cols. 1982). Se ha observado
't‘am.blén que el heptanol  produce un. bloqueo ‘de’ la -conduccién
transversa en las células ventriculares del conejo, asi como una
madlf&cuci‘én en las propiedades eléctricas pasivas de la membrana
de estas células (Brugada y cols., i991'). En trabajos realizados
por Pott y Mechmann {1990) se apoya la idea de la ﬁresencla de
canales de alta ia que ¢ i la actLdeua de

hemicanales de uniones comunicantes en miocitos cardiacos de’
cobayo adulto. Estos autores observaron que. al perfundir

externamente una célula can'qctanol; en presencia de cafeina, hay




alrededo: del’ 10% del valor. inlclal._

4 base, propusieron que el alcohol reduce la p:oh’gbu :di

. canal se encuentre en un eatado ablerto. F o T

Se ha encontrado que el hept 1, el 1

‘sonles’ ﬁnicoa que pueden inducle un’ aumanto

‘ami.lnan‘ Se observé también que por-1lo’ menos el’ haptnnol actﬁa de

_'manera aditiva -en la’ liberacLGn e miluaa esttmulan;:lo

. lkbeuelén Por secretagogos que por lI. solos no: blaquaan 1a

‘»ccmunicucibn intercelular.: Estos datos’ npoyan la: poalbilidad de

’que la aecrecién pancreéticn estﬂ Lnflui.dn por
1989). 7

- o1 dasacoplaniento

da lua célulnn aclnareu. (qhanqgn y cols

)



de los cuales se nabe que uccﬁan _coma .

unLunea N comunlcuntea. ABI., las.

daw' loa-

ableztn ‘o car:x:ndn i

. HIPOTESIS

18



: o zamora iH'Lchca_cSn.

ron‘,co’lbcadoa' bajo uri régimen de’12 :hor'n.

alcﬁrilda'd,' a una temperatura de 22 +/="

eces . por .semana-.y su'aumentaéién O

: 'huqyic,cncido. Los . organismos ucLll’zardcu pvi;riu

sexualmente - con

Antes de iniciar cada experimento y..como' contro,

f\i;ncj.cmal de los ojos se buscaba, con la Ayudn;c‘ie‘hn.mic:oaco_p
co, la p ia de p ila, "8i ésta’ no:

evidente a pesar de que el animal hubiera estado algunos minuto

previamente en la oscuridad el ojo no erautilizado paryn' al.

* . experimento por considerarse leslionado. .
Los organismos eran anestesiados por enfriamiento du:ante 15

620 minutos dependiendo de su tamafo. Para aislar el tallo se
ingertaba una tijera de punta fina sobre el e‘ejido blando en 1la 3
base del tallo ocular. Una vez secclonado el tallo se procedfa a
_hacer . un corte con una navaja de rasurar para retirar.la cérnea
de la pérte superior del ojo procurande dafiarlo lo menos posible.

“El p}:opésito de retirar una porcién de la cérnea era facilitar el
acceso del electrodo de registro a.la zona donde se ubican las
células retinulares.

G lliihisl-se - hicieron ” .dos . tipos . de éx}:efiméﬁ:ou, registros

extracelulares (electrorretinograﬂin, ERG) e intracelulares

(potencial de receptor, PR). En' los dos casos el ojo ne colocaba

en una cdmara de perfusibn, la cual a - ap. imad, 5
cm! de solucién de van Harreveld (VH). (Van Harreveld, 1936) a
° temperatura ambiental y cen pH de 7.2 a 7.4. Las soluciones

'empi;adas llegaban a la cimara por medio de tubos de pl&stico

conectados a jeringas que servian para almacenarlas. El paso de
las soluciones era regulade mediante una llave de tres vias. El

dispositivo descrito se colocaba dentro de una jaula de Faraday

19



H701) v

1: seﬂal que eaua da ém:e

Mol 791 v
Mod. 7D}\) para 8u “registro graftco. la-gefial ;i
Mod." 7P

ampleicadn eta envi.ada a un diferenclador ‘(Grass,

a:jata conveztldora analégico-dlgxtal para
almac iento en una. tad (Ver Figura 4).

que " el . microelectrodo penetraba 1a célula ret

‘de:ermlnado por la observacién de un cnmbio de po‘

aproximndamente -30 mv, el cual cor B al
membrana en reposo de las células futar:ecepfo:aé
como el PR se obtenfan por la aplicacién '_n:' 1a
destellos luminosos de 1800 lux de Lntéqgifiéd Y.

duracién, procedentes de un fotoestimulador (G?dss'

20
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COMPUTADORA
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los cambios observados durante los
a  fallas en el dispositivo o al
se realizaron experimentos testigo

anto para los xegint::oa del ERG como del PR; durante las tres

etgpas de que ‘constaban los experimentos se aplicaba Gnicamente
solucién de VH.

.1 Las soluciones de prueba empleadas fueron la soluci&n de VH

‘més:-uno .de ' los siguientes alcanoles para el caso de registros

t lulares: = 1-prop 1 (162 mM), Il-pentanol (18 mM),

“1-hexanol {6 mM) y l-heptanol (2 mM). Mientras que para los .
‘__:__e_qisc:'os_ _Lnttacalularen fueron: l-propanol (81 mM), 1-pentanol
(9 mM), 1-h 1 (3 m¥) y 1 1 (1 mM). Las concentraciones

del propanol, pentanol y hexanol fueron equivalentes a la
molaridad del heptanol considerando su actividad a partir de su

solubilidad en las membranas celulares (Seeman,.1972).

LT La solucién salina que. se empled fue .la propuesta por van__ .-

Harreveld (1936) para - crusticeos de agua -dulce, con . una
madelcaciGn‘ el bicatbonato fue reemplazado por HEPBS, debido a
que ‘es un mejor mortiguador {Ver Tabla 1).

Compuesto ConcentraciSn (mH).

Tabla. 1." Cumposlclbnj:




. o

ng_valezeu~o§t§nl
del ERG como:dal PR, fue

pa:i >c'nda y

‘ai.gni.ﬁ.cnt}.vuqu son
gs

dlfe:ancina

R enc:a BS. y con’; :anpecto a 1n soluci.én entig .




Figura S. Parémetros utilizados : p@én evaluar el
electrorretinograma. A, voltaje méximo - de: _li Hl: B, voltaje
- maximo de la HII; C, duracién de la HI} D,‘, t{empo que tarda la

respuesta en alcanzar el 63% del voltaje méximo- (tau,< ).
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:ilxndos para evahxar nl potenclnl de

equivalenu al:valor m‘&xima dé' la'mplLtud de a’ raupuaun); Pz,

deteminada pot ‘el punto en:.

>0 potencln!. de

fase estable
recepcer‘ traﬁo superla:) correspondiente al’ punto de’ la derivada .
. (tzazo inferior) en el que no hay cambios de voltaje con, renpecto_'
Tal tiempo; D, duracién del pot.encial de - receptor {considerado’ '

como el tiempo transcurrido desde el inicio de: 1a respuesta hasta

- que ésta alcanza el valor del 37\ de la t‘aae estable)
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3 respuesta
al:inicio 'de_lod experimentos.

experimentales

muy pocas. ‘mod} Lc 71 as; em;za:» la’ primera respuesta y
0 ' minutos después;
o :eﬂpuaaén cont:im‘l', ‘lo.i;ue ‘no’ es de extrafar el se toma en

daeuvla respuesta nGmero 10,

ai’d’cf:‘acién' qué durante ese tiempo "las condiciones fueron

equivalentes en todos los registros. A partir de ese tiempo se

. ’hacia llegar a la preparacién nueva solucién de Van Harraveld en
i':los' reglatros testigo o la solucién de prueba en los registros
'expafimantaleBA El tiempo que permanecfa la preparacién en
contacto con la nueva solucién era de otros 30 minutos y 1la
siguiente medida idi da fue la p nmero 20, la cual

se designé ‘como respuesta de prueba. Es evidente que los cambloa

producidos por las distintas soluciones empleadas se registraron

precisamente en esta etapa. Transcurrido el tiempo ‘aehaladn la

preparacién era lavada con solucién salina, solucién con la qua

permanecia en contactc durante otros 30 minutos, tiempo que se

encontré que era el adecuado para que la preparacién se

RS T x;ecuperara del posible efecto que hubiera tenido la solucidn de
prueba a la que previamente habia sido sometida.

Durante las primeras 10 respuestas en todos los registros,

los valores de amplitud de las componentes HI y HII la constante.

de tiempo (B) y la duracién de HI se mantuvieron sin cambios
notables, por lo que los resultados se describen a partir de lo

gue se obseervé en las preparaciones una vez realizado el cambio

de solucién (respuesta 20) y deaspués de haberse reéllzado el .-

lavado {respuesta 30}.
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a cqmpqnent; HI, 1a

a. éomponanta HIX y

teépheatae control

En’la Tablai2 se mueat’i-‘up'iosfyyal'okén porcentualizados para
ada ‘ur;oi da‘ :los pufmétron ,médidoa,‘ obtenidos del promedio de
todos 168" expexf;.mentpu. En el o' de los experimentos testigo se
p éigrg'e::»\:r r que la nmpli.t-:u.d y'la duracién de la componente HI

(naag:réror! un’descenso éridd}l cercanc al 15% desde 'la respuesta
10'hasta la respuesta 30; qué la amplitud de la componente HII se

redujo-en igma més ‘evidente al caer cerca de un 20% durante ese

'—7 mismo..intervalo y que la « se mantuvoc con valores conetantes,

y ialutivﬁmente, durante todo el experimento.
El anflisis estadistico que Be utilizé nos permitié comparar .

-cada ‘uno de.los tratamientos experimentales con el tratamiento
ce_er.i.gb. ‘8in embargo, como las primeras diez respuestas fueron

»éd\ilvnlentea en- todos los experimentos, ya que se obtenian antees
ae que se efectuara el primer cambio de solucién, la comparacién
_'se - hizo entre las réapuestaa obtenidas u;m vez que se habfa
- inducido, -en su caso, algiin efecto por la solucibén problema

:sapuea:hs nimero 20) y entre las respuestas que medfan el grado

T ae recuperacién dependiante de ‘la fase de lavado . (respuestas
nGmero 30). La prueba estadistica que se aplicé fue la prueba de
scheffé la:cual permite establecer comparaciones entre distintos
g:up:;a experimentales. En todos los. casos se trabajé con un
coeficiente de probabilidad menor de 0.05 (p< 0.05) (Ver. Tabla
3).
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et gn’pgr{nma_ ;dur’inte

myeé‘t.'r'ar‘ los’; trazoe

“de un registzo le

mantuvo en la].ucién salina

experimanto‘ La relpuesta 10

‘pardme ros utulzado- para carncterlznr al electrorretinograma;—‘

s s decir; la; nmpli.tud de la camponente HI, la -amplitud de.la

'-componente HII, la duraclén de la componente Hl y la tau (-\—).




“ TRATAMIENTO

VOLTAJE MAX .(H1)
- %)

VOLTAJE MAX.{HIl)
(%)

DURACION (HI}
(%)

TAU
(%)

TESTISO

RIO . R20 R30

RIO R20 R30

RIO R20 R30

RIO R20 R30

100 90.03 84.5!

100 95.36 79.12

100 89.74 85.35

100 102.07 99.19

PROPANOL

100 108.21 1012

100 103.20 92.46

100 88.30 86.70

100 97.47 95.15

PENTANOL

100°10522 K04.8

100 107.4T 10673

100 89.53 93.12

00 B89.85 9229

HEXANOL

100 54.08 97.80

100 39.32 95.78

100 56.22 79.36

{00 90.53 99.85

HEPTANOL

100 54.31 7038

00 45.21 82.5!

00 63.8] 76.86

100 92.46 104.32

Tabla- 2. Valores porcantuali:adcs "de laa renpuestan 10, 20 Y 30

de*¢ada uno, de los parametros medeoa para caracterlzar el ERG

abtenidoa de todos lou expetimen




TRATAMIENTG VOLTAJE MAX,{H1) VALTAJE MAX, (H11) DURACION {H1} TAU

: VALORES PROMEDIO | VALORES PROMEDIO | VALORES PROMEDIO| VALORES PROMEDIO

R20 R30 R20 R30 R20_ | R30 R20 R30

TEBTIGO 88.73 | 76.14 | 92.95 | 73.59 | 87.43 | 80.80 | 102.06 98.18
eropanoL | 109.98 | 10123 | 102.19 | 92.46 | 8830 [ 86.70 | 97.46 ) 95.14
PENTANOL | 10521 | 104.81 [ 107.46 | 106.72 | 89.53 | 93.12 | 09.85%| 92.29
HEXANOL 54.07#] 97.90 | 39.32%| 95.78 | B6.21% | 79.35 | 90.52%| 99.85
HEPTANOL | g4.31%) T70.38 | 45.20%]| 82.81 | 63.80%| 76.86 | 92.46 | 104.32

. Tabla 3. Valorea:promedio obtenldos por la prueba de Scheffé de

8 las reaspuestas 20 ¥y 30 de 'cada ‘uno de los pn:&matroa medldon para: o ¢

cnrac:er&zur el: ERG.
(p< 0.05).;

relacién cen el tzat-miento tautlgo.

:" Diferencias

Cneficlente de ptobabilldad menor de :0.05

eacadlnticamente> aignif&cativan en" =




1a f.Lgutn a

Eé evldente que durhnte 1a :espuaétn"

a la etupu cont:ol

0). Una -vez. efectuado el lavado se p:oduce un 1195:0

o por “arriba de lon valores control (respuesta 30). Ni la

'dutacién .de HI nL la se vieron afectadas por la accidén del

'-p:apanol,_ lo; que significa que eus valores se mantuvieron
: précti t es todo el experimento. La tabla2:

'_,muex'x:ru -los .. valores porcentualizados para cada  uno -de- .los
‘par&motros - madidos obtenidos del promedic de todos los

_-experimentos, se puede cbservar que por lo que se refiere a la

amplitud de HI, al agregar el alcchol hubo un incremento cercano

al: 8% en la respuesta 20 con respecto a los valores control

+ (respuesta 10) iy que una vez que se hubo lavado la preparacién,

se recupers el valor inicial del 100%. En cuanto a la amplitud de

~ HIX sucedid bisicamente lo mismo que con la amplitud de HI, ain

embargo, el incremento atribuible al propanol fue s6lo del 3%. En

la duracién de HI sge observé un decrementc del 12% cuando se

‘afiadié el alcohol y una ligera recuperacién despu&s del lavado.

La i6 précti tant todo el tiempo

_.del expex‘:.lmento.

El anflisis estadistico utilizado {(tabla 3} puso de
manifiesto q\ie en la solucién de propancl, el voltaje miximo de
la componente HI en la respuesta 20 y en la respuesta 30 no
mostré diferencias significativas con resp al ento

testigo. Algo semejante sucedié con la amplitud de la componente
HII, la duraci6n de la componente HI y.el valor deg, ya que los

valores de estos paré ros las resp! as 20 y 30, es

decir, las respuestas en las que se detecta la accién del alcohol 2

y el resultadoe del lavado, respectivamente, no dttirleroxj en ‘.

- forma significativa de los valores que se obtuvieron .con l.a

a3




Figura . 9._ E!ectév del l"-pzn ‘an‘oi' sobre 'elv ERG.‘" Se“huea:ta los
trazos 10,20 .y 30 . de un' experimento tipico de. ERGe que
Ecrrea‘ponder{ al per‘xodd ébntfb} (<), al. periodo de prueba (-~} y

al 'pe:iodo dé 1avndp { .;-), respectivamente. El registro del ERG
:en presencia. del - I—propnhbl {162 mM) no muestra cambios
significativos con respecto al ERG control (respuesta 10) o al

- "ERG después del” lavado. {respuesta 30).
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20 y 30 de un

',‘ningunc de los par&metros medidos mostré diferencias

con P al el reati registrado en
,co'ndiélonea control. La tabla 2 muestra los valores
poécentualizadn» para cada uno de los parémetros medidos
7, t‘:hl:en!.‘dos del promedio de todos .los experimentos hechos con
"p’er;c;nol. Se puede observar que ni la amplitud de HI ni 1la
“-amplitud de HII mostraron mayores diferencias con respecto a los
valores control (respuesta 10). S6lo en la duracién de la HI se

_obeervé un pequefio descenso del 10% con respecto a los valores

control al agregar el pentanol. En cuanto a la v, &sta tuvo un

. decremento del 10% en la respuesta 20 y una recuperacién hasta un
92%. comparada con la respuesta control.
El anélisls estadistico utilizado (tabla 3) mostrs que en lo

- que se.reflere al voltaje miximo de la componente HI, al voltaje

méximo de la componente HII y a la duracién de la componente HI,
todos. ellos medidos en la respuesta 20, no mostraron diferencias

significativas con respecto al tratamiento testigo. Tampoco en la

respuesta 30 estos mismos parémetros p aron di ias
importantes con respecto al testigo. S6lo en lo que se refiere a
la T la prueba estadistica mostré diferencias significativas en
la ‘respuesta 20 entre el tratamiento con pentanol y el
_tratamlento testigo, diferencias que desaparecieron una vez que
se hubo ‘practicado el lavado, esto es, en la respuesta 30. Esto
significa que el pentancl redujo la velocidad de despolarizacién
de las c&lulas retinulares (tabla 2), aunque como resultado del

.lsvado las células recuperaron sus caracteristicas iniciales.

as



Figura- 10.

trazos';'1

El rg“t‘;intto‘ del ERG

muestra  camblos




1ifue una d:istica :educcién en

du’erenciu da lo que ae obue:vn

del lavado

a ‘duracién de la componente HI también se vio

20 con P a la ta 10,
aungue ‘al igual que las amplitudes HI y HII se recuperd de manera
notable al realizar el lavado; adloc la T no se vio afectada por
“.’el “alcohol. La tabla 2 muestra los valorea porcentualizados para
cada‘ uno de los pardmetros obtenidos del promedioc de todos los
_experimentos. Se puede observar que en lo que se refiere a la
amplitud de la HI, al agregar el alcohol hubo un descenso gradual
que ae manifesté en la respuesta 20 con una yreduccibn de
aproximadamente el 46% de los valores en la etapa control. Una
vez removido el alcohol se obtuvo una recuperacién gradual hasta
la respuesta 30 en la que la amplitud alcanzé un valor del 97%
con raspecto al valor de la respuesta 10. En cuanto a la amplitud
de HII se observé un descenso gradual hasta un 60% en la
respuesta 20 comparada con la respuesta control. Los valores de
la duraclén de HI mostraron una reduccién gradual del 44% en la

r 20 con resp a los valores control. A consaecuencia

del lavado (respuesta 30), la duracién de la HI se recuperé hasta
el 79% del valor de la respuesta 10. La de la respuesta 20 abélo
se redujo un 10% con respecto a la de la respuesta 10 y alcanzé
en la respuesta 30 los mismos valores de la respuesta control.

El aniliesis estadistico utilizado (tabla 3) mostré que en lo
que se refiere al voltaje miximo de HI y HII, en la respuesta 20,
hubo diferencias significativas con respecto al testigo, sain
embargo en la respuesta 30 las diferencias ya no se presentaron,

lo que significa que el hexanol redujo la amplitud de la HI y la




fiéurakll.rtfectc del 1 hexanol sobre ‘el
: trazos .10, /20y 30 ‘de un experlmento :x 1 o
”'corrénﬁonden al betlodo.con:rul( Yo all periado

al periodo de lavado (=.-), respect ivamente.

respuesta control (respuesta 10). La accién del hnx

embargo, reversible, ya que después del lnvado 105 P Ametros del

ERG recuperan los valores iniciales (:enpuenca 30).

a8




H I, pero que:su accién” fue reverslble a’ duracién d 1a HI y la 2

la flgufa 12 se muestra los trazos 10, 20‘ y 30 -de un

'expézimeﬁto tipico en donde se observa el efecto del ﬁaptunol
“sobre” cada ‘uno de los parfmetros antes menclonados. Al igual que
con ‘el hexanol ‘se observa que tanto la amplitud‘ de la componente
lvil como la de la HII de la reepuesta 20 se ven disminuidas con
respecto a la etapa control (respuesta 10), y que como
consecuancia del lavada, tuvieron una notable recuperacién.
También la duracidn de HI se muestra reducida en comparacién con
la del control aungque al jigual que las amplitudes de HI y HII se
recupera de manera evidente al realizar el lavado. Por lo que
respecta a latr , ésta se vio 86lo ligeramente reducida por la
aceién del heptanol con una recuperaci6n completa despuésa del
lavado. La tabla 2 muestra los valores porcentualizados para cada
uno de loe par&metros medidos obtenidos del promedic de todos los
experimentos. Se puede observar que en 10 que sae refiere a la
amplitud de la HI, al agregar el alcchol hubo un descenso gradual

del 46% do con 1la control. Una vez removido el

alcohol se observé una recuperacién, igualmente gradual, hasta la
respuesta 30 la que llegd al 70% de los valores control. En
cuanto a la amplitud de la HII ocurrié6 b&sicamente lo mismo, con

una cafda en la reepuesta 20 hasta un 55% del valor de la

reap a 10 y una acién, d és del lavado, al 82% del

valor de la respuesta 10. Los valores de la duracién de la HI
mostraron una reduccién gradual hasta un 40% en la respuesta 20 y

Bu r i6n en la resap a 30 ée de realizar el lavado,

también fue gradual hasta alcanzar el 76% del valor control. Los
valores de la T tuvieron un decremento gradual hasta la respuesata

20 del 8% con respecto a los valores control, una vez que se hubo
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Fiqura. 12.

fecr.o del l-heptnnol scbre nl ERG.. Se muéatra los

nto. tXpico “'de " ERG “"que =

trazos . 10,

al poriodo de prueba {t~-). v
- X ghsr.ro del ERG. en p:enencu de
1- heptanal (2 n'.“.) (xenpueaza 20) mueacn una clara dinmlnucibn de.

lcs patémetros utilizados para curactetizar el ERG . en ‘relacién

con. la ta col 1 {resp JO), . q al. :eullznt el
lavade hay una recupera:&én de laa caracterintleaa nrlq&nalea del
ERG, lo que pone de mnnxfiesto el caracter reveraible de la

accidén del heptanol.

407




'n;éq}.f&catl\r:és con respectoa

Fen 1;~Aen'pue';;’ta 3010 qua_ implica’que

.2 REGISTROS INTRACELULARES

B SRS ueir un' el do intracelular ‘en 1la célula

zefinula:_ ee observa una brusca cafda de potencial de =30 mV .

_M;:%_ﬂ\" ad Y que P al ial de b de la
célula. Si ‘en estas condiciones se aplica un destello luminoso se
registra un potencial de receptor (PR) el cual consta de dos
fases: una despolarizaci6én répida, transitoria, cuya magnitud
pareca depender de la inteneidad del estimulo, seguida por una
despolarizacisn lenta, Bostenida, la cual se ha asociado con la
duracién del estimulo lumlnoaé. Por 1lo general se les designa
como fases transitoria y estable, respectivamente. La figura 13
muestra un registro tipico del PR tal y como se obtenia al inicio

de los experimentos.

5.2.1 EXPERIMENTOS TESTIGQ DEL POTENCIAL DE RECEPTOR {PR)

En:la_figura 314 se “muestra los trazos 10, 20 y 30 de un

experimento tlhiéo en’donde se obderva 'que la fase transitoria no

sufre: éamb;és‘_ a

segundo cambio’da’8Slucién




100ms

Flgu:a 13 clcha de: un pot n:ial du zeceptor en una

,célula retinular ‘del a:ccn. Nétese 1a dx!ezencla de amplitud

entre las faaes trnnnitoru y estable.

a2




la faue trlnutotia, la !ase



].oa valnres porcentualizados H

paramet:os medldos nbtenidos .del -

'xpetimantos. Se pueda . observar:que en.lo

alores “de: 1a7 ‘fase  transitoria,

comparar cadn u
cuma la respuea
utilizados anluyendo
reﬂpuaacas nﬁmex‘o 207
ié6n

a‘ £ase tranuitotla, la fase eacable y La

al’cé‘hol‘, y daapués de realizar el lavado de 1la ptaparaclén. La

§ tébla 4 uestra ].ns valores porcentualizados para cada uno de-los

‘pat&metroa’ medldou obtenidos del promedio de todos los

'expe: imen}:os o
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DURACION DE LA
RESPUESTA (%)

ANBITORIA (FT) FASE ESTABLE (FE)
(%) (%)

Rlb R20 R30 | RIO R20 R30 |RIO R20 R30

100 896.73 B89.6€5{100 96.39 90.07]/100 10..56 95.82

PROPANOL
s 100 93.20 83.59 [100 93.13 83.89 {100 9177 92.98

‘PENTANOL . .
: 100 98.40 84.39/ 100 100.75 86.92 | 100 B6.1l 87.62
HEXANOL

100  31.64 71.03{100 3I.14 74.0l [ 100 4I.65 B86.46
HEPTANOL

100 25.98 58.67{100 26.92 6i.06] |00 58.9] €68.00

Tabla 4.’ Vayl‘zi:re Lestas 10, 20 'y 30
‘de ‘¢ada 'unn"kde aracterizar .el PR
obytenid"ga de to SR :




“TRATAMIENTO

FASE TRANBITORIA(FT)

VALORES PROMEDIO

FASE ESTABLE (FE)
VALORES PROMEDIO

DURAC, DE LA RESP,
VALORES PROMEDIO

R20 R30 R20 R30 R20 R30
TESTISO 96.72 89.69 | 96.39 90.06 | 101.86 95.82
PROPANOL 93.19 83.89 935.12 | 83.88 | 91,76 | 92.98
PENTANOL 968.40 | 84.39 [100.74 66.92 | 86.11 87.62
WEXANOL s1.e4%| 7i.03 | 31.14% | 74.01 49.00%| 86.45
MEPTANOL £5.97%| 70.73 | 26.92x | €1.08 65.00%| 84,99

Tabla 5. Valores promedio obtenidos por la prueba de Scheffé de

las 'renpueutasio y /30 de cada ‘\ina‘ de los pardmetros medidos para

caracterizar’ el Pﬁ. coellcleﬁ:e de ﬁrobabilldad menor de 0.05 (p<

"o, 05). . leerem:iaa estadisticamente aLgnL{iut_i\ma con. relacién

al. tzntmien:o teatiqo




“Se muestrn lua

xperimento tipico. ‘de. PR que
al pe:l.odo de prueba.. {(--).
. e aebrepone con el periodo
periodo denpues del 1lavado (-.=),
regur.:o del PR en presencia de l-propanol
fno. muear.ra cambios significativos con

reapuenta 10} o al PR después del lavado




k5 ae’ muent:a las c:a:on 10, 20 Y 30 de un

exps:l.mem:c t:[pi.co an dond e cbserva que: con 1n apucacién de

pantu_nol,ucu:rlé 1o mismo que “con el “propancl ya: ‘que ' la fase
transitoria, ‘la: !aaa aatnbla y la duracién: se vieron muy poco -
 afectadas ‘por-é1 -yial’ zenli:a: el lavado- tampoco hubo cambio en
estos trea: pafomaeroa., En:la tabla .4. se n\uest:ap. los " valores
porcéntualizados pu:a cada ='uno dg l.os‘ paf&meitﬁﬂ medidos
obtenidos ‘del pramedlo de-" tndos loa exparimentos. Se pueda

observar que - como. ccnsecuenciﬂ de la aplicacién del pentanol la

fase t ansitoria se redujo en un 2% con’ “reapecto-a “los  valore
control y al reallzar el lavadeo disminuy6 mis hasta aluanza;}un’“
valor del 84% con respecto ‘a los valores control (respuesta 10)
En io que se refiere a la fase estable este alcohol: no: tuvo
efé:to alguno saobre este pardmetro (respuesta 20) ‘aun;;ua‘al ,’
realizar el lavado se observé un decremento de los valores haéca“"
alcanzar un 86% . (respuesta 30) con respecto a los valqi‘es'
control. En cuanto a la duracién se observé una reduccién. de
manera gradual hasta en un 15% en la respuesta 20, y asi ee

mantuvo durante todo el tlempo del experimento.
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ntanol “sobre .el; PR ‘Se. muestra los. '
{ eiﬁgzirﬁenio “tipico :

‘a1 'l’_!i 'cl:ornt:fol'
ta 30)..

T



ransicoria y la fase eatnhle, en. la

los

glgnLELcat Lvas -nt:ra

ubo di.fergncius

“.de medidos

de“ todos  1da experimentos. Se puedae

los ' par&metros

o qué\se refiere a los valores de la fase

:rnnsltorta y . de’ é fﬁsu estable, al agregar el alcohol hubo un

notable des:anso gtadual de un 70% con respecto a los valores de

‘el valnr ‘de la trol en -la resp
se :eﬁ.e:e a’ la duracién, al agregar: el nlcohol se haervé -una

duracién de la respuesta 20,A ul

entre los testigos y  los:

ieron en la

tiene un efecto reversible e




Figura 17. Efecto del l—hexan_al.‘nobre 'al‘ PR, Se muestra los
trazos 10, 20 y 30 .de ‘un‘: cxp;rhnento tipico. de PR que
corresponden al perl’odu control:{~), 8l periodo de prueba (~-) y
al periodo despué&s del lavado {-.-), respectivamente. El registro
del PR en ptenen:&‘a de 1-hexanol (3 mM) (respuesta 20) muestra

una clara  disminucién ,vde los = parSmetros utilizados para

caracterizarlo en relacién con 1la a {resp
10) aunque al realxzar el 1avado eacoa par&metros se recuperan y
Bus catacteristicaa son muy limnares a las que presenta el

control (:espueata 30).




(F;r,” FE Y duracién) sst&n consldnrablemsnts ds.sminuidoa en’,

:exacién con-la xespueaca com:rol como resultado de 1a upllcaclén

dal heptannl. M. hnce:se ‘el lavado del - alcnho]. Y tag:eaar ia

& raapussta 30,"una ‘- clara: k’ﬁn de los 1

: axparimeacos. En lo que se raue:a a las

respuesta 20 ya que en ésta alcanzaron el 254 dal”

. respuesta control. Una vez removido el alcohol sg’ ,gha‘i?}:'é, una

recuperacién igualmente dual haata la , - 30-

ésta s6lo alcanzé el 60% de los valores cchtiol. por ‘lo qué' Be
refiere a la duracién, el alcohol produjo una reduccién’ gradual

hasta un 40%v de los valores control y al realizar:al - lﬂvad‘n‘

una i6n que la llevs a al » apri B

el 68tde los valores control. i
El andlisis estadistico que se emple& (tabl(a 5) inostré que .

los tres del p ial de = did en la

respuesta 20 de las preparaciones puestas en hepcanal, difitleron
en forma significativa comparados con los valores . da» los

parémetros del experimento testigo en la respuesta 20. No Bucadeb

lo mismo cuando los mismos parimetros se miden en  la :espuea:a_

30, es decir, después del lavado, ya que en . este caao. loa‘

valores que muestran son practicamente iguales si la b;abaﬂr:a:i.@:’i
recibié heptanol © Bi se mantuvo todo el tiempo 9!;», éolhci@g,
salina. Es evidente que estos hechos tienen su explicacién "gnkun'a-r

accién reversible del heptanol sobre las caru'é”terigticas

fundamentales del potencial de receptor.
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Figura 18. .Efecto del 1-heptanol ‘sobre el PR. se muestra lt;s

trazos 10, .20 .y 30 de. un experimehto tipico de PR que
corresponden ‘al periodo control (-), al periodo de prueba (-~) y
al periodo dee‘p‘uél del lavado {-.-), respectivamente. '21 registro
del PR en presencia del 1-heptanol (1 mM) (respuesta 20) muestra

una clara disminucién de los tres par&metros que se entén

midiendo en relaci6n con la control (resp 10), Una
vez realizado el lavado el PR recupera sus caracteristicas
iniciales lo que pone de manifiesto el car&cter reversible de la

accidén del heptanol sobre el PR.
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ran vsrledad de tratamientos que lncluyen a!. dafo
el matabollamu:

o l;l efacto . deaacoplant ) ;

de ).a unlén comunk:anta. Sin emhargo debe'seﬁnlu:aa que la ¢
aplicacién de algunas suatunci.as eléctricaments neut:aa co
alcanoles 'y ' otros tipos . da " anestésicos tau\bian
deaacoplm&antc de las unLonea cemunlcnntea an qua' se}conozca"

cudl es el mecanismo por medio del que actGan. ; :
El registro extracelular de 1a :eapueatn eléctrl.ca a’la. luz’®
(electrorretinograma, ERG) ‘de - los £otorracep;o=en “visuales “del
acocil que empleamos en la' primera’ parte experlmantél de ,estar
trabajo, muestra algunas ventajas que vale: la'ﬁena‘ destacar. En
efecto, junto con la facilidad de su obtencién desde el punto de
vista técnico, el registro del. ERG tiene  la - ventaja de
proporcionar informacién directa acerca del efecto que ejerce la
maniobra experimental que Be lleve. & cabo sobre las células
fotorreceptoras del ojo del acocil ya que depende de 1la
activacién de ellas, ain particlpacién alguna de otras

estructuras del ojo. Aunque en otras especies de artrSpodos Be ha

encontrado que el ERG depende de los es y de otras
estructuras neurales {Parker, 1932) no es el caso del acocil
{Naka y Kuwabara, 1959). Las dos componentes del ERG del acocil,
las llamadas HI y HII, son el resultado de la activacién de los
rabdomos y de 1las células retinulares, respectivmente (Naka y
Kuwabara, 1959).

El ERG @8 un potancs.ai de campo que resulta de la activacién
simultinea del conjunto de. c6lulam. fotorreceptoras que forman
parte del ojo del acocuy es dscit, de la’suma de- los potenclalea
de receptor (PR) de cadn una de las células estimuladas por la

luz. Entonces, las caracterist;caa dB amplitud y duracién del ERG
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o1 ompleo

’Ehconcaa .

os; fotorreceptores

iimportantes en torno

se encuentran en los

‘eéspecies de invertebrados. Es una

P'.l'), cuya amplitud mantiene una relacién

aspola:Lzan:lén sostenida, la fase estable (FE),

_l_u repolarizacién. Las caracteriaticas del PR
i6n.del estfmulo, del estado de adaptacién a

; ndcutidad y de.la disponibilidad de algunos lones
acelula:ea (Naka y Kuwabara, 1959; Eguchi, 1965;
R L E 1968; Mu;l.!.n:, 1973; Stieve y clapen-m.nks, 1980;
-_YF(usn't:a‘s-,-Pa:do‘y cols., -1984; Cummins y Goldsmith, 1986; Picones'y. -

’Afé:hivg'a', '15990; Hern&ndez-Faleén y Fuentes-Pardo, 1991). No se

conoce’ ‘nada™"acerca’ “de " los * mecanismos ~ inherentes i a‘“Fla

repolu:izacibn.
La entrada del electrodo a la célula pone de manlfieuto un
cambi.o brusco. en. el  trazo oacnograflca que makca dnn
. despolarizaclén alrededor de los -30 mV aproximadamente la <‘:ual,

corr al p ial de membrana de las célulams retinulares.

La amplitud de las respuestas que se registraron para este
trabajo se encuentra entre los B y los 10 mV, la duraci6n de los
trazos registrados fue de 400 ms aun cuando la duracién de las

respuestas generalmente era mayor a este tiempo; en los trazos
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ob:-efactos 'de iou

: : para‘-analizar--
. Aican}élesiake dlaanﬁ. para obtener. una ccn;!iclén inicial en la que
>17a constancia en la amplitud y en la duracién del ERG asegurara
lﬁ vLaiﬂ.;idad de la preparacién. La técnica de perfusibn permitié
“la difusién del alcanol desde la base del tallo ocular hasta la
reglén fotorreceptora y el lavado con la solucién de VH al cabo
de treinta minutos. Asi, cada preparacién era su propio control.
La llegada del alcohol desde la base del tallo ocular aseguraba
que sus acciones se efectuarfan sobre la mayor parte de las
células retinulares.

La amplitud y la duracién de un potencial de campo dependen
de la suma en el espacio y en el tiempo de los cambios de voltaje
de los elementos celulares que en &l participan. Por ejemplo, la
descarga simult&nea de grandes grupos de neurcnas produce la
sincronizacién del electroencefalograma (el ritmo« ); la descarga
de grupos de neuronas activadas durante la epilepsia produce una
desincronizacién gque reduce en forma importante tanto el voltaje
como la duracién de lae ondas ragistradas (el llamado ritmo p);
la amplitud- y la duracién de un electrograma de superficie de
miocardio dependen del acoplamiento entre las células que
componen el tejido, de tal manera que un aumento en la
resistencia de unién (Rj) entre las uniones comunicantes tedu;:e
ambas, la amplitud y la duracién del electrograma (Spear y cols.,
1990) .

El ERG del acocil resulta de la respuesta sincrénica de las
células fotorreceptoras. La amplitud y las componentes del trazo
dependen de la posicién del electrodo y del nimerc y la sincronia
en la descarga de las células retinulares. Como cada registro que

se realizd presenté las dos componentes del ERG (la HI y ‘la HII)
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qﬁolga : 'emg;laados .

géistzoi y- - una. iluminacidn’

mﬁntanq:qe cona Y1 1as" células retinulares sa encuentran i ‘:

u}nu‘r’licva’da‘a’ ; an‘t‘r‘eﬂ-» 8L’ 'mediante - uniones comunicantes, ‘' ello. o
implicarfa’ qué up:numam:o' en la amplitud y la duracién 'del ERG:
'podrlu._“ aaté: asociado con  la apértura de un mayor nGmero de

~canales:de -unién;.y el cierre de las uniones se podx'ia: auocriux::‘

;- con una reduccién en la amplitud y la duracién del ERG.

Bl propanol y el pentanol no produjeron cambios detectables

en ni de los medidos del ERG (figuras 9 y 10,
tabla 2). Los alcoholes de cadena corta (entre 1 y 5 cuibonon)
producen cambios de tipo inespecifico sobre la mayorfia de las
células eatudladas (Spray y Bennet, 1985); estos efectos, que

L] de la racién empleada, se han asociado con la

d i6n de celulares y son irraversibles en el

corto plazo. La falta de efecto en

experimentos nos permite aseverar que las concentracicnes
empleadas no produjeron dafios en las membranas celulares de las
células :a'tlnulax:es ni tampoco modificaron 1la organizacién

funcional del tallo ocular.

La adicién de . he; 1 o de hept 1 redujo en forma
importante la amplitud y la duraci6én de la respuesta. El origen
de estos efectom se puede ubicar dentro de la retinula o scobre
alguna de las eatructuras del tallo ocular. En el primer caso, la
reduccién en la respuenta podria deberse al blogqueo de las
postuladas uniones comunicantes entre las células ratinulares de

" una misma omatidia (Muller, 1973); el desacoplamiento de eatas
uniones implicaria un incremento en la resistencia entre ellas y,
por tanto, una disminucién en la amplitud y en la duracién del
potencial de campo registrado. En fibras ventriculares de perro,
el heptanol aumenta la resistencia transvereal, la resistencia
longitudinal y la constante de tlempo de las membranas (Spear y
cols., 1990), lo que resulta en una diseminucién en el

electrograma de superficie de las fibras. Efectos similares del
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: .81 parecen existir uniones: de

as an bandu ‘que, juato a: u'n ~lado dsl :

155 cualea tamb.Lén pnrecen deaempeﬂar el papal de suatentadn:nn
‘de:; ln sacructura de la omatidia ‘(Roach, 1976). I-:a decir, deade el-
punt:o de vLsca anacdmico no se cuenta“ con evldenciu relacionadaa :
con al. {ntercamblo de informacién entre la células :atinulnraa n

t:ravéa de uniones comunicantes de una mlnma ‘om, tidla, J.o, que no -

lnvaudu, sin. embargo, la posibilidad.:de que 'a {reduccibn

:eve:aibla aen la amplitud y en la duracién del! ERG ol

hexanol y. con . heptanol se deban al bloqueq _da_
postuladas por Muller (1973).

Otra posibilidad, que se .discutird con mayor ampl.itud en

relacién a los registros intracelulares, reside en las accipne

que los alcanoles de cadena larga tienen dlxectmen:‘afunbr’e,

diferentes tipos de canales ifénicos membranalea. Debido u_'que lyowa,

alcoholes empleados difundieron desde la base del uub ocula.

hanta la regi6n retinular no es posible descartar gue l.aa et‘ectaa
del hexanol y del heptanol se originen de mods.ticaci.onen dLreutas

sobre otra, u otras estructuras del tallo ocular. No entl

descrita una regulacién eferente cobre las células' retinulares

del acocil; sin embargo, en algunos i ee ha l‘a‘_

presencia de comunicaci6én eléctrica entre axones de células

retinulares de una misma omatidia o de diferentes omatidiae a’
nivel de la limina ganglionar (Van Hateren, 1986).

. Dentro de estas mismas consideraciones, hay que seilalar . una
estructura de capital importancia en la regulacién de nﬁ buen’
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on 'y

1989}“,Heén:y'¢ul.a.", 19§0). De 1as hormonas liberadas por;
gléndula isinusal, la di del_ pi distal " (HDPD) -

qvé el pigmento distal hacla la posiclén de adaptaci6n a la luz
reduce™ la’ magnitud “del -ERG. (Kleinholz, .1966; Moreno-sSienz.y

_cola., 1987). En-el tallo ocular aislado los pigmentos kxetihianos

“accesorlos muestran poca capacidad para migrar (SSnchez y
F(:entea-?ardo, 1977) por lo que los efectos producidos por el

h 1 y el heptanol no se p atribuir a cambios en la

posicién del pigmento retiniano distal. Sin embargo, Bl estos
alcoholes al bloquear la uniones comunicantes de 1la gléndula
slnusal incrementan la liberacién de HDPD, la magnitud del ERG,
asl como.- au duracién, se: reducirfan por accién diracta de la
" hormona sobre las células retinulares {Hernfndez-Falcén y cols.,
1987).

6.2 EFECTO .DB_ LOS . ALCANOLES SOBRE EL PR

. Las  caracteristicas de los PR regi

e
- dentro .de lo reportado por diversos autores (Eguchi, 1965;
Fuentes-Pardo y cols. 1984). El método de estudio fue equivalente
A T al- empleado para el ERG, ea decir, 30 minutos en solucién VH, 30
minutos mds en la solucién con alcanol y un minimo de 30 minutos

més después del lavado con solucién VH.

De lan dos componentes del PR de las células retinulares, la
fase tr b la (FT) d ina la amplitud de la respuesta y la

fase estable (FE) la duracién de la misma. Por tanto, la PT esté
relacionada con la intensidad del estfmulo, mientras que la FE lo
estd con la duracién del miemo. La amplitud y la duracién de las
fases del PR se modifican en funcién del estado de adaptacién a
la luz o a la oscuridad a la que se haya sometido a los

fotorreceptores. La iluminacién de la célula retinular reduce el
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da cncho H.enen efectos opuoucou n !.os que

pzaaencln de luz; es decir,’ anrementan 1a ampll ud:yila :
del PR" (Lisman .y cols., 1975; Bader"y: cols., 1976; Payns.u
15867 &nd alcén y Fuent d 1991). :
La adicién de propanel ° da pentano;

- alguno asobre el PR tegut:ado, 10" cifal” indl.ca, I

].ns concentraclunaa emplendaa no, hubo daﬂ'

| reversibilidad * de

la: acelén. ’:.

- resultado de la. adicifn. de estos, do.

con los que se Vobtienen

retinularea. Es declir, hay una :aducclﬁn

dos fases del PR asil como diminucidn en 1a duraciﬁn totnl de ,1a

respuesta. El efecto es mésn ma:cado .con el haptnnol qua con al
hexanol. X E R

El bloqueo de las uniones comunicantes no modifica ‘por . Bi
mismo las caraceristicas del- poténcial de accién en los' axones
septados del acocil (Johnston y Ramén, 1980; Paracchia y Girsch,
1985), solamante reduce-la capacidad de crannmllai6n del cambio de
voltaje a través del septo. Otros blogueadores de las unicnes
comunicantes como el octancl tienen propiedades similares y
tampoco afectan en. forma sustancial los potenciales de accién ni
las velocidades de despolarizacién (Brugada y cols., 1991;
Peracchia y Girach, 1985). Por ello, eo diffcil adjudicar los
camhios encontrados en el PR al blogueo de uniones comunicantea a
niveles fuera de la retinula. Seria mis congruente asociar la
reduccidén que se observa en el PR a efectos del hexanol y del
heptanol producidos directamente sobre la membrana de la célula
retinular o sobre loas canales lénicos gque participan en la
generacién del cambio de voltaje. Hasta la fecha no se han
reportado registros con fijacién de voltaje de las c6lulas

retinulares del acocil; sin embargo, se cuenta con evidenclias
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ibl d que se ia

. membranal (Brugada y cols.,.1991). Alg
las:que se ha demostrado esta acclén:de-los nlc‘anoles;adn los.

miocitos cardliacos aislados, lag célulqa-_jcl. res, ias’ fibras ::

nerviosas mielinizadas, etcétera. Por ello a{l.‘mug’(“ prbbhble que

la reduccién en las caracteristicas . del Pl qua se observa al ..
g el 1 o el P 1 obed a l.a aceibn directa. de

estos alcoholes de cadena larga sobre los canales i6nicos de la
membrana - da la célula retinular. El supuesto bloqueo da los
canales de calcio darfa lugar a una disminucién en la entrada de
sodio y de calcio a la célula, lo que reducirfa la amplitud y la
duracién del PR. La recuperacifn observada con el lavado estaria
orientada en el mismo sentido ya gue se ha reportado que el
lavado retira casi por completo el alcohol empleado, a pesar de
que sus efectos persisten durante unos 20 minutos después del
lavado (Johnaton y Ramén, 1981).

Otra linea de interpretacién de nuestros resultados se
encuentra en las llamadas acciones inespecificas de los
alcoholes, las cuales son compartidas por otras sustanclas como
algunos aldehidos y anestéslcos. Tales acciones consisten en
cambios que se han explicade de diversas formas que incluyen
modificaciones en la fluidez de la membrana, en los potenciales

de dipolo, en la teneién superficial, en el espesor o en la
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appe:ﬂ}:u_a de membranas;

d raci.bn de las :espueacas electrnténicns. Asi, un aumani:o en 15,

Lus técnlcas més empleadaa pa:a poner e

po: aI. mlnmu y de mane:a,'

funcionales.

smple_ar.
: En. coneecuencia, recurrimos al empleo de’ auatanclna de
reconocida acclén desacoplante de las uniones comuntcunees, con

el fin de der ar su ia en los storas’ visuales
del ‘acocil. Los datos que . presentamos Lndi.can que dés de los
alcancles empleados, el h 1 y el hep Y ’1 tienen.

evidentes y reversibles sobre el ERG y e]; PR. de ‘estas células.

Nuestros. resultados apoyan dos. tipos de accién de los alcanoles

sobre las células retinulares: por un 1ado un efecto desacoplante

da las uniones a nivel de la . . omatidia, de las estructuras
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