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INTRODUCCION.

La contraccidn del misculc abductor del quelipedo
de acocil, como la mayoria de los miisculos que participan en
los movimientos de este organismo, se encuentra regulada peri
féricamente por la activacidn coordinada de vias excitadoras
e inhibidoras. Las fibras musculares son inervadas en mlti-
ples sitios solamente por dos vias nerviosas, una excitadora
y otra inhibidora. En una fibra muscular individual la inter
accidén de los potenciales sindpticos excitadores e inhibidores
determina el nivel del potencial postsindptico total y por tan

to la intensidad de la contraccidn (1,2).

Este tipo de control periférico de la contraccidn
muscular, presente en crustdceos, ha permitido el estudio de
importantes aspectos electrofisiolégicos y farmacoldgicos de
las uniones neuromusculares inhibidoras. Uno de los resulta-
dos més importantes en la investigacién-de esos aspectos, en
los sistemas neuromusculares de crustaceos, ha sido la identi
ficacidén del &cido gamma amionobutirico como transmisor quimi

co inhibidor (3,4).



1. Acido Gamma Amincbutirico (GABA)

El GABA es uno de los principales transmisores de
tipo inhibidor que se presenta en el sistema nervioso tanto
de invertebrados como de vertebrados (3,4,5). Este aminodci-
do (figura 1) fue el primer transmisor quimico inhibidor cuya
accién pudo establecerse como resultade de una serie de estu-
dios sistemdticos, que porporcionaron también un prototipo de
investigacidn adecuado para lograr el establecimiento de otras

substancias como transmisores (6).

El GABA fue encontradc en extractos de cerebro de
mamiferos come un metabolito del ciclo del &cido glutdmico
(5,6). Su papel como transmisor fue sugerido en primera ins-
tancia a partir de los resultados obtenidos al probar el efec
to de este aminodcido y un agente inhibidor, llamade substan-
cia I, encontrado en extractos de tejido nervioso de crusti-
ceos y mamiferos, sobre receptores al estiramiento del langos

tino (5,6).

A fin de lograr el establecimiento del transmisor
inhibidor del sistema nervioso de crusticeos, se examind la
accidn de diferentes fracciones, obtenidas a partir de extrac
tos de tejido nervioso de langostinos, sobre la unidn neuro-
muscular de cangrejo. Como resultado de estos trabajos, diez

substancias inhibidoras fueron aisladas (5,6). De estas el -
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GABA fue el mds potente y el {inico que se encontrd en concen-
traciones mayores en neuronas inhibidoras que en las excitado
ras. La concentracién de GABA encontrada en las neuronas in-
hibidoras fue de 10 a 200 veces mas alta que la de las neuro-
nas excitadoras (7,8). También se probd que este aminodcido
se libera de los nervios inhibidores, si estos son estimula-
dos. El contenido de GABA en la soluciéin perfundida se incre
menté marcadamente durante la estimulacién de los nervios in-
hibidores, pero no se alterd durante la estimulacién de los

nervios excitadores (9).

1.1. Metabolismo del GABA.

En la sintesis y degradacidn del GABA estin invo-
lucradas tres enzimas: La descarboxilasa del &cido glutémico,
la transaminasa GABA-glutdmico y la deshidrogenasa del aldehi

do succinico (figura 2), (4,10,11).

La descarboxilasa del &cido glutdmico sintetiza
GABA a partir del glutamato removiendo el grupo alfa-carboxi-
lo, teniendo como cofactor al fosfato de piridoxal. Esta en-
zima es inhibida por su propioc producto (GABA) a través de un
mecanismo de inhibicién competitiva. Un aspecto importante de
esta inhibicidn, es que probablemente sirve como un mecanismo
de regulacién que impide la acumulacidn selectiva de GABA en
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las neuronas inhibidoras. Cuando la concentracién del GABA
es baja en dichas neuronas, se incrementa la actividad de la
enzima para producir mds GABA (4). En cuanto a su actividad
en las neuronas inhibidoras y excitadoras, se ha demostrado

que es aproximadamente 100 veces mayor en estas {iltimas (11).

La transaminasa del GABA es la enzima encargada
de la degradacidn del aminodcido, convirtiéndolo en semialde-
hido succinico en presencia de alfa-cetoglutarato. Esta enzi
ma puede ser inhibida por altas concentraciones de GABA y de
alfa-oxoglutarato (4); se encuentra tanto en axones excitado
res como inhibidores de crustdcecs, sin embargo, en los axo-
nes inhibidores se ha detectado que tiene un 50% de mayor ac-

tividad (4,11).

Después de que el GABA ha sido convertido en semi
aldehido succinico por la transaminasa, este @ltimo es conver
tido en dcido succinico por la deshidrogenasa del aldehido- -

succinico (4).

1.2. Liberacién del GABA.

Se ha mostrado que la estimuacién de nervios inhi
bidores de la contraccidn muscular de crustdceos provoca la
liberacidén de GABA contenido en las vesiculas de las termina-
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les nerviosas. Sin embargo, la cantidad liberada, aunque vir
tualmente proporcional al nimero de estimulos aplicados, no

ha sido estimada satisfactoriamente en las diferentes prepara
ciones empleadas; dado que el transmisor es captado, en gran

parte, inmediatamente después de su liberacidn por células ve
cinas (células gliales), (5,9). La liberacidn de GABA es de-
pendiente de la concentracidén de calcio en el medio extracelu
lar; a bajas concentraciones de este catidn disminuye o es -

bloqueada completamente la liberacién del mismo (9).

Recientemente se ha propuesto que una parte del -
transmisor se libera mediante un proceso que depende de la siE
tesis del mismo. En este proceso se supone que la descarboxi
lasa del &cido alfa-glutdmico se encuentra unida a la membra-
na presindptica, por lo que una parte del GABA puede ser libe

rado inmediatamente después de ser sintetizado (5).

1.3. Accién del GABA.

Los primeros trabajos realizados con el fin de es
tudiar la inhibicién quimica de la contraccidn muscular en -
crustédceos, sugirieron que el transmisor inhibidor debia pro-
ducir la inhibicidn mecd&nica afectando el mecanismo de acople
entre los eventos de despolarizacidn membranal y la contraccidn
muscular (12). Sin embargo, los resultados de trabajos poste
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riores, no indican que el transmisor inhibidor tenga algin -
efecto sobre el acople entre el potencial de membrana y los
eventos mecdnicos (13). Al parecer diferentes firmacos, al
igual que cambios idnicos en el medio extracelular, son capa-
ces de incrementar la corriente de estimulacidn necesaria pa-
ra producir la contraccién de los miisculos en algunos crusté-

ceos.

La aplicacién de GABA, al igual que la estimula-
cidén de los nervios inhibidores, provoca un incremento en la
permeabilidad membranal para los aniones, especialmente para
el idn cloro, en las fibras musculares de crustdceos. Al au-
mentar la conductancia al cloro, este tiende a alcanzar su po
tencial de equilibrio electroquimico, el cual depende de la
concentracién del idén, tanto en el interior como en el exte-
rior de las células, siendo generalmente mis negativo que el
potencial de membrana de las células musculares. Tal hiperpo
larizacidn inhibe la generacién de potenciales de accién en

las fibras musculares, evitando asi su contraccidn (5,14).

Adem8s de la inhibicidn postsiniptica, también se
presenta en el sistema neuromuscular de crustdceos inhibicién
presindptica. En su investigacién original acerca de este fe
némeno, Dudel y Kuffler (12) observaron una notable disminu-
cidn en los potenciales postsindpticos excitadores (monosindp
ticos) en fibras musculares de patas de langosta, en respues-
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ta a la estimulacidén de una fibra inhibidora (3 ms anteé de -
estimular el nervio excitador), sin que ésta ejerciera accidén
postsindptica perceptible. Ademds observaron que el conteni-
do cuintico de transmisor en el nervio excitador era reducido

considerablemente (12).

Se ha considerado que la inhibicidn presiniptica,
en la unidén neuromuscular del langostino estd mediada quimica
mente por el GABA. En esta preparacién se observaron efectos
presindpticos inhibidores similares a los sefialados anterior-
mente, al aplicar iontoforéticamente pequefias concentraciones

de este neurocaminodcido (5,15).

En la inhibicién presindptica, el GABA al interac
tuar con la membrana del elemento presindptico induce un in-
cremento en la conductancia al idn cloro, pero a diferencia de
lo que sucede en la inhibicién postsindptica, este anién sale
del interior celular provocando una despolarizacién membranal.
Recientemente se ha sefialado que el transmisor inhibidor presi
niptico puede provocar una disminucidn en la liberacidn del -
transmisor excitador (p.e. &dcido glutdmico) al bloquear la -
conduccidn de los potenciales de accidn en las bifurcaciones

axonales (15).

A pesar de las similitudes que se observan en las
vias presindpticas y postsindpticas, existen evidencias de ti

po farmacoldgico que indican que los receptores al GABA en -



ambas, no son idénticas (15).

Por otra parte, estudios de microscopia electrdni
ca han demostrado la presente de sinapsis axo-axdnicas en pre
paraciones neuromusculares de crusticeos. En este tipo de -
contactos es muy probable que se presente el fendmeno de inhi

bicién presindptica (u).

1.4. Receptores al GABA.

Los receptores al GABA en las fibras musculares
de crusticeos estdn localizados, al parecer, en las mismas re
giones sindpticas membranales donde se encuentran los recepto
res al dcido glutdmico, el cual es considerado como el trans-
misor excitador en las sinapsisrpguromusculares de crustaceos;
sin embargo, ambos receptores son estructuralmente diferentes

‘(u). La falta de competencia entre el GABA y el Acido gluti-
mico ha sido confirmada mediante experimentos de fijacidn de
voltaje, en los que se registra la corriente iénica generada
por la aplicacidn iontoforética de ambas substancias. La apli
cacidn de GABA no altera la corriente provocada por la entra-
da del i6n sodio y generada en respuesta al &cido glutdmico -

A L

Después de establecer curvas dosis-respuesta, rela
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cionando diferentes concentraciones de GABA perfundido con los
correspondientes cambios en la conductancia por unidad de lon
gitud de la fibra Takeuchi y Takeuchi (3,4) concluyeron que -
el incremento en la conductancia membranal es linealmente pro
porcional al nlmero de receptores ocupados por el GABA. De -
ecuaciones derivadas de la cinética Michaelis-Menten, estos
investigadores calcularon que dos moléculas de GABA deben -
combinarse con un receptor a fin de producir un cambio en la
conductancia membranal. Por otra parte,:Feltz (3) a partir
de curvas dosis-respuesta similares a las sefialadas y tratan-
do de minimizar la posible desensibilizacién de los recepto-
res al transmisor inhibidor, propuso una reaccién de cuatro
moléculas de GABA por receptor, para activar sbélo uno de los
canales idnicos asociados al receptor.

Algunos agentes bloqueantes que en la membrana -
postsindptica tienen una gran afinidad por los sitios recepto
res para el GABA, pueden ser de gran utilidad para el estudio
de una gran variedad de aspectos sobre los mecanismos y proce
sos donde interviene el GABA. Dos agentes bloqueadores de es

te tipo son la picrotoxina y la bicuculina (16, 17).

2. Picrotoxina.

La picrotoxina, también conocida como coculina, -
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es una substancia no nitrogenada que puede ser extraida de -

las semillas de Anaminta coccufus. Su composicién quimica ge-

neral es C3gH34013, contiene un mol de picrotina, la cual es
farmacolégicamente inerte y un mol de picrotoximns figura 1)

(18).

La picrotoxina administrada tanto a vertebrados
como a invertebrados tiene un efecto convulsionante. Se ha
mostrado que el efecto convulsionante en crusticeos se mani-
fiesta como resultado de que esta droga bloquea la& sinapsis
neuromusculares GABA-érgicas (19,20). Existen razones para
creer que la picrotoxina no tiene efecto directo sobre el me
canismo excitador, debido a que el valor inicial de la contra
ccidén durante la estimulacién de fibras excitadoras es aproxi
madamente el mismo antes y después de la aplicacién de picro-
toxina. Cuando la droga estd presente, no hay un cambio sig-
nificativo en el valor de la contraccidn producida por esti-

mulacién de las fibras excitadoras (19).

A partir de los primeros estudios acerca del efec
to de la picrotoxina sobre el sistema inhibidor de la contrac
c¢idn muscular de crustdceos se postuld que esta droga podia -
actuar como un antagonista competitivo del GABA por combina-
cidén reversible con los sitios receptores inhibidores de la
membrana postsiniptica (20). Recientemente Shank y colabora-
dores (21) también sefialan a la picrotoxina como efectivo an-
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tagonista de tipo competitivo del GABA. No obstante, estudian
do el efecto de la picrotoxina sobre la unién neuromuscular de
crustlceos, se ha observado que este firmaco deprime la ampli
tud de los potenciales inhibidores, asi como la respuesta pro
ducida por la aplicacién de GABA, en forma no competitiva (22).
El andlisis de las curvas dosis-respuesta sugiere que esta dro
ga puede bloquear los sitios receptores impidiendo la forma-
cidn del complejo transmisor-receptor. Sin embargo, el comple
jo picrotoxina-receptor resultante, por si mismo no produce -

cambios en la conductancia membranal (22).

3. Bicuculina.

La bicuculina es un alcaloide convulsionante, que

fue aislado originalmente de extractos de Dicentra coccularia.

Su férmula quimica general es CpoHq70gN (figura 1). Fue in-
troducida como antagonista del GABA mds recientemente que la
picrotoxina y ha sido utilizada ampliamente en los filtimos -
afios. La especificidad y la naturaleza de su accibén antago-
nista no ha sido plenamente establecida, en algunos casos su
accidn parece ser mis potente y selectiva que la de la picro-

toxina, mientras que en otros es menor (18).

Los primeros reportes acerca del efecto antagonis
ta de la bicuculina sobre la accidn del GABA en el sistema -
nervioso de mamiferos y en neuronas receptoras al estiramien
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to de crusticeos, sefialan que este alcaloide, en ciertas con-

centraciones (1 X 1074 a 3 X 107%M) reduce o bloquea comple

tamente la accidn inh}bidora del neurctransmisor (23,24). De
bido a esto, se propuso a la bicuculina como un antagonista
relativamente especifico del GABA y se pensd que este antago-
nismo pedria estar confinado a los sitios receptores postsi-
nipticos (25). Aun cuando los efectos de la bicuculina pue-
den ser explicados en términos de su combinacién con el recep
tor al GABA, este alcaloide también puede afectar los proce-
sos de sintesis, liberacidn y degradacidén del aminodcido trans

misor (26 y 27).

Por otra parte, el anilisis de las curvas dosis-
respuesta, similares a las obtenidas para la picrotoxina, ha
mostrado que la bicuculina es sflo un antagonista débil de la
aceidn del GABA en las fibras musculares de algunos crusticeos
y que este antagonismo es probablemente de tipo no competiti-

vo (17,21).

En neuronas del sistema nervioso central de mami-
feros, la inhibicién producida por la aplicacidn iontoforéti-
ca de GABA, no fue reducida por la bicuculina (28). En estos
estudios se cuestiona si la bicuculina utilizada tiene real-
mente alguna actividad sobre los sistemas biolégicos, dado -
que recientemente se ha observado que este alcaloide se trans

forma en bicucina y en bicuculina metaclorada, al disolverse

14



en solucidn salina a PH neutro (29,30). La bicucina es una
substancia convulsionante poco efectiva (29), mientras que -
la bicuculina metaclorada reduce en gran medida la sensibili-

dad al GABA en neuronas corticales de mamiferos (30).

Objetivos.

La picrotoxina y la bicuculina ejercen un efecto
antagonista, cuya naturaleza y especificidad no han sido ple-
namente establecidas, sobre la accidn sindptica del GABA en
distintas preparaciones neuromusculares, tanto de invertebra-
dos, como de vertebrados (3,4). Teniendo esto en considera-
cién, se emprendid el presente estudio con el fin de estable-
cer la presencia o ausencia de similitud entre los efectos -
que ejercen la picrotoxina y la bicuculina, sobre la inhibi-
cién producida por GABA en la contraccidn del misculo abduc-

tor del quelipedo de acocil (Procambarus clarhii).

Asimismo, se plantea la evaluacién del efecto pro
ducido por la picrotoxina y por la bicuculina, en presencia y
en ausencia del GABA, sobre la contraccidn muscular; dado que
en la actualidad se ha incrementado el niimero de evidencias -
que cuestionan la especificidad del mecanismo con el cual las
dos substancias realizan su accidn antagonista sobre el GABA
(3,4). Se ha indicado que los dos alcaloides no tienen efec-
to sobre los receptores sinipticos especificos para GABA, si-

15



no que su accidén la llevan a cabo, en forma no especifica, so

bre sitios no sinipticos de la membrana postsindptica (3,4).

En base a los resultados obtenidos, también se -
pretende evaluar las ventajas que ofrece la preparacién emplea
da aqui, para el andlisis farmacolbgico de drogas antagonis-

tas y agonistas de la accidn del GABA.
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MATERIAL Y METODO.

1. Preparacién y registros.

Se utilizaron 44 quelipedos de acocil (Procambarus
clarkidi), cada uno fue separado del cuerpo del acocil cortin-
dolo cerca del plano autbénomo del organismo. Una vez separa-
do el quelipedo se cortd la punta del propodito y se conectd
al sistema de perfusidén (figura 3). A cada quelipedo se le
hizo una horadacidén en la cara interna del propodito para per

mitir el libre flujo de la perfusidn.

Los electrodos de estimulacidn fueron insertados
en una incisidn realizada en la cara interna del propodito,
cerca de la articulacidn con el dactilopodito. La punta del
dactilopodito era ligada a un transductor de tensidn y este
era conectado al sistema incriptor para llevar un registro en

papel de la actividad muscular (figura 3).

La contraccidn del miisculo abductor del quelipedo
fue evocada aplicando pulsos de corriente de duracidn y fre-
cuencia constantes (5 ms y 1 cada 4 s, respectivamente) y de

una intensidad de 12 a 14 v, (este rango se obtuvo a partir -
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de una curva voltaje-respuesta elaborada con el fin de encon-
trar el valor en el que aproximadamente el 75% de la maquina-

ria contrdctil del msculo estaba activada).

Para.evaluar el efecto producido por el GABA, la
picrotoxina y la bicuculina por si solos, sobre la respuesta
muscular, se utilizaron 12 quelipedos (4 guelipedos para cada
una de las substancias), cada uno de los cuales fue perfundi-
do con solucidn salina Van Harreveld hasta obtener una respues
ta muscular constante, a los valores de estimulacidn sefialados.
Posteriormente se perfundieron (2-4 min.) soluciones salinas
con GABA, picrotoxina y bicuculina en distintas concentracio-

nes (10-7, 10-6, 10-5, 10-4, 10-3 M) segin el caso.

Para estudiar el efecto de la picrotoxina y la bi
cuculina sobre la respuesta muscular en presencia de GABA se
utilizaron 32 quelipedos (16 quelipedos para cada farmaco).
Cada unc fue perfundido con solucidn salina Van Harreveld, al
igual que en el caso anterior, hasta que la magnitud de la res
puesta registrada se mantuvo constante. Posteriormente el que
lipedo era perfundido con una solucién salina que contenia -
GABA a una concentracién de (10-4 M) (2-4 min.), hasta que se
observaba el efecto mé&ximo de &sta, sobre la respuesta muscu-
lar; en este punto se perfundia a la preparacidn con una so-
lucién de picrotoxina o bicuculina (10-6, 10-5, 10-4, 10-3 M),
Para cada una de las diferentes concentraciones aplicadas se

utilizaron 4 gquelipedos.
18



2. Medicidn del efecto.

Terminando cada registro, se media la amplitud de

los trazos obtenidos. La amplitud promedio de los trazos pr

5]

vios (n=10) a cada aplicacién de GABA, picrotoxina y/o bicucu
lina, fue considerada como el 100% de la respuesta muscular -
bajo las condiciones de estimulacidn y amplificacidn emplea-
das.

Para expresar el efecto porcentual provocado por
cada una de las substancias en estudio, se empled la siguien-

te relacidn:

A
X = — (100)
B

A: Amplitud (mm) de cada uno de los trazos obte
nidos durante la aplicacidn de las substan-

cias en estudio.

B: Amplitud (mm) promedio (n=10) de los trazos
previos a la aplicacidn de las substancias en

estudio.

X: Valor porcentual de cada trazo.

Conociendo la amplitud porcentual de cada trazo,

antes y durante la aplicacidn de determinada concentracidén de

19



las substancias, pudo estimarse el efecto proveocado por cada
una de ellas sobre la respuesta mecidnica, obteniendo las gré—

ficas dosis-respuesta respectivas.

3. Tratamiento de datos.

Los datos referentes al efecto provbcado por las
distintas concentraciones de GABA sobre la respuesta contric-
til de la preparacidn, fueron tratados mediante un anidlisis
de varianza simple, mientras que los datos referentes al efec
to de la picrotoxina y bicuculina en ausencia y en presencia
del neurocaminocidcido, fueron respectivamente tratados utilizan

do un andlisis de varianza bifactorial.
Lo obtenido mediante las pruebas estadisticas men
cionadas, se indica en la siguiente seccidn, segiin el caso, -

empleando la notacidn que sigue a continuacidn:

F: N, F, = M.

C T

E & Valor del estadistico F, obtenido como
resultado del anilisis.

Ft: Valor del estadistico F, tomado de ta-

blas al nivel de 0.05 de confianza, -

con n y m grados de libertad.

20
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RESULTADOS

1. Relacidn entre la intensidad del estimulo y la respuesta

contrictil.

Con el fin de establecer la amplitud de la respues
ta contrdctil que se consideraria a lo largo del presente es-
tudio, se procedid a determinar la relacidn existente entre
la intensidad del estimulo y la amplitud de la contraccién -
muscular evocada. La figura 4% ilustra el registrc de la res-
puesta contrdctil del misculo abductor de un quelipedo ante
distintas intensidades de estimulacidén. Como puede observar-
se en esta figura, a estimulos de baja intensidad se activa-
ban fibras musculares de bajo umbral, que posiblemente sean
rdpidas y produzcan respuestas de pequefia amplitud. Incremen
tando la intensidad del estimulo, fibras de mayor umbral son
reclutadas, generando una respuesta muscular mds intensa, has
ta que se produce la activacidn de la totalidad de las fibras
musculares de este tipo. Es necesario notar que a intensida-
des de estimulacidn altas, se presentaba un segundo componen-
te en la fase de caida de la contraccidn, (figura 4, 16 v.);
tal componente podria corresponder a la activacidén de fibras
lentas presentes en el misculo abductor, las cuales poseen un

umbral de activacidn alto.
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La grafica de la figura 5, ilustra el porcentaje
de las respuestas contrdctiles del miisculo abductor de dife-
rentes quelipedos, ante inteﬁsidades crecientes de estimula-
cidén. Puede observarse que el estimuloc minimo necesario para
evocar una contraccién fue de 2.2 v, mientras que la intensi-
dad necesaria para activar la mayoria de las fibras fue de -

16.0 v.

El intervalo de estimulacién empleado para estu-
diar la accidn de los firmacos (12 a 14 v) evocd respuestas
del tipo de sacudida simple, que corresponden a la activacidn
de fibras musculares fasicas (figura 4) y permitié observar
los inc?ementos en la émplitud de la respuesta, que se mani-
festaron como reflejo del efecto que ejercen éstos sobre la

misma.

2. Efecto del GABA sobre la respuesta contrdctil.

La aplicacién de una solucidén salina con GABA a

una concentracién de 1074 M en el misculo abductor del queli-

pedo, produjo una considerable reduccidn en la amplitud de la
contraccidén de este msculo (figura 6A). La amplitud de la

respuesta obtenida previamente a la aplicacidn de GABA se vid
disminuida hasta aproximadamente en un 45%. El efecto sefiala

do podria deberse a que el GABA produce una reduccidn en el -
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nimero de fibras musculares activadas por el estimulec, aumen-
tando el umbral de activacidn de éstas, lo cual concuerda con
la observacidén de que este aminodcido produce una notable hi-
perpolarizacién en distintos tipos de fibras musculares de -

crustaceos (3, 4, 5).

El efecto producido por diferentes concentraciones
de GABA (10~7 a 1073 M) sobre la respuesta contrdctil de va-
rios misculos abductores, es mostrado en la gr&fica de la fi-
gura 6B. Como puede observarse en esta grafica, existe una
reduccidn considerable de la respuesta contrdctil, la cual de
pende de la dosis aplicada (Fe= 46.14, Ft= 3.080. La relacidn
obtenida (figura 6B) sigue un comportamiento que concuerda no

tablemente con lo reportado por otros investigadores (3,4,5).

Sin embargo, dadas las caracteristicas del presen
te estudio no fue posible establecer la proporcidén de molécu-
las de GABA que interactuan con los receptores postsindpticos
para producir un cambio apreciable en la contraccidn del miis-

culo.

3. Efecto de la picrotoxina y de la bicuculina sobre la res-

puesta contrictil.

En la mayoria de los estudios reportados en rela-
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cién al efecto de la picrotoxina y la bicuculina, en la unidén
neuromuscular inhibidora de crusticeos, los farmacos eran apli
cados siempre en presencia de GABA (21,22,23,24), por lo que
consideramos que el caracterizar el efecto que estos firmacos
ejercen en ausencia de GABA sobre la concentracidn del miscu-
lo, nos proporcionaria informacién importante acerca de los -

mecanismos involucrados durante la accién de los mismos.

Ambas substancias, por si solas, produjeron un in
cremento significativo (Fe= 10.68, Ft= 4.17) en la amplitud de
la respuesta contrdctil (figuras 7A, 7B). Al aplicar picro-
toxina a una concentracidn de 10~ 3M se provocd un aumento en
la respuesta contridctil de un 20% aproximadamente, mientras
que al aplicar bicuculina en la misma concentracidn se obser-
vé un aumento de aproximadamente 30%. En ambos casos después
de un breve periodo de lavado con solucidn salina, la respues

ta muscular obtenida alcanzaba los valores iniciales.

El efecto que produjeron diferentes concentracio-
nes de picrotoxina y de bicuculina sobre la respuesta muscu-
lar promedioc de varias preparaciones es mostrado en la figu-
ra 8. Todas las concentraciones utilizadas (10-7 a 10-3 M)
evocaron un aumento en la amplitud de la contraccidn siendo
mayor el efecto de la bicuculina, en todas las concentracio-

nes superiores a 10°7 M. (Fe= 35.96, Ft= 2.69).
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Figura 7. Registro de la respuesta contréctil
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do de acocil, en presencia de picro
toxina (PTX) 107> M (B) y en presen
cia de bicuculina (BIC) 1073 M (B).
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Figura 8. Efecto producido sobre la respuesta
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ferentes concentraciones de picroto
xina y bicuculina.



L, Efecto de la picrotoxina y de la bicuculina sobre la res-

puesta contrdctil en presencia de GABA.

La aplicacidn de picrotoxina, a una concentracidn
de 10-3M, inmediatamente después de que la respuesta muscular
habfa sido abatida en un 45% de su valor inicial, por efecto
del GABA (10~4M), provocaba un aumento en la respuesta del 20%
aproximadamente (figura 9A). Mientras que la aplicacidn de -
bicuculina, a la misma concentracidn y en condiciones simila-
res, provocaba un aumento de sblo el 14% en la respuesta (fi-
gura 9B). Lo anterior, nos indica la probable existencia de
mecanismos de accidn diferentes, con los cuales estos farma-

cos ejercen su efecto.

La figura 10 muestra el efecto producido por dife
rentes concentraciones de picrotoxina y bicuculina, sobre la
respuesta contrdctil de varios miisculos en presencia de GABA
10~4M, Cada una de las concentraciones empleadas (10~6a 10-3
M) de los farmacos tuvo un efecto significative (Fe= 63.94,
Ft= 3.01) sobre la respuesta muscular. En las concentracio-
nes mis altas (107 4y 1073M) la picrotoxina provoecd un aumento

mayor en la respuesta que la bicuculina (Fe= 10.17, Ft= 4.26).
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5. Comparacién de los efectos de la picrotoxina y la bicucu-

lina sobre la respuesta contrictil en ausencia y en pre-

sencia de GABA.

Con el propdsito de comparar los efectos provoca-
dos por los flrmacos bajo las dos condiciones experimentales
va indicadas, se graficaron las respuestas evocadas, tanto en
una como en otra condicibén, para una determinada concentracidn
de fdrmaco. Las relaciones obtenidas se muestran en la figu-

ra 11.

Cada punto de la grdfica representa el valor pro-
medio del efecto provocado en la respuesta contrdctil por una
determinada concentracidn de bicuculina y picrotoxina, en au-
sencia y en presencia de GABA. Las dos rectas que se obser-
van, resultan al unir los puntos correspondientes a un farmaco
y son indice del efecto que sobre el sistema provoca cada uno

de ellos.

En dicha: gra&fica la inclinacién mostrada por ca-
da una de las rectas (segmentos), con respectoc a los ejes, -
proporciona informacidn acerca de bajo cual condicidn experi-
mental, cada uno de los farmacos causa mayor efecto. Como -
puede observarse (figura 11), la recta correspondiente a la
picrotoxina, forma un &ngulo mayor de 45° (M=1.26), lo que in

dica que este fiArmaco causa un efecto mayor sobre la respues-
34



ta muscular, en presencia de GABA. La recta que corresponde
a la bicuculina, en cambioc, tiene una pendiente menor que uno
(0.56), indicando asi, que esta substancia causa mayor efecto

sobre la respuesta, en ausencia del neurocaminodcido.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

1. Relacidn entre la intensidad del estimulo y la respuesta

contractil.

La relacibdn existente entre la intensidad del es-
timulo y la amplitud de la contraccidn muscular evocada (figu
ra 5), indica que a medida que se incrementa la intensidad del
estimulo, éste es capaz de activar un niimero cada vez mayor -
de fibras musculares, lo cual produce un aumento en la magni-
tud de la contraccidn hasta alcanzar un miximo, donde la tota
lidad de las fibras musculares ha sido activada. También, se
muestra la existencia de al menos, dos grupos diferentes de
fibras musculares en el misculo abductor del quelipedo, lo -
cual es frecuente en varios misculos de crustdceos que reciben
inervacidn dual (excitadora e inhibidora) (32). A estimulos
de baja intensidad (menores de 12 v) se activa el primer gru-
po de fibras, el cual parece constituido por fibras muscula-
res fasicas, como las que se encuentran en varios miisculos ab
ductores y aductores de crustédceos; las cuales poseen un bajo
umbral y responden ripidamente a la estimulacidn eléctrica di
recta (33,34). Conforme se incrementaba la estimulacién (ma-
yor de 12 v) empezaba a observarse la aparicidn de un segundo

componente (figura 4) el cual presenta un umbral alto y una -
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fase de relajacidén prolongada. Estas caracteristicas concuer
dan con las descritas para fibras tdnicas de varios miisculos

de otros crutlceos (32, 33, 34).

Es necesario indicar que debido a las caracteris-
ticas de la respuesta muscular sefialadas y a4 las condiciones
de estimulacidn empleadas, se decidid analizar las respuestas,
evocadas por la aplicacién de distintas concentraciones de -
los férmacos, sobre la contraccidn de una poblacidn de fibras
principalmente r&pidas. Sin embargo, no se descarta la posi-
bilidad de que los alcaloides hayan ejercido alguna accidn so

bre las fibras musculares lentas.

2. Efecto del GABA sobre la respuesta contrictil.

La respuesta contrdctil de un grupo de fibras fue
considerada como un indice del nivel de excitabilidad de sus
membranas, dado que despolarizaciones supraumbrales de las -
mismas evocan respuestas contrdctiles proporcionales a su in
tensidad y duracidn, alcanzando valores miximos cuando se ac
tivan la mayoria de las fibras individuales. El nimero de fi
bras musculares activadas depende tanto de la intensidad del
estimulo, como del umbral de activacién que posee cada fibra.
Teniendo en cuenta esto, cualquier cambio en la respuesta con

tractil, bajo condiciones de estimulacién constante, se aso-
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cid con un cambio en el umbral de las fibras, interpretando
como despolarizacidn de la membrana muscular, cuando se incre
mentaba la amplitud de la respuesta y como hiperpolarizacién

cuando ésta era reducida.

La disminucién de la respuesta mecdnica que se ob
serva durante las diferentes concentraciones de GABA (figura
6B) puede asociarse con la accidn hiperpolarizante que este
aminodcido ejerce sobre la membrana muscular. Consistiendo
tal accidn en provocar un incremento en la diferencia de po-
tencial entre el valor de reposo y el umbral de activacidn de
las fibras musculares. Lo cual trae como consecuencia que al
gunas fibras musculares de la poblacidn considerada, no pue-
dan generar potenciales de accidn que disparen la actividad
mecinica de las mismas, reduciendo asi, la respuesta mecinica
global del mlsculo abductor. Lo anterior concuerda con algu-
nas observaciones previas acerca de la actividad eléctrica -
membranal de diferentes tipos de fibras musculares de crusta-
ceos, en presencia de GABA exdgeno o por la estimulacién di-
recta de vias nerviosas inhibidoras donde este aminodcido es

el neurotransmisor (13, 14).

El efecto de las diferentes concentraciones de -
GABA empleadas, sobre la contraccidén del misculo abductor,
muestra una relacién que concuerda notablemente con la repor-

tada en otros estudios, en donde se midid el efecto del amino

39



dcido sobre la conductancia membranal de fibras musculares in
dividuales de langostine (3,4). Tal similitud, permite consi
derar a la respuesta mecinica global del miisculo abductor co-
mo Gtil Indice del nivel de excitabilidad de las fibras muscu
lares y a la metodologia empleada como conveniente para ser -
utilizada en el andlisis de los efectos de diferentes firma-

cos (ya sean agonistas o antagonistas de la accidn inhibidora

de GABA).

3. Efecto de la picrotoxina y de la bicuculina sobre la res-

puesta contrictil.

Como puede observarse en la figura 8, tanto la pi
crotoxina como la bicuculina son capaces de incrementar la -
respuesta contrictil, en ausencia de GABA exdgeno. Tal efec-
to podria ser atribuido, como se ha propuestoc anteriormente,
a una accidn despolarizante de los firmacos sobre la membrana
de las fibras musculares, lo cual concuerda con los estudios
de Freeman (17), Baker et af (35) y Heyer et af(36), en donde
se muestran alteraciones en la conductancia membranal al XK*
en presencia de los fArmacos. También puede considerarse que
los dos alcaloides antagonizan la accidn inhibidora del GABA,
liberado espontdneamente por la estimulacidn indirecta de las
vias nerviosas inhibidoras, con los pulsos eléctricos emplea-

dos para producir la contraccidn muscular.
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En cuanto a la factibilidad del segundo mecanismo
propuesto para explicar el efecto de los farmacos, en ausen-
cia de GABA, pueden indicarse algunos hechos y observaciones

importantes:

i) Para que el transmisor (GABA) sea liberado de la -
terminal nerviosa inhibidora, por la estimuacidén -
eléctrica aplicada al misculo, se requiere de gran
des cantidades de corriente eléctrica (37). La can
tidad de corriente aplicada, dados los valores de
voltaje empleados, fue pequefia y la pérdida (fuga
de corriente) de la misma considerable, debido a -

la metodologia usada.

ii) La liberacidén espontidnea del transmisor, si es lo
suficientemente intensa y constante como para man-
tener hiperpolarizada la membrana muscular en for-
ma permanente, provocaria un aumento en la concen-
tracién de GABA en el medio externo a las fibras.
Entonces, la aplicacidén de bajas concentraciones -
de GABA exdgeno produciria la saturacidén de los re
ceptores postsindpticos para el aminolcido, impi-
diendo de esta forma la contraccidn muscular. Lo -

cual, como puede verse en los resultados, no ocurrid

Si la liberacidn espontinea de GABA no fuese inten
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iii)

sa y por lo tanto el nilimero de receptores postsinip
ticos ocupados fuese pequefio, se esperavia que el
efecto antagonista de la picrotoxina y de la bicu-
culina fuese relativamente pequefio, al contrario

de lo que se observd en el presente estudio.

Si se considera gque ambas substancias ejercen una

accidén antagonista del GABA, estrictamente sindpti
ca, uno esperaria en primera instancia, que tuvie-
sen un mecanismo de accidn comin y por lo tanto un
efecto similar. Sin embargo, los resultados mues-
tran lo contrario, ya que la aplicacidn de diferen
tes dosis de ambos alcaloides producen diferentes

efectos entre si (figura 8). La picrotoxina apli-

cada en concentraciones de 10™° a 103

M, causa un
aumento en la respuesta mecdnica del misculo abduc
tor, notoriamente mencr que la producida por la bi

cuculina, aplicada en las mismas concentraciones.

Teniendo como base las consideraciones y evidencias -

expresadas anteriormente, estimamos que el efecto que produ-
cen ambos alcaloides, en ausencia de GABA exdgeno sobre la -
contraccién de fibras de bajo umbral del misculo abductor del
acocil, se lleva a cabo, principalmente, mediante un mecanis-
mo no sindptico, que al parecer es de distinta naturaleza pa

ra cada uno de ellos.
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4. Efecto de la picrotoxina y de la bicuculina sobre la res-

puesta contrdctil en presencia de GABA.

La aplicacién de picrotoxina y/o bicuculina a miis
culos previamente sometidos a soluciones que contenian GABA -
en distintas concentraciones, provocd un efeclu reductor de -
la accidn del neuroaminodcido (figura 10). Las curvas dosis-
respuesta obtenidas para ambas substancias, muestran que su
accibén la ejercen mediante mecanismos de diferente naturaleza,
a diferencia de lo reportado por Takeuchi y Onodera (38). La
picrotoxina (10™4 y 1073 M) revirtis apreciablemente el abati
miento de la respuesta muscular producido por el GABA, mien-
tras que la bicuculina (en las mismas concentraciones) finica-
mente ejercid un pequefic efecto sobre la misma inhibicién de
la contraccidn. Estas observaciones concuerdan con las reali
zadas por Shank y colaboradores (21), en la unidén neuromuscu-

lar de langosta.

El efecto antagonista que ejercen los farmacos so
bre la accidn represora de la contraccidn muscular provocada

por GABA (1074

M), puede atribuirse principalmente a la accidn
no sindptica ya discutida anteriormente. Sin embargo, aun -
cuando la picrotoxina ejercid un efecto de magnitud similar,
tanto en presencia, como en ausencia del aminodcido exdgeno y

la bicuculina causd mayor efecto en ausencia del mismo (figu-

ra 11); no puede descartarse que otro mecanismo de tipo sindp
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tico este involucrado, tal come ha sido sefialado en algunos -
reportes al blogueo de sindpsis Gabaérgicas, por parte de es-
tos compuestos en neuronas de mamiferos y fibras musculares -

de crusticeos (19, 20, 21, 22, 23).

A pesar de que la metocdologfia empleada, no permi-
tid establecer claramente la existencia de dicho mecanismo si
niptico, es probable que el efecto total desarrollado por los
dos alcaloides, sobre la respuesta mecdnica del miisculo abduc

tor, involucre tanto acciones no sindpticas come sinipticas.

Estudios posteriores, en los que se analicen las
observaciones anotadas anteriormente, permitirdn el estableci
mientc preciso del tipo de mecanismo particular, por medio -
del cual ejercen su efecto cada uno de los compuestos. Esto
es particularmente importante, si tomamos en cuenta gue ambas
substancias constituyen una herramienta farmacoldgica comiin -
en el estudio de diferentes aspectos de las sindpsis, tanto -
de invertebrados como de vertebrados y su empleo supone cier-
to conocimiento acerca de sus efectos, el cual puede ser imprg
ciso, si no se considera el tipo de preparacidén en la cual fue

ron probados y en la cual serdn utilizados.

Por Qltimo, podemos mencionar las siguientes con-

clusiones:
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1)

ii)

iii)

La picrotoxina y la bicuculina incrementaron la
respuesta contrictil del msculo abductor del que
lipedo de acocil, mediante una accidén no sindpti
ca (provocando, al parecer, una inactivaefén de
los canales idnicos al K¥). Siendo mayor el efec

to de la bicuculina que el de la picrotoxina.

Ambos compuestos provocarcn un efecto reductor

de la accidn del GABA, sobre la respuesta mecdni -
ca del misculo abductor, probablemente mediante
una accidén de tipo sindptico. El efecto antago-
nista ejercido por cada uno de los firmacos, es-

td mediado por mecanismos de diferente naturaleza

Tanto la metodologia experimental empleada, como
la preparacidn del misculo abductor del quelipe-
do de acocil, resultan ser convenientes para el
andlisis farmacolbgico de compuestos que sean -

agonistas o antagonistas del GABA.
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