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INTRODUCCION 

La aplicación de la bioquímica en el sistema nervioso 

ha pr oduc i do resul tados que poco a poco se integran al 

avance general en el conocimiento de la mente. Las 

neuronas s on célul as altamente diferenciadas que han 

ofrec ido gr an cantidad de datos especificas a los estu

d i os f i sio lóg icos pero hasta muy recientemente se han 

e s t udiado sus caracte rística s bioquímicas para la expl~ 

cación molecular de l a s observaciones fisiol6gicas. 

Un problema que a trae la atención de varios grupos 

de investigac i ón es la organización subcelular que im

p l i ca la comunicación i nte rne uronal. Esta intercomuni

cación se lleva a cabo princ ipa l mente en las zonas de 

aposición membranales denominadas sinapsis. En estas 

aposiciones membranale s se obse r va es peci f ic i dad estru~ 

tural, bioquímica y funcional . En el caso mas general~ 

zado , el de la s inaps is qu ímica, en el que la funciona

lidad es unidi recciona l , l a propagación del impulso 

eléctrico en la membran a pr e sináptica tiene como conse

c uencia l a l iberac ión de c i ertos metabolitos, de los 

cuales a l gunos que s e han denominado "neurotransmiso

res " , los que di fundiendo a través del espacio que ~eP! 
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-ra las membranas (espacio intersináptico) , alcanzan la 

membrana postsináptica e interaccionan con un "sistema 

receptor". La interacción transmisor-receptor produce 

modificaciones en este sistema, siendo la m~s conocida 

y estudiada, la modificación de la permeabilidad a cíe~ 

tos iones, lo que trae como consecuencia, la alteración 

de la diferenci·a de potencial a través de la membrana 

postsin~ptica. 

No obstante existen también modificaciones de tipo 

bioqu!mico como _resultado dé esa interacción. Entre 

las modificaciones observadas a este respecto según el 

neurotransmisor y la sinapsis en juego, se encuentra la 

activación de las enzimas adenil y guanil ciclasas, cu

yo producto, AMP y GMP cíclicos, respectivamente, pue

den aumentar sus niveles de concentración como respues

ta a la estimulaci6n hormonal. 

La respuesta celular, en estos casos, es un fen6m~ 

no que invol ucra ciertas enzimas (prote!na-cinasas) que 

requi eren para su actividad de la presencia de los nu

cle6tidos cíclicos ya citados . Este tipo de mediación 

enzim~tica al est!mulo hormonal se ha observado nresen-

te en casi todos los tejidos animales estudiados. 
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En esta tesis se estudia un fenómeno metab6lico 

que es consecuencia de la actividad sináptica, cuando 

se produce estimulación eléctrica repetitiva en las 

vias aferentes a las sinapsis. El resultado metab6lico 

es la activación de una proteína cinasa, observada a 

través de la fosforilación de un sustrato protéico pre

sente en la sinapsis. Dicha estimulación de la activi

dad enzimática a más de ser selectiva a ciertas sinap

sis, se manifiesta con una latencia temporal de varios 

6rdenes de magnitud mayor que el tiempo involucrado en 

la transmisión sináptica química. 

El modelo en que se estudió esta modificación es 

el ganglio cervical superior de la rata, por ser un si~ 

tema sináptico parcialmente aislado, que presenta en mu 

chos aspectos organización similar a la existente en 

los centros nerviosos superiores, tanto estructural far 

macol6gica, y bioquímica, como fisiológicamente. 

Los resultados de este trabajo aunque preliminares 

abren nuevos horizontes en las interpretaciones bioquí

micas de los fen6menos sinápticos. 
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GENERALIDADES 

Entre los más recientes avances en la investigaci6n en 

el campo de la bioquímica celu~ar, se encuentran los co 

nocimientos obtenidos en relaci6n a la regulación de 

los procesos metab6licos. Esta regulación puede ser 

tan diversa como los mismos metabolitos, variar en fun

ción de los diferentes tipos celulares e incluso darse 

el caso de que un mismo mecanismo regulatorio desempeñe 

funciones diversas en el.is.tintos tejidos. 

En el estudio de la regulación del metabolismo ce-

1 ular se ha observado que un grupo muy importante de 

hormonas (mensajeros extracelulares, primeros mensaje

ros), no penetrando en la célula tiene su acción a ni

vel membrana!. Las hormonas que actuan en esta forma 

tienen como denominador común la activación de las enzi 

mas nucleotidil-ciclasas en esas mismas membranas. Los 

niveles intracelulares de loi nucle6tidos cíclicos, pr~ 

dueto de la acción estas enzimas son reguladas en forma 

complementaria por la enzima que los degrada, la fosfo

diesterasa. 
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De los nucle6tidos cíclicos, el adenosin 3',S'-mo

nofosfato (AMP cíclico) y el guanosin 3',S'-monofosfato 

(GMP cíclico} (uno u otro según el sistema), son conoc~ 

dos como segundos mensajeros (portadores intracelulares 

de la informaci6n hormonal} y modulan la actividad enzi 

mática de los . terceros mensajeros. Como tercer mensaj~ 

ro para el sistema del AMP cíclico hasta ahora solo se 

conocen las proteina-cinasas, que fosforilando proteí

nas específicas, que no en todos los casos han sido 

identificadas como enzimas, producen las respuestas fi

siol6gicas en el interior de las células. 

Las enzimas y metabolitos arriba descritos consti

tuyen el sistema de nucle6tidos cíclicos, que con un p~ 

co más de detalle se discuten a continuaci6n, con enfo

que especial al sistema del AMP cíclico (fig. 1). 



- 6 -

MENSAJEROS 
HORMONALES 

RECEPTORES 

ADENIL~CICLASA 

AMP CICLICO 

¿ 
PROTEINA-CINASAS 

DEPENDIENTES DE AMPc 

J J J 
PROTEINAS SUBSTRATO 

ESPECIFICAS 

' '' RESPUESTAS 
BIOLOGICAS 

fIG, l• SISTEMA DEL AMP CICLICO 



- 7 -

o 

\ 

º/'~º -o 

AMP cíclico 

FIG. 2 · 
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EL SISTEMA DEL AMP cíclico 

El AMP cíclico (fig. 2) descubi~rto por Sutherland 

(Rall et al., 1957) se ha observado ampliamente distri

buido en los tejidos animales (Sutherland and Rall 1960; 

Robison, et al., 1971) y en tejidos vegetales (Kessler 

and Levistein, 1974). 

Su f unci6n en hígado está relacionada con el meta

bolismo del glucógeno (Krebs, et al., 1966), pero es 

sintomático que sus niveles sean más elevados en cere

bro que en ningún otro órgano (Steiner, et al., 1970), 

donde por otra parte la funci6n regulatoria del metabo

lismo del gluc6geno no es tan evidente (Kakiuchi and 

Rall, 1968) . 

En la actualidad el AMP cíclico es reconocido como 

mensajero intracelular mediando la acci6n de gran cant~ 

dad de hormonas, lo que originó su calificativo de se

gundo mensajero (Sutherland and Rall, 1960; Sutherland 

et al., 1965; Robison et al., 1968). 



- 9 -

En esta situaci6n, se antoja que la formaci6n del 

AMP cíclico en cerebro sea estimulada por la acci6n de 

los neurotransmisores al interaccionar con los recepto

res de la membrana post-sináptica, como resultado de la 

transmisi6n química. 
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ADENIL CICLAS A 

La única vía de síntesis del AMP cíclico en el metabo-

lismo celular es a través de la enzima denominada ade-

nil-ciclasa, que utilizando como sustrato adenosin, 5'-

trifosfato (ATP) genera el nucle6tido cíclico y pirofo~ 

fato inorgánico. 

Adenil 

-~) 
o- ~NJlN 
o~~-o~o,J 
o-P-0- 'r---{ 

-O OH OH 
1 -o:p-o . o -

Mg .. --

Ciclas a 

o o " ,, 
HO-P- O• r• OH 

b- o-

Esta enzima en el sistema nervioso a semejanza de 

.otros tejidos, se encuentra asociada a material partic~ 

lado. En cerebro se encuentra principalmente en mate-

ria gris, y subcelularmente en membrana plasm~tica 
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(Robison, et al., 1968), asociada con sinaptosomas (De 

Robertis, et al., 1967), habiéndose descrito localizada 

preferentemente en la membrana postsináptica (Weis and 

Costa, 1968), la que conserva la actividad de adenil

ciclasa aún después de tratada con choque hiposm6tico 

(Sutherland, et al., 1962). 

Estructuralmente se considera que la enzima forma 

parte integral de la membrana, y está compuesta de dos 

subunidades: una propiamente catalftica en la parte i~ 

terior de la membrana, y la otra regulatoria que puede 

formar parte del receptor a neurotransmisor, posibleme~ 

te en la cara exterior de la membrana. 

Esta enzima no ha podido ser aislada, por su pres~ 

mible asociación a la membrana y porque en los suscesi

vos pasos de purificación, se pierde la actividad enzi

mática. En general el proceso de homogeneización del 

tejido, parece modificar estructuras esenciales, lo que 

disminuye la capacidad de respuesta de la enzima al es

timulo hormonal (Perkins and Moore, 1971). 

Las propiedades cinéticas de la adenil-ciclasa en 

cerebro parecen ser similares a las de otros tejidos, 

requiriendo para su actividad la presencia de magnesio 
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i6nico, con el que forma un complejo el ATP que le per

mite interaccionar con el sitio activo de la enzima. 

También se sugiere dependencia de calcio, pues en pre

sencia de quelantes de este i6n desaparece la actividad, 

recuperándose al agregar pequeñas cantidades de calcio 

(Bradham, 1972). 

La influencia de hormonas, fármacos y otros iones 

sobre la actividad de esta enzima en el sistema nervio

so ocupa en la actualidad. un campo muy amplio de la li

teratura especializada, por lo que no será descrita en 

este trabajo. Para revisiones sobre este tema consul

tar Drumond (1973) y Bay6n, et al., (1973) entre otros. 

Sin embargo, es necesario citar que existen anteceden

tes de activaci6n de la adenil-ciclasa en rebanadas de 

corteza cerebral por estimulación eléctrica, aunque la 

respuesta esté mediada probablemente por neurotransmis~ 

res que sean en realidad quienes estimulan dicha adenil 

-ciclasa (Kakiuchi; et al., 1969). 



FOSFODIESTERASA 

La adenos1n 3' ,S'-fosfodiesterasa o simplemente fosfo-

diesterasa es la enzima que inactiva al AMP cíclico, h~ 

drolizándolo a adenosín S'-monofosfato, por lo que s~ 

pape l es comp lementario a la adenil-ciclasa en la regu-

laci6n de los niveles celulares de AMP cíclico. 

HH2 

... ~( ... \\. 
~ ,k } 

H M 

r~ 
. O:~ -o OH 

o 

Fosfodiesterasa 

Mg .. -- + 

Reportada por primera vez por Sutherland y Rall 

(1958), se ha encontrado ampliamente distribuida en la 

naturaleza, pero no ha recibido la atención que la ade-

nil-ciclasa. A semejanza de esta enzima su actividad 

especifica es mucho mayor en sistema nervioso (Butcher 

and Sutherland, 1962). 

Su actividad se ha observado distribuida subcelu-

larmente tanto en forma soluble como particulada, pero 
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concentrada pre f erentemente en terminales nerviosas {De 

Robertis, et al., 1967) . Esta actividad probablemente 

sea deb ida a más de una enzima. Su presencia en forma 

soluble ha sido supuesta como artefacto debido a que 

después de practicar choque hiposmotico a estas membra-

nas, gran parte de .la actividad posiblemente se trans

fiere a la forma soluble. En todo caso la actividad es 

pecífica de fosfodiesterasa es 100 veces mayor q ue la 

observada para adenil ciclasa en su estado basal. La 

enzima requiere para su actividad la presencia de Mn++ 

6 
++ . 

Mg (De Robertis, et al., 1967). 

Kakiuchi, et al. (1971) han separado en sepharosa 

6B, dos actividades de fosfodiesterasa con diferentes 

requerimentos de iones y diferentes afinidades por nu-

cleót idos cícl i cos (principalmente AMP y GMP cíclicos). 

No se ha demostrado ningún control hormonal sobre 

esta enzima, pero sí en cambio se ha demostrado en cor-

teza cerebral de rata que la enzima es fuertemente inhi 

bida por nucleotidil trifosf atos y pirofosf ato inorgán~ 

co, lo que implica una relación de dependencia estrecha 

con la actividad de la adenil-ciclasa (Cheung, 1969, 

1971). 
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PROTEINA-CINASAS DEPENDIENTES DE NUCLEOTIDOS CICLICOS. 

Las proteina-cinasas son enzimas cuya funci6n reg~ 

latoria fue demostrada en los trabajos de Krebs y cola-

boradores en la glucogen6lisis de músculo esquelético 

de conejo. En estos trabajos se observ6 que en el hom~ 

genado de músculo en presencia de Mg++ y ATP, el AMP cf 

clico estimulaba la fosforilaci6n de una proteína espe

cífica que a trav's de una serie de reacciones en casca 

da logra un fino control en la síntesis y degradaci6n 

del glucógeno*. A esta enzima regulatoria primera de 

su especie reportada, se le denomin6 proteína-cinasa 

por demostrar afinidad a casi todos los sustratos pro-

téicos ensayados (Walsh, et al., 1968). 

Examinando el mecanismo de regulación de la activ~ 

dad de estas proteina-cinasas en su dependencia por AMP 

cíclico, se observó que dichas enzimas están constitui-

das por dos subunidades distintas, una catalítica y la 

otra regulatoria. Ambas subunidades constituyen una 

* Para revisión sobre estos trabaJOS se puede consul-

tar Krebs, 1972 y Greengard and Kuo, 1970. 
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holoenzima inactiva, que se disocia al ligarse en forma 

específica el nucleótido c!clico a la fracción regulat~ 

ria liberando la subunidad catal!tica ahora activa, se-

gún la reacci6n: 

e - R + ~MPc -- e + R - AMPc 
Complejo Subunidad Sub unidad 
Inactivo Catal!tica Regulatoria 

Activa Unida a AMPc 

La actividad de las proteina-cinasas consiste en 

la transferencia del fosfato de la posici6n gamma del 

ATP a una proteina sustrato : 

Proteína - Cinasa 

Proteína + n ATP Proteína-(HPO:) + nADP 
n 

Después del descubrimiento de la proteina-cinasa 

dependiente de AMP cíclico en la fracción soluble de 

músculo esquelético, se ha observado la presencia de en 

zimas similares en gran cantidad de tejidos animales de 

varios phila (Kuo and Greengard, 1969a, 1969b; Kuo 
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et al., 1970: Weller and Rodnight, 1970). También se 

ha reportado la existencia de proteina-cinasas depen

dientes de GMP c!clico en diversos tejidos, sobre todo 

en artrópodos, pero tambi~n en animales superiores y en 

sistema nervioso central de estos (Kuo and Greengard, 

1970; Kuo et .al., 1971). 

Esta amplia distribuci6n de proteina-cinasas depe~ 

dientes de nucle6tidos c!clicos permitió a Greengard y 

sus colaboradores proponer que la amplia variedad de 

efectos del AMP ciclico (y en su caso la del GMP cicli

co) siempre se encuentra mediada por la estirnulaci6n de 

proteina-cinasas especificas (Teoria del tercer rnensaj~ 

ro. Kuo and Greengard 1969a, 1969b: Greengard and Kuo 

1970). 
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PROPIEDADES DE LAS PROTEINA-CINASAS DEPENDIENTES DE 

AMP-c1clico EN SISTEMA NERVIOSO 

Miyamoto y colaboradores (1969a, b) purificaron de cer~ 

bro de bovino una prote1na-cinasa dependiente de AMP cf 

clico.. Esta cinasa obtenida de la fracción soluble del 

homogenado de corteza se purificó 270 veces en una la-

bor muy extensa que incluye precipitación, fracciona-

miento por cromatograf1a ~n celulosa y enfocamiento is~ 

eléctrico en geles. La enzima purificada por este mét~ 

do incrementa su actividad especifica 20 veces en pre-

sencia de AMP c1clico en una concentración 5 µM. 

Sin embargo, se ha observado que la actividad de 

protei na-cinasa dependiente de AMP cíclico se encuentra 

en fo r ma mucho mas significativa asociada a material 

part i culado con una distribución subcelular similar a 

la ante s observada para adenil- ciclasa y fosfodiestera-

s a (Wel ler and Rodnight, 1970, 1973b; Maeno, et al., 

1971 ) . 

La actividad de cinasa asociada a fracciones part1 
._, 

culadas se encontró presente en casi todo el material 

homogenado de cerebro, ·con muy baja actividad en nucleos 
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y en mitocondrias purificados. La actividad mas impor

tante de esta enzima asociada a material particulado se 

encontró en subfracciones de . baja densidad (sinaptoso

mas y membranas microsomales) sin desprenderse de estas 

aGn después de tratamiento en soluciones de alta fuerza 

iónica 6 por congelamiento (Maeno, et al., 1971). 



- 20 -

SUBSTRATO DE PROTEINA-CINASAS DEPENDIENTES DE AMP c!clico 

EN SISTEMA NERVIOSO 

La identificaci6n del substrato de las proteina-cinasas 

puede contribuir en forma muy importante al conocimien

to del mecanismo de acci6n del AMP cíclico en cerebro, 

puesto que en dicho tejido la actividad de proteina-ci

nasa es alta y como se mencion6,no existe en forma sig

nificativa la regulaci6n del metabolismo del glucógeno. 

Así encontr~ndose el sistema de AMP cíclico en cerebro 

asociado casi en su totalidad a membranas sinápticas, 

es de esperarse que desempeñe alguna otra funci6n, rela 

cionada con estas estructuras. 

Las proteina- cinasas han sido tratadas de inespecf 

ficas por ser efectivas en la fosforilación de gran paE_ 

te de las proteínas e x6genas ensayadas, lo que ha condu 

cido a resultados confusos. En los ensayos de las pro-

teina-cinasas sobre proteínas ex6genas se ha observado 

que los mejores substratos son histonas, mezcla de his

tonas, caseina y protamina, esto es proteínas b~sicas 

(Miyamoto, et al., 1969b, 1971; Kuoet al., 1970; 

Weller and Rodnight, 1970). 
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Por su afinidad a las histonas, se pretendi6 que 

fueran estas el sustrato intracelular de las proteína

cinasas pero en la célula las histonas se encuentran lo 

calizadas en el interior del núcleo, alejadas de las ci 

nasas, lo que ha inducido a buscar otro tipo de sustra

tos naturales. 

El primer trabajo que estudia la presencia de un 

sustrato endógeno fosf orilado por la acción de proteína 

- cinasas dependientes de AMP cíclico en cerebro lo rea 

lizaron Weller y Rodnight (1970), encontrando que el 

sustrato endógeno es capaz de aceptar la fosforilación 

tan eficientemente como los sustratos exógenos ensaya

dos. Para estudiar el grupo aceptar de la fosforila

ción practican la hidrólisis de las proteínas fosforil~ 

das, de donde obtienen como resultado final incorpora

ción principalmente a serina de las proteínas fosforil~ 

das estudiadas (Trevor and Rodnight, 1965; Janes and 

Rodnight, 1971). Mas recientemente se ha analizado la 

capacidad de cada una de las fracciones subcelulares de 

cerebro, para servir como sustrato de estas cinasas y 

se ha observado un marcado paralaje de la distribución 

del sustrato protéico con la distrioución de las pro

te!na-cinasas. En el análisis de la capacidad de 
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transferir el fosfato de la posici6n y del ATP a pro

teinas end6genas por estimulaci6n con AMP cíclico, re

sulta que el 70% de los aceptores fueron residuos seri

na Y 11 % residuos treonina (Johns~n, et al., 1971, 1972). 

En un trabajo reciente, Ueda, et al. (1973) utili

zando fosfato radiactivo han intentado aislar las pr o

teínas substratos que han sido fosforiladas. Disolvien 

do dicha3 proteínas membranales en detergentes para lu~ 

go separarlas en geles de acrilamida, e identificarlas 

por autoradiografía. Por es.te método dichos autores ob 

tuvieron incorporación de marca en dos bandas proteicas 

de pesos moleculares 86,000 y 46,000. En ambos casos 

la fosforilaci6n se efectúa principalmente en los h i dr6 

xilos de los residuos de serina constituyentes de las 

cadenas pept1dicas de l as prote1nas. 

Weller y Rodnight ( 1971) demuestran en un sistema 

.membrana! libre de células, que existe un recambio len

to del fosfato unido a proteínas de terminales nervio

sas como consecuencia de la actividad de proteína-cina

sa y proteína fosfatasa. Las proteínas sustrato tienen 

un porcentaje de grupos hidr6xilo libres de fosforila

ci6n en este equilibrio de actividades enzim!ticas. 



- 23 -

Para estudiar el estado basal de fosforilaci6n de 

las fosfoprote!nas membranales, Weller y Rodnight 

(1973a), confrontan la actividad de prote!na-cinasa en 

sinaptosomas (sin estimulaci6n con nucle6tidos c!cli

cos) , comparando este valor con la presencia de fosfato 

en prote!nas cuñndo dichas cinasas son inhibidas con 

sales de cobre. La diferencia de los valores observa

dos demuestran un decremento del 12% del fósforo total 

unido a prote!nas cuando se inhibe la acción de las ci

nasas. 
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FOSFOPROTEINA - FOSFATASAS EN SISTEMA NERVIOSO 

En todos los casos observados en los diferentes tejidos 

animales la presencia de proteina-cinasas dependientes 

de AMP cíclico se encuentra acompañada por enzimas cu-

ya acci6n es la hidr6lisis de grupos fosfato de las pr~ 

teínas. 

También en sistema nervioso se ha observado esta 

actividad de fosfoproteína fosfatasas cuya funci6n apa-

rente es restituir a su condici6n basal a las proteínas 

fosforiladas por las proteina-cinasas. 

Proteina - Fosfatasa 

Proteína-(HPO~) 1 + HP o: n-

La actividad de esta enzima es de esperarse impor-

tante en la regulaci6n de la magnitud y duraci6n del 

efecto del AMP cíclico . 

Se ha observado que en corteza cerebral de rata 

a diferencia de otros tejidos examinados, la actividad 
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especifica de esta enzima subcelularmente se distribuye 

en más de 50% asociada a material particulado, especia~ 

mente a fracci6n rnitocondrial cruda. Al subdividir es 

ta fracción en gradientes de sacarosa, la actividad se 

muestra concentrada en fracciones ricas en membranas si 

nápticas y baja en material rnitocondrial (Maeno and 

Greengard, 1972). 

La actividad de fosfatasa presente en forma solu

ble es debida a varias formas de esta enzima mientras 

que al parecer la asociada a membranas se debe a una so 

la enzima. Cada una de estas actividades de la frac

ción particulada y de la fracción soluble han demostra

do diferente afinidad por sustratos ex6genos. Para la 

enzima asociada a material particulado el sustrato end~ 

geno fue el mejor de los ensayos (Maeno and Greengard, 

1972). 

La enzima asociada a membranas tiene especificidad 

por las uniones ester de los residuos fosfoserina. Re

quiere magnesio para su funcionamiento y aparentemente 

no existe regulación en su actividad, aunque se ha re

portado sensibilidad a bajas concentraciones de sodio, 

potasio y algunos nucle6tidos (Weller and Rodnight, 

1971). 
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GANGLIO CERVICAL SUPERIOR 

l. Localización y Dimensiones. 

El ganglio cervical superior (GCS) es el mayor de 

la cadena ganglionar que constituye el tronco costal, 

pertenece al sistema simpático del sistema nervioso au

tónomo. Es probablemente el mayor centro de relevos si 

nápticos en el sistema nervioso perif~rico. 

En la rata .este ganglio se encuentra localizado en 

la cara interna de la carótida, inmediatamente adelante 

de la bifurcación de la arteria, a nivel de la segunda 

y tercera vertebras cervi cales. Se extiende a lo largo 

de la carótida interna én la cara interna y dorsal de 

esta, junto a los músculos paravertebrales e inmediata

mente posterior al ganglio del vago del que se puede 

distinguir fácilmente por carecer este último de rarnifi 

caciones y por ser su fibra aferente de mayor diámetro. 

Las dimensiones del GCS pueden variar mucho de un 

individuo a otro, y aún de un lado al contralateral del 

mismo individuo, pero en general mide de dos a cuatro 

milímetros de longitud y alrededor de un mil!metr~ de 
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diámetro. Su peso es de poco menos de un miligramo sin 

incluir su capsula envolvente. Su forma es lobular con 

un adelgazamiento en la parte media, lo que en algunos 

casos puede degenerar en una separaci6n originando un 

ganglio intermedio entre el cervical superior y el gan

glio estrellado. 

Es . interesante hacer notar que todas las fibras 

que llegan al GCS presentan relevos sinápticos (condi

ci6n no generalizada a todos los ganglios nerviosos). 

2. Fibras Afe rentes 

El ganglio cervical superior recibe fibras aferen

tes principalmente del tronco simpático. Esta es una 

v1a sumamente fina (aproximadamente de unos 0.08 mil!me 

tres de diámetro) , que se une al ganglio en su polo cau 

dal. Las fibras que llegan al ganglio por esta v!a pr~

vienen del ganglio estrellado (cervical medio) , donde 

pueden o n6 hacer relevos sinápticos. La longitud de 

esta v1a es de unos 20 mil!metros, y en su transcurso 

se encuentra incluida en un paquete neuro-vascular que 

contiene a la car6tida primitiva y al nervio vago. 
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3. Fibras Eferentes 

Las v1as eferentes mas importantes del GCS son: 

en su tercio caudal, la rama comunjcante cervical y el 

nervio cardiaco superior. En su tercio medio, la rami

ficación que acompaña a la carótida externa, esta v1a 

un milímetro después de su salida se subdivide y forma 

un intrincado plexo con la arteria que acompaña, esta 

ramificación es la de mayor diámetro de las eferentes 

de GCS de la rata. En su tercio rostral este ganglio 

presenta dos ramificaciones , una de ellas inmediatamen

te anastomosa lateralmente con el ganglio del vago y 

la otra que sale del polo rostral sigue a la carótida 

interna penetrando junto con ella a la caja craneana. 

Las fibras eferentes de GCS estan constituidas por los 

axones de las neuronas ganglionares. 

4. Funciones Regulatorias 

Las funciones de GCS son muy diversas y ampliamen

te estudiadas en la fisiología humana, pero en la rata 

es poca la información que existe aunque ciertas res

puestas son muy utilizadas en estudios fisiol6gicos, 
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por lo que me limitaré a presentar los aspectos más ge

nerales y en forma por demás superficial. 

Entre las funciones modulares que tienen las fi

bras eferentes del ganglio estan: 

control motor sobre el flujo sangu1neo de cere

bro, cara y cuello, produciendo vasoconstricci6n en di 

chas regiones. 

control pilomotor y sudomotor en cabeza, cara y 

cuello, produciendo contracción en músculos pilomotores 

y secreción en glándulas sudor1paras. 

control sobre el ritmo cardiaco incrementandolo. 

control en el oj o sobre el d i ámetro de la pupi

la, inervando los músculos radiales del iris en los que 

provoca contracción (midriasis) , además inerva los múscu 

los orbital, tarsal y ciliar, modificando la profundi

dad de visión. 

control sobre glándula lacrimal y glándulas na

sales en las que provoca constricción, además en glánd~ 

las salivales: submandibular, sublingual y parotidea, 

provoca salivación viscosa. 
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La inforrnaci6n anat6rnica y funcional ha sido obte

nida de las experiencias en laboratorio y de las siguie~ 

tes fuentes: a) Luco (1974) b) Dunant (1967) 

e) Volle 1972 d) Patton (1966) .• 
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PARTE EXPERIMENTAL 

MATERIAL Y METODOS 

l. Material Biológico y Anestesia. 

El material biol6gico se obtuvo de ratas hembras 

albinas (Porten - Winstar) seleccionadas de un peso en

tre 230 y 260 gramos a las que se anestesi6 por inyec

ci6n intraperitoneal de soluci6n de nembutal s6dico 

(30 mg/Kg) . Con esta dosis se logra que las ratas per

manezcan anestesiadas aproximadamente 3 horas, siendo 

la acci6n depresora ganglionar despreciable (Exley, 

1954). 

2. Disecci6n 

Después de anestesiada la rata y sujeta a una mesa 

de disección, donde se le practica una incisi6n en la 

cara ventral del cuello hasta la cabeza del esternón, 

procurando que el corte no llegue a lastimar los múscu

los superficiales. Una vez separada y sostenida la 
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piel por medio de tensores, se procede a seccionar los 

músculos esternomastoideo y esternoioideo, oblicuos y 

rectos del cuello, con lo cual queda expuesta la tra

quea que se secciona y se coloca en forma que permita 

la fácil respiración del animal. A continuación se li

ga y se corta el esófago, se seccionan los músculos pr~ 

fundos hasta la total exposición de la arteria caróti

da, desde su salida de la caja torásica hasta su pene

tración por el agujero razgado. 

En esta forma queda espuesto el paquete neurovasc~ 

lar conteniendo la car6tida, nervio vago y ganglio nodo 

so as1 como tronco y ganglio simpáticos. Con esta exp~ 

sici6n, el GCS queda en el seno de . la bifurcación de la 

carótida, de donde sube adosado a la ramificación arte

rial interna (fig. 3). 

3. Metodolog1a 

a) Electroestimulaci6n in vivo 

Para los ensayos in vivo una vez expuesto el paqu~ 

te neurovascular y menteniendo intacta la irrigaci6n 

h 1' ,,. 
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Fig. 3. Exposición de paquetes neurovasculares. 

Fig. 4. Presentación de la fibra preganqlionar. 
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sanguínea, se diseca una parte del tronco simpático en 

su porci6n más próxima al ganglio estrellado (fig. 4) 

donde se secciona para evitar influencias del sistema 

nervioso central. As! aislado el tronco, se colocan 

los electrodos de estimulaci6n procurando que estos ha

gan contacto cpn el tronco simpático y se mantengan ais 

lados del resto del paquete neurovascular y de tejido 

muscular con algodones empapados en nujol. 

Los electrodos de registro para estudio de la res

puesta preganglionar se colocan en el tronco en la re

gion proximal al GCS en condiciones similares de aisla

miento (fig.5). En el caso de registro postganglionar e~ 

te se obtiene de la rama nerviosa eferente que acompaña 

a la car6tida externa. 

b) Incubaci6n y Electroestimulaci6n in vitro 

En los ensayos in vitro se procede a disecar el 

ganglio en la siguiente forma: se seccionan en primer 

término las fibr~s postganglionares, procurando obtener 

la mayo~ iongitud de ellas, después se desprende el g~ 

glio con cuidado evitando lesionarlo, retirándolo de la 

car6tida y por tiltimo se separa el trOnéO ~réqanqli~n!f' 
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Fig. S. Colocaci6n de electrodos para registro de con
ducci6n en tronco simpático. 

Fig. 6. Escisi6n del Ganglio Cervical Superior. 
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desgarrando la envoltura del paquete neurovascular en 

sentifo c~falo-caudal y seccionando el tronco simpático 

(fig. 6) . 

Una vez aislado el ganglio con sus fibras pre y 

postg~nglionares se procede al descapsulamiento del mis 

mo bajo microscopio de disecci6n en la soluci6n de incu 

baci6n que se describirá mas adelante. La cápsula en

volventé del GCS está constituida por tejido conjuntivo 

y es necesario retirarla para . facilitar el intercambio 

de metabolitos entre el ganglio y la soluci6n de incuba 

ci6n. 

Para llevar a cabo el descapsulamiento (fig. 7) se 

sostiene el ganglio con sumo cuidado por la ramifica

ci6n de la car6tida externa en su extremo mas distal, 

sin sujetar la cápsula, mientras con un micro estilete 

en forma de garfio se engancha la cápsula y se retira 

deslizándola suavemente por la superficie del ganglio, 

en direcci6n caudal hasta desnudar de la cápsula al 

tronco preganglionar. 

Es necesario que la regi6n de la rama postganglio

nar que qued6 en contacto con las pinzas en el descap

sulamiento sea pequeña, permitiendo obtener 
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Fig. 7. Descapsulamiento del Ganglio Cervical :=:-uperio r 
para estudios in vi·tro. 

Fig. 8. Cámaras de incubaci6n mostrando electrc·dos de 
estimulaci6n ( A, 8- no d o C cátodo) , regist::::-o (ES 
electrodo de succión) y tierra (T) . 
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ilesa una regi6n suficiente para obtener registros tran 

sinápticos de esa fibra. 

La operación de descapsulamiento se realiza en la 

solución de incubación que se mantiene a temperatura ~ 

biente y saturada por burbujeo con una mezcla de oxíge

no 95% y bióxido de carbono 5%. Este descapsulamiento 

no debe tomar más de 15 segundos. 

La solución en que se descapsulan y se mantienen 

los ganglios en las cámaras de incubación es similar a 

la utilizada por Banks (1970) . Su composición milimo

lar es: 

mM 

NaCl 136.0 

KCl 5.6 

NaHC03 16.1 

NaH2Po4 5.0 

MgC12 1.2 

CaC1 2 2.2 

Glucosa 5.5 

Una soluci6n similar libre de fosfatos se utiliza 

cuando la incubaci6n se hace con fosfato marcado 
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32 ( P) , el cual se agrega posteriormente en la c~ara al 

iniciar la incubaci6n. 

4. Cámaras de Incubaci6n y Electrodos 

Los trabajos en el modelo de GCS se pretendieron 

hacer inicialmente con cámaras de incubaci6n reportadas 

con anterioridad en estudios fisiol6gicos (Banks, 1970; 

Garc1a Ramos, 1973) pero en aquellos trabajos los fines 

eran distintos. En ellos se trabaja con un solo gan-

glio, no se utilizan isótopos marcados, etc. Al utili-

zarse is6topos radioactivos es necesario reducir al mí-

nimo el volumen de la soluci6n por razones de seguridad 

y para obtener una actividad especifica elevada. 

Para la realizaci6n de los estudios del GCS in vi-

tro se diseñó un equipo que se apega a las necesidades 

de la experimentación. Dicho equipo consiste de cáma-

ras de incubaci6n con electrodos de plata fijos, adita-

mentas de control de temperatura y flujo de oxígeno, y 

un circuito semiautomático de estimulaci6n eléctrica p~ 

ra cada una de las c~aras. 

Las cámaras de incubaci6n individuales se fabrica-



- 40 -

-ron a partir de moldes de aluminio en los que se vaci6 

material pl~stico de silic6n biol6gicamente inherte (S! 

lastic RTV-E, Dow Corning). A dicho material se v,ari6 

la consistencia hasta lograr que después de la polimer! 

zaci6n catalizada, presentara suavidad suficiente para 

poder sujetar al GCS por su v!a presin~ptica sin causa~ 

le lesi6n o impedir su conducci6n, permitiendo un con

tacto directo de la fibra con los electrodos de estimu

laci6n y evitando también la formaci6n de puente salino 

entre los electrodos, lo ·que reducirla significativame~ 

te la eficiencia de estimulaci6n. 

El objeto de dichas cámaras es adem~s de fijar el 

ganglio en contacto con los electrodos, mantenerlo su

mergido en un volumen de soluci6n controlado. Con éste 

equipo la estimulaci6n y registro eléctricos, se pueden 

llevar a cabo sin necesidad de volver a manipular el 

ganglio después de su colocación inicial. 

Cada cámara (fig. 8) consta de dos . pozas, una, la p~ 

za principal con una capacidad de 250 µl donde se coloca 

la soluci6n de incubaci6n y otra mas pequeña, separada de 

la primera por una pared de Silastic de unos dos mil!me

tros. Las cámaras estan unidas por una ranura que se 
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Colocaci6n del Ganglio Cervical Superior para 
estudios in vitro. 

Fig. 10. Disposici6n de las cámaras en el bafio de incu 
baci6n. 
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abre para colocar la fibra preganglionar (fig. 9) cuyo 

extremo distal al ganglio queda en la poza menor, en la 

que se encuentra uno de los electrodos de estimulaci6n 

(ánodo), que hace contacto con la.fibra a través de so

lución salina. El otro electrodo (cátodo), se encuen

tra localizado en la parte media de la ranura, haciendo 

contacto directó con la fibra. Al cerrarse la ranura, 

la pared de silic6n excluye toda la soluci6n salina evi 

tando la formación de puente salino entre los electro

dos o entre las pozas. 

En el seno de la poza principal existe un electro

do indiferente o "tierra" común para estimulaci6n y re

gistro. Todos los electrodos penetran en el material 

plástico de silic6n viniendo de sus puntos de conexi6n 

al circuito de estimulaci6n descrito mas adelante. 

Para obtener los registros transinápticos in vitro, 

se preparó un electrodo de succión con tubo de polieti-

lene (Intramedic Tubing cal. .015") permitiendo sola-

mente la entrada a la fibra postganglionar, hasta se

llar el paso del tubo con el cuerpo del ganglio. En el 

interior. de este dueto se encuentra un electrodo, que 

hace contacto con el ganglio a través de solución sali

na, aislado del electrodo indiferente que funciona como 

•tierra• en la poza principal. 
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5. Control de Oxigenaci6n y Temperatura 

La oxigenaci6n, se regula exterior e individu 

te para cada cfunara de incubación en un baño que coü c a 

pacidad para B cámaras que permite incubar simultánea

mente B ganglios en forma individual (fig. 10). La con 

ducci6n de la mezcla gaseosa se hace a traves de un tu

bo de polietileno (Intramedic Tubing cal .. 011") desde 

el tambor de compensación de presi6n, donde se encuen

tran las válvulas de regulación de flu j o, hasta la par

te inferior de la poza mayor (f i g. 10) . 

El control de temperatura se logra a través de un 

depósito de agua que baña la part e exterior de l as cám~ 

ras. Este depósito se mantiene a l a tempe ratura de sea

da por un serpent!n de recirculaci6n de a gua caliente, 

obteniéndose un control de t emperatura e n las cámaras 

de 37ºC + 0.5°C. La variación de t empe r at ura se moni

torea por medio de un termopar conectado a un te l eterm6 

metro fabricado en el mismo C.I.E. A. en el departamento 

de Ingenier!a Eléctrica (fig. 11). 
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Detalle del equipo de regulaci6n de oxigena
ci6n, temperatura y duraci6n de trenes · de es 
timulaci6n. 

__ ..... _______ ., 
1 : ,. 
1 
1 

L----------
'------e Nn-------' 

INTERRUPTOR DE TIEMPO 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

··~·: 1 1 
L--- -- ----

RE LEVADOR CON 
INTERRUPTOR 
MANUAL. 

ESTIMULADOR 

SELECTOR DE 
DOS POLOS Y OCHO 

TIROS 

CON SALIDA AL 
CIRCUITO IMPRESO 
DE ESTIMULACION. 

Fig. 12. Diagrama del regulador semiautomático de tre
nes de est!mulo. 
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6. Dispositivos de Estimulaci6n y Registro 

La estimulaci6n se hace con un generador de pulsos 

rectangulares con controles para ~ariar la duraci6n, 

frecuencia e intensidad de dichos pulsos (Stimulator 

Model 588 Grass Instruments Co.). Este generador está 

conectado a un dispositivo electr6nico diseñado y cons

truido en nuestro laboratorio. Consta de dos relevado

res, un interruptor de tiempo variable, un selector mú~ 

tiple y un disparador manual (diagrama fig. 12). Este 

dispositivo permite regular la duración de cada tren de 

estímulos as! como seleccionar cada una de las cámaras 

de estimulaci6n a través de un circuito impreso, al que 

estan conectados los electrodos de estimulaci6n. 

Cuando se traba j ó in situ la estimulaci6n se disp~ 

r6 en forma manual a través de una unidad de aislamien

to de estimulo (Grass Model SIU 4 B) , y se usaron elec

trodos en forma de gancho, que hacen contacto fácilmen

te con el tronco simpático, mientras el resto de tejido 

permanece aislado con algodones empapados en nujol. 

El registro in situ se practic6 con electrodos si

milares a lºª ~e e§t¡mulaciOn, mientras qu@ in vitro gQ 

utiliz6 el electrodo de succi6n antes descrito. En los 



- 46 -

casos ·que se practic6 el registro electrofisiol6gico, 

tanto de la fibra como del ganglio s e opt6 por no util~ 

zar la unidad electr6nica de regulaci6n de duraci6n de 

trenes de estímulo, por interferir los relevadores ele~ 

tromagnéticamente con la señal en el equipo de regis

tro. 

La señal obtenida en los electrodos, se amplifica 

en un preamplif icador y un amplificador acoplados por 

capacidad (Grass Model P9 AC) y luego es conducida a un 

osciloscopio de rayós cat6dicos (Tektronix tipo RM 502) 

de donde se pueden registrar fotogr~ficamente (figs. 13 

y 14). 
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Fig. 13. Equipo electrofisiol6gico para trabajo in vivo. 

Fig. 14. Equipo electrofisiol6gico para trabajo in· vitro. 
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ENSAYO ELECIROFISIOLOGICO 

l. Propiedades de Conducci6n de la Fibra Preganglio

nar. 

Con los electrodos colocados en la forma anterior

mente descrita para estirnulaci6n y registro de la fibra 

preganglionar in situ, se analiz6 la capacidad de con

ducción de la fibra en dos aspectos: 

primero.- se procedi6 a determinar el umbral 

de intensidad a que es capaz de responder la fibra si 

se le aplica un est!mulo único. Se hicieron observacio 

nes con est!mulos de diferente duración en el rango de 

0.01 a 10 milisegundos. 

segundo.- se estudió en forma similar en el 

mismo rango de tiempo el voltaje mínimo necesario en ca 

da caso para obtener una respuesta máxima conducida por 

la fibra. 

2. Respuesta Transganglionar 

La obtenci6n de la respuesta transináptica es muy 
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dificil de observar con est!mulos únicos en registros 

extracelulares con electrodos de campo (como en el pre

sente caso) , aún si se produce un choque de intensidad 

supramáxirna. Esta deficiencia se remedia parcialmente 

si el choque único a observar, es precedido de un tren 

de est1rnulos, propiciando la potenciaci6n de la respue~ 

ta. 

Para las determinaciones bioquímicas descritas mas 

adelante se utilizaron las siguientes condiciones de es 

tirnulaci6n: se aplicaron choques con una frecuencia de 

40 Hertz teniendo, cada pulso una duraci6n de 20 milise 

gundos, e intensidad de 4 voltios. La duraci6n del 

tren de pulsos es de 20 segundos. Estas condiciones 

ofrecen buena respuesta transináptica en los ensayos fi 

siol6gicos. Sin embargo, no fue posible practicar re

gistros fisiol6gicos de todos los ensayos bioqu!micos. 

3. Condiciones Metabólicas y Funcionales del GCS in 

vitro. 

El GCS ha sido ampliamente estudiado en sus reque

rimientos rnetab6licos as! como sus respuestas electrofi 

siol6gicas in vitro (Larrabe and Bronk, 1952;· Dunant, 
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1967; Bank 1970 entre otros). Esto se debe en parte 

a que es un sistema f ~cil de aislar y que permite la 

observaci6n de la actividad eléctrica in vitro. 

Larrabee y Bronk (1952) observaron que el ganglio 

conservado en condiciones apropiadas in vitro, conti

núa respondiendo a est1mulos eléctricos por per1odos 

prolongados. Eñ dicho estudio se compara el decaimien

to de 1a respuesta del ganglio a la estimulaci6n in vi

tre con el decaimiento observado cuando el ganglio sol~ 

mente es seccionado en el tronco simpático, mantenido 

en el animal sin mas alteración y as1 estimulado. En 

ambos casos el decaimiento de la respuesta es similar; 

esto es, la respuesta decae a la mitad de su amplitud 

24 horas después de su disecci6n ya sea si solo se sec

ciona el tronco o si se mantiene el ganglio in vitro en 

condiciones favorables de oxigenación, temperatura y en 

soluci6n Ringer con glucosa. Lo que hace suponer que 

el decaimiento en la respuesta se deba principalmente a 

degeneraci6n de las fibras aferentes. 

Para corroborar estas observaciones se estudi6 en 

nuestro laboratorio la respuesta a la estimulaci6n elé~ 

trica en el GCS por periodos de tiempo mas breves pero 
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suficientes para el desarrollo de todos los experimen

tos subsecuentes. Se hicieron observaciones por perio

dos de 120 minutos sin que el curso de este tiempo . exis 

tiera un decaimiento significativo. 

Paralelamente se estudi6 la influencia de la esti

mulaci6n que se usaría rutinariamente esto es, la apli

cación de un tren con frecuencia de 40 Hertz, cada pul

so con una duración de 20 milisegundos de 4 volts apli

cados durante 20 segundos. De las respuestas se obtu

vieron registros cada 5 minutos durante 120 minutos. 

No se observaron variaciones significativas con respec

to a los registros control. 
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ENSAYO BIOQUIMICO 

l. Fraccionamiento Subcelular del Ganglio 

Para lograr el fraccionamiento subcelular del gan

glio se utiliz6 la t~cnica de De Robertis, et al. 

(1962) que se modific6 adapt~ndola a microescala. 

Para cada determinaci6n se utilizaron grupos de 5 

ganglios (peso total de 4.5 - 5.0 mg de tejido hfunedo), 

los que se cortan con tiejeras castroviejo, bajo mi

croscopio de disecci6n en soluci6n buffer de fosfatos 

1 mM pH 7.4, en baño de hielo, obteniendo de cada gan

glio diez trozos aproximadamente . Este y todos los pa

sos sucesivos se llevan a cabo en cuarto frfo en baño 

de hielo manteniendo una temperatura m~ima de 4ºC. 

El material as1 seccionado se transfiere a un mi

cro homogenizador de vidrio (fabricado con tubo de pre

cisi6n Ace Glass Co.) con capacidad de 600 µl. En el 

homogenizador se le agrega soluci6n sacarosa 0.32 M en 

buffer de fosfatos 1mM pH 7 hasta un volumen de 500 µl. 

En seguida homogeniza el material con un pist6n de ace-
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-ro inoxidable, con una luz entre las paredes del pistón 

y las del homogenizador de 8 mil~simas de pulgada. Pa

ra esta operaci6n el pistón se hace girar a una veloci

dad de 700 rprn con tres movimientos de descenso y aseen 

so. 

El homogenado obtenido se transfiere a microtubos 

Kimax (500 ~l) para centrifugarlo a 1,500 rpm (1,200 g) 

durante diez minutos, lo que permite sedimentar n6cleos 

celularei y part1culas macroscópicas. A la fracción 

as1 sedimentada se le denominará "fracción nuclear". 

Esta fracción es controlada por microscopia 6ptica de 

contraste de fases para constatar la presencia de n6-

cleos celulares 1ntegros. 

El material sobrenadante de esta primera centrifu

gación se transfiere a tubos limpios para ser centrifu

gado a 13,000 rpm (17,500 g) durante 15 minutos. El se 

dimento resultante de esta operación se le llamará "frac 

ci6n mitocondrial cruda" y al sobrenadante "fracción so 

luble". 

Dependiendo del ensayo, de esta "fracci6n soluble", 

se pueden precipitar proteínas si se agrega un volumen 

igual, de una solución ácido tricloroacetico (TCA) al 
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10%, manteniendo la mezcla en hielo durante una hora, 

para centrifugarlo nuevamente en condiciones similares 

a las anteriores. En este caso el precipitado se deno

minará fracción proteica precipitada con TCA". 

Por otra parte la "fracción rnitocondrial cruda" se 

resuspende en 100 µl de solución isotónica de sacarosa 

(0.32 M) libre de otros iones, centrifugándola nuevamen 

te a 13,000 rpm durante 15 minutos, desechando el mate

rial sobrenadante de esta operaci6n. Este paso tiene 

por objeto r educir la contaiñinaci6n de la "fracci6n rni

tocondrial cruda" con la "fracción soluble". 

La "fracción mitocondrial cruda" lavada se resus

pende con la ayuda de un Vortex en 50 µl de solución 

isotónica de sacarosa para ser colocada con sumo cuida

do en la parte superior de un gradiente discontinuo de 

sacarosa previamente preparado en un tubo de nitrato de 

celulosa para ultracentrifuga (Beckman 305528, 3/6" x 

1 21/3 2" con capacidad de 650 µl). 

El gradiente de sacarosa esta constituido de la 

parte inferior a la superior por las siguientes soluci~ 

nes: sacarosa 1.40 M, 180 µl; sacarosa 1.20 M, 180 µl; 

y sacarosa 1.00 M, 200 µl. Este gradiente debe ser pr~ 
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-parado con las soluciones frias poco tiempo antes de su 

uso, para evitar hasta donde sea posible la difusi6n en 

tre las diferentes soluciones. 

Una vez aplicada la muestra por fraccionar en la 

parte superior del gradiente se procede a la centrifug~ 

ci6n en un cabezal de columpio tipo SW41 (Beckman) en 

ultracentrifuga con refrigeración (Spinco L2-65 B) a 

una velocidad de 23,000 rpm (40,000 g) un minimo de 

tiempo de 180 minutos. 

El resultado de esta operaci6n es la obtenci6n de 

4 bandas de particulas de diferente densidad distribui

das en las interfases del gradiente discontinuo de saca 

rosa, las que De Robertis, designa con las letras A,B, 

C,D y E en orden descendiente identificándolas como: 

fracción A; mielina y membranas somáticas; fracci6n 

B, fantasmas celulares; fracci6n e, "sinaptosomas col!_ 

n€rgicos"; fracción D, "sinaptosomas no colin€rgicos"; 

fracción E, o sea precipitado en forma de pastilla, mito 

condrias (De Robertis, et al ., 1962). 

Las diferentes fracciones asi obtenidas son separ~ 

das manualmente, transferidas a tubós, diluidas con sa

carosa O.OS M hasta isotonicidad y centrifugadas a 
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13,000 rpm para obtenerlas en forma compacta, descartan 

do el sobrenadante. 

Para los ensayos sucesivos, a excepci6n de la pre

paraci6n de las muestras para microscopía electr6nica 

cuya t~cnica se describe mas adelante, las muestras de 

proteínas particuladas y en su caso la "fracci6n prote! 

ca precipitada con TCA" de la "fracci6n soluble", sed! 

suelven cada una separadamente en 60 µl de NaOH O.lN. 

El volumen resultante se distribuy6 en la siguiente fo~ 

ma: de cada muestra dos alícuotas de 20 µl se utiliza

ron para determinar incorporaci6n de isótopo radioacti~ 

vo a proteína, y dos alícuotas de 10 µl se ·utilizaron 

para determinar cuantitativamente el contenido de pro

te1nas. La cantidad total de proteína en cada fracci6n 

es aproximadamente 1 µg. 

Todas las determinaciones se refirieron a concen-

tración de proteína cuantificada por el método de 

Lowry, et al. (1951) en micro escala. 

2. Preparación de Muestras para Microscopia Electr6-

nica. 

Muestras de las subfracciones celulares resultan-
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-tes del fraccionamiento en gradientes discontinuos de 

sacarosa se prepararon de la siguiente manera para su 

observaci6n en microscopía electrónica*: las pastillas 

obtenidas de las fracciones C y D se fijaron a tempera-

tura ambiente en buffer de cacodilato 0.1 M conteniendo 

2.5% de glutaraldehido, en esta soluci ón permanecieron 

las muestras durante 15 minutos. A continuación se pr~ 

cede a su deshidratación gradual en soluciones alcoholi 

cas al 70~ 90 y 100% por 20 minutos en cada una. En al 

cohol absoluto se hacen 3 lavados después de lo cual se 

ponen en pr esencia de un deshidratante fuerte (6xido de 

prop i leno) dos veces durante 20 minutos cada vez. 

Las muestr as as1 tratadas son preinclu!das en resi 

na epoxi (Epon 912) y óxido de propileno 1:1, e incluí-

das posteriormente en Epon 812 a 60ºC durante 24 horas. 

Una vez incluidas las muestras se cortan en ultra-

microtomo (Portren, Bloom MTl), se recogen en rejillas 

de cobre de 200 mallas, · cubiertas con película (FORM-VAR), 

* Este ensayo lo llev6 a cabo la Srita. Viviana Ch!vez 

en el laboratorio de Microscopía Electr6nica del 

C.I.E.A., a cargo y bajo la direcci6n del Dr. Adolfo 
Mart!nez Palomo. 
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para ser teñidas con acetato de uranilo (20 minutos) y 

citrato de plomo (20 minutos). 

Las muestras tratadas en esta forma se observaron 

en un microscopio electr6nico Zeiss ME9 de donde se ob-

tuvieron registros fotográficos. 

3. 32 Determinaci6n de ( P)-Fosfato Incorporado a Pro-

teínas. 

De las muestras disueltas en N~OH O.lN se tomaron 

alicuotas de 20 µl que se colocan por duplicado, por se 

parado en discos de papel para cromatografía (,3MM 

Whatmann) y se secan con aire caliente. Una vez secos 

los discos se procede con una modificaci6n de la técni-

ca de Mans y Novelly (1961) en la siguiente forma. 

Los discos se lavan por un mínimo de dos horas en 

un matraz en baño de hielo, con una soluci6n de TCA al 

10% y fosfato de sodio 50 mM, utilizando 6 ml de solu-

ci6n por disco, despu~s de lo cual se hacen tres cam-

bios de 15 minutos cada uno en soluci6n de composici6n 

similar; después 30 minutos en etanol:eter (1:1) a. 

37°C; 15 minutos en etanol:eter (1:1) a temperatura am 
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- biente; 2 cambios de 15 minutos en eter a temperatura 

ambiente. · Los discos se secan individualmente con aire 

caliente y se cuentan en viales con 10 ml de soluc16n 

de centelleo (0.5% PPO, 0.03% dimetil POPOP en tolueno 

grado espectrofotométrico Packard) en un contador de 

centelleo liquido (Packard Model Tricarb 557) • 

4. Electroforesis en Geles de Acrilamida 

La electroforesis se corri6 en l&minas de geles de 

acrilamida lo que permite aplicar varias muestras en un 

mismo gel, para una fácil comparaci6n de los diferentes 

patrones protéicos provenientes de varias muestras. 

La técnica esta basada principalmente en las de 

Shapiro, et al. (1967) y Weber and Osborn (1969). La 

acrilamida y la bisacrilamida (N,N'metilen bisacrilami~ 

da Eastman Organic Chemicals) se purifica previamente 

con el método utilizado por Loening (1967) . Para la ob 

tenci6n de los geles de acrilamida se preparan dos sol~ 

ciones madre: la primera conteniendo 20% de acrilamida 

y 0.27% de bisacrilamida, esta soluci6n se filtra en p~ 

pel Whatman No.1, para eliminar material insoluble y se 
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puede almacenar congelada. La segunda es una solución 

20 mM de fosfato de sodio conteniendo 2% de lauril sul

fato de sodio (SDS) . 

De la solución madre de acriiamida bisacrilamida se 

toman 9 ml y se mezclan con 10 ml de la solución madre 

de fosfatos - SDS. Se agitan cuidando de no hacer esp~ 

ma y se le extrae el gas disuelto con vac!o. A conti

nuaci6n 3e agregan agitando 150 µl de N,N,N' ,N'-tetra, 

metil, etilendiamina (TEMED CANALCO) y un mililitro de 

soluci6n de pers~lfato de amonio al 3% recientemente 

preparada. Toda la soluci6n se agita suavemente sin es 

pumar y se llenan las celdas. La gelificaci6n se ·lleva 

a cabo en un minuto sin necesidad de fotocatálisis. 

Las celdas preparadas para este fin tienen las siguien

tes dimensiones: 7.7 x 7.7 x 1.5 mil!metros. 

La muestra a analizar debe estar en soluci6n, para 

lo cual se tratan con una "soluci6n digestora" consis

tente en: 1% mercaptoetanol; 2% SOS, 48% sacarosa 

y 0.05 % azul de bromofenol como indicador de "frente de 

avance". 

Una . vez aplicada la muestra en la celda contenien

do el gel y esta colocada en el aparato de electrofore-
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-sis se llenan los depósitos electrol!ticos con soluci6n 

madre de fosfatos - sos diluida 1:1. En estas condicio 

nes se procede a la electroforesis, colocando el ánodo 

en el depósito electrolitico opuesto a la muestra. La 

diferencia de potencial en los baños electrol!ticos se 

ajusta a una ~ntensidad de corriente de 75 miliamperes 

por celda. Se suspende la electroforesis en el momento 

que el colorante indicador de avance llega al extremo 

opuesto del gel (aproximadamente 5 horas). 

El gel se retira de la celda y se sumerge en un b~ 

ño de TCA al 10% durante 15 minutos, para fijar las pr~ 

teinas. La tinci6n de las prote!nas en el gel se hace 

en una soluci6n de 10% metanol, 7% ~cido ac~tico y 

0.25% colorante azul de coomassie durante 20 minutos 

con agitaci6n suave, despu~s de lo cual para eliminar 

el exceso de colorante se lava en una soluci6n similar 

a la anterior .sin colorante hasta que las zonas caren

tes de proteína quedan incoloras. 
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S. Métodos de Incubaci6n del Ganglio 

a) 32 Incorporaci6n de ( P)-Fosfato en condiciones 

basales. 

i) a protefnas en ganglio sln fraccionamiento. 

Con objeto de conocer la cinética de la incorpora-

32 ci6n de ( P)-fosfato a las protefnas del GCS in vitre, 

se analiz6 dicha incorporaci6n por dos tipos de experi-

mentas con distintas técnicas pero en ambas sin proce-

der al fraccionamiento subcelular ; 

En el primero se incubaron los ganglios en cámaras 

individuales en la forma antes descrita, pero ahora se 

agrega en cada cámara a la solución de incubaci6n fosfo 

ro radioactivo (32PJ en forma de ortofosfato. La acti-

vidad presente en ~ada cámara es de 125 µCi 

4 (462.S x 10 dps). La solución de incubación se susti-

tuye cada 60 minutos por solución fresca (mantenida tam 

bién a 37ºC) con idéntica composici6n y actividad. 

Incubados en la soluci6n anterior muestras de 5 

ganglios se obtuvieron para cada punto, con períodos de 

incubaci6n de O, 10, 3G, 60, 100, 130, 170 y 200 minu-

tos, considerando tiempo cero, el momento de agregar la 

mezcla radioactiva a la cámara que contiene el ganglio. 
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Al terminar el tiempo de incubaci6n el ganglio se 

retira de su cámara, e inmediatamente se congela en ni-

tr6geno líquido, y se transfiere al homogenizador que 

se mantiene en baño de hielo ahí el ganglio se disuelve 

con la ayuda del piston en 40 µl de una soluci6n 0.1 N 

de NaOH. 

En el segundo ensayo se procede en forma similar 

al primero, con la diferencia de que después de una in-

cubaci6n inicial en la solución radioactiva por 60 minu 

tos, se sustituye esta solución por una equivalente pe-

31 ro con f6sforo estable ( P) . Las muestras de ganglios 

se obtuvieron y procesaron en forma y tiempos similares 

al ensayo anterior. 

A las diferentes soluciones protéicas en ambos en-

sayos se les determin6 cuantitativamente proteinas y 

contenido de (32P}-fosfato incorporado a estas. 

ll ) a proteínas presentes en las diferentes fraccio 

nes subcelulares. 

En base a los resultados de los ensayos anteriores 

se procedi6 a repetir las incubaciones en forma semeja~ 

te al segundo ensayo, o sea incubaci6n en soluci6n ra-
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-dioactiva solamente durante los primeros 60 minutos, 

sustituyendo en ese momento la soluci6n por una fresca 

con f6sforo estable. 

Los ganglios en este caso f irtalizando su tiempo de 

incubaci6n, al ser ret i rados no se congelan ni se di-

suelven en sosa sino se fraccionan con la técnica des-

crita en métodos. 

b) Incorporaci6n de (~2P)-fosfato a proteina indu 

cida por estimulaci6n eléctrica. 

Con objeto de observar la presencia de alguna mod~ 

ficaci6n en el recambio de c32P)-fosfato relacionada 

con la estimulaci6n eléctrica, se incubaron ganglios en 

las condiciones antes descritas, por un periodo de 60 

minutos. Después de este periodo de incubaci6n se pro-

cedi6 a estimular los ganglios en la siguiente forma: 

se aplicaron pulsos con una frecuencia de 40 Hertz, ca-

da pulso con una duraci6n de 20 milisegundos e intensi-

dad de 4 volts, la duraci6n total del tren de estimulas 

es 20 segundos . Obteniendo muestras de ganglios en los 

tiempos indicados después de esta estimulaci6n. Estos 
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ganglios se fraccionaron para estudiar las variaciones 

en la cinética de incorporación del isotopo en las dife 

rentes fracciones. 

Grupos controles fueron tratados en forma similar, 

con la diferencia de que en estos casos el estimulador 

no estaba conectado a la fuente de corriente. 
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RESULTADOS 

En el análisis de la e l ectrof isiologia de la fibra pre

gangl ionar se estudiaron algunos parámetros de la condu~ 

ción; entre estos estan el umbral de respuesta, la re~ 

puesta máxima y . la conducción de estímulos repetitivos. 

El umbral de respuesta del tronco nervioso, es el 

voltaje mínimo necesario para obtener una respuesta pr~ 

pagada en la fibra. Esta respuesta se estudi6 en fun

ción de dos variables; duración e intensidad del esti

mulo. 

La duración del estimulo se varió en forma discre 

ta en el rango de 0.01 a 10 milisegundos. En cada uno 

de los tiempos se varió el voltaje, para determinar el 

umbral de respuesta (mínimo voltaje requerido para pr~ 

ducir una respuesta propagada) . En la gráfica de los 

resultados (fig. 15), se observa que con estímulos de 

duración de 0.01 m seg no se pudo evocar una respuesta 

aún con los estímulos máximos usados, de 20 voltios. 

La primera respuesta se observa cuando el estímulo 

tiene una duraci6n de0.02 milisegundos y una intensidad 
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de 15 voltios. A partir de este punto, un aumento en 

la duraci6n del estímulo, produjo un descenso en volta

je necesario para observar el umbral de respuesta, al

canzándose así un valor mínimo de 3 voltios cuando la 

estimulaci6n tiene una duraci6n igual o mayor de 0.5 mi 

lisegundos. El umbral respuesta no se refiere a la res 

puesta de totalidad de las fibras nerviosas, sino a la 

respuesta de conducci6n de la mínima cantidad de fibras 

nerviosas que puede ser registrada. 

El concepto de .respuesta máxima en una fibra ner

viosa, por el contrario se refiere al mínimo voltaje n~ 

cesario en la estimulaci6n de dicha fibra para obtener 

la conducci6n de un impulso por una población máxima de 

axones. Similarmente al caso anterior se estudi6 este 

parámetro en el rango de 0.01 a 20 milisegundos de dur~ 

ci6n. Aunque la aparici6n de la respuesta se puede ob

servar con una duraci6n del estímulo de 0.02 milisegun

dos como se describe en el párrafo anterior, con estimu 

laciones de corta duraci6n no se alcanzó el l!mite de 

respuesta máxima en el registro, sin embargo, cuando se 

estimuló con una duraci ón de estímulo de 0.10 milisegll!! 

dos a pesar de aumentar la intensidad del estimulo no 

se incrementa la respuesta. A partir de este punto 
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Fig. 15. Respuesta umbral y máxima en el tronco simpá

tico. 

• 

o 



- 69 -

al incrementar la duraci6n del est!mulo, disminuye ráp~ 

damente el voltaje necesario para obtener esta respues-

ta máxima, alcanzando un valor mínimo de 9 voltios a 

partir de un tiempo de duraci6n de estimulo de 0.2 mili 

segundos en adelante. 

La respuesta máxima, si representa la estimulaci6n 

de todas las fibras, o l a mayor parte de ellas pues no 

hay que olvidar que lo que obtiene es un registro de p~ 

blaci6n, donde la mayoría de las fibras es incapaz de 

propagar estímulos de duraci6n menor de 0.1 milisegun-

dos. 

Los valores de respuesta umbral Y. máxima en esta 

fibra se presentan graf icados en forma comparativa en 

la fig. 15. 

Conociendo estas propiedades de umbral y respuest~ 

máxima de la fibra, se estudió la conducci6n de pulsos 

en la misma, cuando se aplican en forma repetitiva con 

una frecuencia de 40 Hertz, una duraci6n del tren de e~ 

t1mulos de 20 segundos, siendo la duraci6n de cada pul-

so de 20 milisegundos. En estas condiciones la fibra 
·-

fue capaz de responder en forma estable solo durante 

trece segundos. 



· Por último, si después de diez segundos de esta e~ 

timulaci6n repetitiva se aplica un choque único, la re~ 

puesta es idéntica a la control sin presentar potencia

ci6n. 

En los registros obtenidos con estímulos únicos se 

advierte que la respuesta está compuesta de dos ondas, 

que reflejan la existencia de grupos de fibras con dif~ 

rente velocidad de conducci6n. Además la velocidad de 

conducci6n de las fibras en cada uno de estos grupos no 

par~ce ser idéntica ya que la forma de las curvas indi

can dispersi6n. 

La heterogenidad de composici6n de la fibra prega~ 

glionar complica por supuesto el estudio de una respue~ 

ta transináptica ganglionar. En nuestro estudio por d~ 

ficultades técnicas se trabajó estimulando toda la fi

bra y para simplificar el análisis de la respuesta se -

obtuvieron registros monot6picos. 

El principal criterio que usarnos para juzgar la 

presencia de relevos sinápticos de caracter químico fue 

la potenciación de la respuesta al ser precedida de 

otros estímulos,siendo esta potenciaci6n máxima con es

tímulos de baja frecuencia (1 Hertz) • La respuesta 
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Fig. 16. Respuesta transináptica a la estimulaci6n 
eléctrica en Ganglio Cervical Superior. 

Fig . 17. Resultado del f r accionamien t o de l a fr a ccion 
mitocondrial c r uda 1 de l Gangl io Cerv ical Supe 
rior en gradientes discontinuos de s acarosa. 
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observada en cualquiera de las fibras postganglionares 

antes descritas se deprimi6 después de estimulaci6n re

pet i tiva de alta frecuencia durante 10 segundos, y' como 

era de esperarse después de este tren de estímulos, un 

estimulo único presenta una intensa potenciaci6n. 

La respuesta ganglionar es compleja y se ha estu

diado mas ampliamente por Dunant (1967). De nuestras 

observaciones solamente podemos decir que en ur: sistema 

de amplificaci6n acoplado por capacidad, se observ6 a 

groso modo una respuesta compuesta por dos ondas negat~ 

vas rápidas y una positiva tardía (fig. 16) , y que de 

estas la onda negativa de menor velocidad de conducci6n, 

es la que present6 el mayor grado de la potenciaci6n 

antes descrito. 

El decaimiento de la respuesta transináptica de 

ganglios mantenidos en incubaci6n in vitro aún por pe

ríodos de 120 minutos no fue significativo, ni se obser 

v6 ninguna modificaci6n . de esta respuesta cuando se 

aplicaron estimulas con una frecuencia de 40 Hertz, 4 

volts, 20 milisegundos de duraci6n, durante 20 segundos, 

comparando los registros con los de ~anglios sin estimu 

laci6n. 
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Homogenizaci6n del Ganglio 

En el proceso de homogeneizaci6n del ganglio la v~ 

locidad de giro del pist6n que se utilizó en todos los 

casos fue de 700 rpm aunque no se observó diferencia en 

los resultados aún con una velocidad de 350 rpm. Fue

r on factores criticas en la homogeneizaci6n, la veloci

dad de desplazamiento del pistón y el número de pasos 

de ascenso y descenso. Si estas operaciones son exage

radas en velocidad o cantidad, los nucleos se destruyen 

y las fracciones· subcelulares en los gradientes se emp~ 

brecen ó desaparecen, por lo que el pist6n debe despla

zarse muy l entamente en el homogenizador (aproximadame~ 

te 1.2 mm/ seg) con un máximo de 3 movimientos de deseen 

so y ascenso del pist6n en el homogeni zador. 

Para optimizar condici ones de separ ación de las 

fracciones subcelulares,se modif i caron los gradi entes 

de sacarosa tanto en s u r el aci6n volumétrica, como en 

su densidad, con el objeto de obtener las bandas de pa~ 

t1culas más concentradas en las i nterfaces, quedando e~ 

tas más separadas entre si y evitando la presencia de 

material difuso en las fases (fig. 17), todo esto enfo-

cando a la buena separaci6n de las fracciones e y o. 
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La fig. 18 es una fotografía de microscopía elec

trónica de la fracción C. En ella estan presentes mem

branas vesiculadas conteniendo varios tipos de estruct~ 

ras. Estas membranas vesiculadas estan constituídas en 

gran parte por terminales nerviosas mejor conocidas co

mo sinaptosomas, en el interior de las cuales existen 

vesículas y mitocondrias sinápticas. Adosadas a estos 

sinaptosomas se pueden observar estructuras sinápticas, 

y la "red. postsináptica". La fig. 19 muestra la pobla

ción de partículas de la fracción D en donde se obser

van estructuras similares siendo el diámetro de vesícu

las mayor y a la microscopía electrónica más densa, se 

advierten además, estructuras mitocondriales de mayor 

tamaño, probablemente de origen somático, ya que estos 

organelos suelen estar presentes en esta fracción como 

contaminantes. 

Patrones de Geles en Acri.lamida 

De las distintas técnicas de separación de proteí

nas en geles de acrilamida, las más ., comunmente usadas 

son aquellas en que se uti liza dodecil sulfato de sodio 
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(SDS) como detergente disolvente y disociador de cade

nas de poiipéptidos. En estas condiciones, este deter

gente forma una envoltura a las proteínas confiriéndo

les su carga negativa. 

En la separación de proteínas por electroforesis, 

la migración de estas es proporcional a su carga eléc

trica y el volumen relativo de la partícula respecto a 

la matri= reticular del gel de acrilaminda-bisacrilamida. 

En casos como este donde las proteínas han sido trata

das con detergentes i6nicos, la proteína migrará casi 

totalmente en función de su "volumen molecular". 

Los resultados de la electroforesis de las fraccio 

nes e y D (fig. 20) presentan patrones protéicos cuali

tativamente distintos entre sí, y en ambos casos patro

nes complejos. A semejanza de algunos reportes de frac 

ciones equivalentes en sistema nervioso central 

(Waehneldt and Neuhoff, 1972), se pueden observar 16 

bandas en cada caso variando en migración e intensidad 

de la fracci6n C a la fracción D. Puesto que dichas 

proteínas emigran solamente en funci6n de su volumen 

(Shapiro, et al., 1g67; weñer et al., 1969), las que se 

han desp lazado en mayor grado, poseen un "volumen mole

cular" menor. 
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Fig. 18. Microscopía electr6nica fracci6n C (12,000 x) 
TN, terminales nerviosas. 

Fig. 19 ; Microscopia elect'r6nica fracci6n D (12,000 x) 
TN, terminales nerviosas, M, mitocondrias. 
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e o 

Pig. 20 . Electroforesis en geles de acrilamida de las 

fracciones C y D. 
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No existen reportes anteriores en cuanto a electr~ 

foresis en geles de acrilamida de estas fracciones mem

branales en ganglio cervical superior, que permitan la 

comparaci6n de estos resultados. 

Incorporaci6n de (32P)-Fosfato in vitro 

Pretendiendo analizar el contenido de fosfato mar

cado unido a proteínas eri las diferentes fracciones se 

propici6 la incorporaci6n de esta marca a las prote!nas 

del ganglio. Esta incorporaci6n se logr6 incubando el 

ganglio en un buffer conteniendo la marca en la forma 

como se describe en métodos. 

La incorporaci6n de marca al total de las proteínas 

del ganglio (fig. 21), no alcanza saturaci6n en tiempos 

de incubaci6n hasta de 4 horas. Durante este tiempo en 

la soluci6n de incubaci6n, se sustituy6 por soluci6n 

fresca conteniendo la cantidad original de la marca 

(125 µCi) . 

Ante la impos i bilidad de alcanzar la saturaci6n de 

incorporaci6n de c32P)-fosfato en las prote!nas totales, 
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se prefirió proporcionar solamente un pulso de dicha 

marca. Con este fin, se incubó el ganglio en presencia 

de la marca, solamente durante los 60 minutos iniciales 

de la incubación. En esta forma ~e logra alcanzar un 

máximo en la incorporación de fosfato marcado en el to-

tal de proteinas del ganglio (fig. 22). 

Habiendo obtenido este equilibrio en la incorpora-

ción de la marca a las proteínas del ganglio sin frac

cionar, se procedió a analizar la incorporación de P32 

en las diferente.s fracciones subcelulares del ganglio. 

En las digs. 23 y 24, se grafican los datos de la 

variación de actividad específica de las fracciones so-

luble y nuclear, así como las subfracciones membranales 

e y o en función del tiempo. En dichas gráficas se co~ 

sideró como tiempo cero , el momento en que se retira la 

solución conteniendo fósforo radioactivo y se sustituye 

por la solución conteniendo fósforo estable. 

Las proteínas constitutivas de las fracciones solu 

ble y nuclear alcanzan máximo de incorporación a un 

tiempo más prolongado que las fracciones sinaptosomales 

(C y O) sobre todo probablemente debido a que las prim~ 

ras estan constituidas por una cantidad mucho mayor de ~ 
. ii• t.I. {! ... 

prote1nas. Aunque no se calcul6 la cantidad de proteína '~8't.fi,,._ :..>_.. , 
;~ 1~!l ~ ,.... \:;. ~~ .. ~, .~ ~ 
~··· 
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Fig. 23. Incorporación de c32P)-fosfato a prote!nas 

presentes en las fracciones soluble y nuclear. 
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en un ganglio se observ6 que las fracciones soluble Y. 

nuclear contienen la mayor parte de la prote!na pues la 

fracci6n mitocondrial cruda obtenida de 5 ganglios con

tiene aproximadamente 10 ~g de proteína solamente. 

La actividad espec!f ica aproximada en el punto má

ximo en la fracci6n soluble y la nuclar es 42 y 37 x 

105 cpm/mg de proteína, y en las fracciones e y D es de 

16 y 26 x 105 cpm/mg proteínas respectivamente. 

Los valores anteriores de incorporaci6n de (P 32)

fosfato son valores obtenidos en condiciones basales de 

funcionalidad de los ganglios. Comparativamente se de

termin6 la influencia de la estimulaci6n transináptica 

del ganglio en la incorporaci6n de (P 32 )-fosfato de las 

diferentes fracciones celulares. 

Grupos de ganglios tratados en la forma descrita 

se obtuvieron a los tiempos indicados después de la es

timulaci6n. El análisis de la actividad especifica in

corporaci6n de (P 32 )-fosfato a proteínas, mostr6 clara 

variaci6n en las proteínas de las subfracci6n e exclusi 

vamente, no observándose cambio alguno en las otras frac 

ciones. 
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Esta variaci6n en el recambio de fosfato manifesta 

da como un incremento de la actividad específica de las 

prote1nas presentes en la fracción e se empezó a obser

var 30 minutos después de la estimulaci6n eléctrica, 

mostrando una actividad mcixima a los 40 minutos, tiempo 

después del cual se restablece su actividad al mismo ni 

vel que se encontraba inicialmente. 

La · variación de la actividad especifica en el mo

mento de m~xima actividad es de 50% mayor que el estado 

basal de la fracción c. 

No se observaron variaciones signirice.tivas en la 

incorporación de las otras subfracciones celulares, ni 

aún en la fracción D (fig. 26), la que contiene también 

sinaptosomas. 
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Fig . 2 6 . Incorporació n de t 32P)-fosfato a proteínas de 

l a f r a c c i ón D cuando el Ganclio Ce r vical S up~ 

rio r ha s i do estimul ado e l éctr icamen te al 

tiempo cero en sus vías aferentes. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

La observaci6n de que gran cantidad de respuestas a es

timulos hormonales son mediadas por proteína-cinasas d~ 

pendientes de AMP cíclico en múltip les te j idos animales, 

sug iere q ue la inve stigación de los sustratos de estas 

enzimas, repo rtados tanto a nivel de membrana plasmáti

ca, corno ribosornas, citoplasma y cromatina, pudiera ser 

f ructífe ra e n la e lucidación del mecanismo fisiol6gico 

ínt i mo d e la acción h o rmonal. 

Est as esp e r an z a s s e h an encontrado con serias di f i 

c ul tades.deb ido en gr a n parte a la presunta poca espec~ 

ficidad d e l a s p r o teína-cinasas, pues hay una contradi~ 

c i ón apar e nte e n l a af in i d ad por múltip les sustratos e n 

una en ~ima que j u eg a un pape l central en me canismos r e 

gul ator ios . 

Es t a a par e nte i ne s pec if i cida d enzimática s e resue! 

ve si se observ a q ue cuanto más f isiol6gico es el siste 

rna de estudio a investigar, más restringida está la 

efectividad de estas prote1na-cinasas, respecto a los 
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sustratos protéicos fosforilables, lo que implica que 

la especificidad puede estar asociada a la disponibili

dad topogr~fica del sustrato. Si es este el caso, el 

estudio del mecanismo. debe intentar realizarse procur~ 

do alterar en el menor grado posible, el estado natural 

del sistema. 

En el sistema nervioso de animales superiores, es 

dificil encontrar un modelo sináptico que pueda aislar

se sin ser modificado y que permita aún in v i tro la esti 

mulaci6n de la totalidad de sus vías aferentes. El Gan

glio Cervical Superior presenta estas entre otras venta 

jas sobre las estructuras del sistema nervioso central. 

A pesar de estas ventajas, no se debe ignorar que la e~ 

timulaci6n indiscriminada y repetitiva de las vías afe

rentes en un centro de relevos sinápticos, produce una 

gran cantidad de interacciones con resultados inhibito

rios y/o exitatorios, cuyos componentes en general no 

son analizables con facilidad. 

Sin embargo, es posible que la estimulaci6n indis

criminada y repetitiva sea capaz de desencadenar la ac

tividad de mecanismos bioqul.micos, como aparentemente 

sucede en el caso aqu! presentado. 
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Es atractiva la suposici6n de que la fosforilaci6n 

estudiada, al alterar la estructura de las proteínas 

mismas pueda modificar entre otras cosas las propieda

des de la membrana, al provocar cambios conformaciona

les y de aumento de caracter hidrofílico de la proteína 

involucrada, lo que presentaría un panorama muy intere

sante en c~lulas en que es importante la regulaci6n de 

la permeabilidad de la membrana a iones de los medios 

electrolíticos que limita. Efectivamente, la fosforila 

ci6n en el sistema escogido, parece ser m§s selectiva 

en cuanto que se afectan fundamentalmente proteínas mem 

branales sin§pticas. 

El sistema de fosforilaci6n estudiado no es activ~ 

do como respuesta general a la estimulaci6n por cual

quiera de los neurotransmisores conocidos y en particu

lar no se ha buscado como respuesta a la estimulaci6n 

de sinapsis colinérgicas, que es el caso de las células 

preganglionares en el GCS. Por falta de demostraci6n 

de que la acetilcolina estimule al sistema del AMP cí- · 

clico, se ha supuesto que este neurotransmisor es inca

paz de llevar a cabo esta funci6n, aunque sí se ha de

mostrado que la acetilcolina es capaz de estimular la 

síntesis de GMP cíclico. 
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Por los motivos anteri·ores y suponiendo que el GCS 

sea farmacol6gicarnente similar al sistema nervioso cen

tral es necesaria la existencia de otro neurotransmisor 

presente en el ganglio que sea caoaz de desencadenar 

la actividad del sistema del A.MP cíclico, con la conse

cuente fosforilaci6n de proteínas membranales. 

Se ha r .eportado en GCS la presencia de otro neuro

transmisor que podría cumplir con estos requisitos, la 

dopamina, que es presunta mediadora e ntre las interneu

ronas y las neuronas ganglionares propiamente dichas, 

desempeñando las primeras probablemente una funci6n de 

modulaci6n en esta comunicaci6n. La dopamina que es un 

neurotransmisor adrenérgico, se ha descrito como capa~ 

de evocar la actividad del sistema del AMP cíclico en 

el GCS (Kebabian and Greengard, 1971). 

Ahora bien, en homogenado de corteza cerebral se 

ha observado que la distribución de las enzimas involu

cradas en el metabolismo de la acetilcolina se encuen

tran preferentemente en la subfracción e de la fracción 

mitocondrial cruda, y no existiendo antecedente s a este 
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respecto en el homogenado de ganglio, se puede suponer 

una distribuci6n similar de dichas enzimas, lo que no 

excluye la existencia en la misma subfracci6n de sinap

tosomas mediados químicamente por otro neurotransmisor. 

Por los motivos arriba expuestos, se esperaba que 

la fosforilaci6n de proteínas sinaptosomales ocurriera 

preferentemente en la subfracci6n mitocondrial D, donde 

predominan los neurotransmisores no colinérgicos (adre

nérgicos, GABA, etc). 

En esta situación dos soluciones puden sugerirse 

para interpretar esta actividad; la existencia de 

otros sinaptosomas con distinto neurotransmisor y con 

distribuici6n similar a los de la acetilcolina, 6 las 

mismas de acetil-colina que pudieran provocar la estimu 

lación del s istema del AMP cíclico. 

Simultáneamente a la fosforilaci6n, en nuestro la

boratorio se estudió,la activación de una proteína-cin~ 

sa dependiente de AMP cíclico en el GCS, como consecue~ 

cia de la estimulación repetitiva, obse rvándose una se

cuencia temporal en el incremento dél nucleótido cíclico 
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(AMP cíclico) y la actividad de la proteína cinas : 

(Bayón, 1974). En los dos c a soE anterio res por d i 

tades técnicas no s e estudió l a d istribución subce : ~ ~ ~! 

de las actividades e nzimática s. 

La fosforilación de proteín s s de te r minales n e~~ic 

sas, se observa en otros l abo r a t o rios en trabajos s i~u! 

táneos a este, en sistemas li t r e s de cél u las tal e s c ~mc 

sinaptosomas (por e j emp l o los doctores P a ul Greeng a r s ~· 

Richard Rodnight) . En eso s tr ab a j os l a e stimulaci6~ de 

la actividad de p roteína-cinasas, se r ea liza agregan30 

concentraciones elevadas de AMP cíclico , a una su s:~0n 

si6n de sinaptosomas. Es de e s perarse que la estimui a 

ci6n a través de este segundo mensajero p rovocase l a a~ 

tivación de todas las pro teína-cinasas de pendiente s GE 

AMP cíclico y consecuentemen te dar como respuesta, va 

rios sustratos fosforilado s . 

Como se menciona er. la s e cción de generalidade~ . 

Greengard solo observa la f os forilaci6n de dos pro t e í

nas en estas fracciones (d if r c il de dicernir si o c~ 

rre esta fosforilación s i mul tánea o s uce sivamente ) . c .~ 

ta fosforilaci6n es cas i i nmediata a l a estimulac i ~ ~ 
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por AMP ciclico y no se buscan respuestas en tiempos rna 

yores a dos minutos de incubaci6n. 

La utilización de sistemas libres de células en es 

tos e studios presenta inconvenientes corno la estirnula

ci6n generalizada de proteina-cinasas, de las cuales al 

gunas pueden no estar involucradas en fen6menos sinápt~ 

cos. También pueden alterar estas condicio~e 8 el desa

rrollo temporal de la aparici6n de la respuest a y elimi 

nar interacciones a nivel estructural. 

A pesar de lo poco comparable de los mode l os de ex 

perimentaci6n , los resultados de los trabajos en sinap

tosomas pueden ser compatibles o complementarios con 

los aqui obtenidos. 

Parece pues que es válido suponer que e n el ganglio 

existen res puestas me t ab6licas a la estimulaci6~ sináp

tica con diferentes ve l 0cidades de aparición, las que 

pudie ran encontrarse en las diferentes vias c c l ganglio 

produ~iendo distintas f osforilaciones de sustratos pro

téicos que corresponden a respuestas fisiológicas dis

tintas . 
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Se ha buscado muy frecuentemente modificaciones en 

"la eficiencia" de la comunicaci6n neuronal como conse

cuencia de su actividad previa, lo que indicaría que la 

sinapsis desarrolla mecanismos modulatorios de su acti

vidad en base a esa informaci6n, aún tiempo después de 

haberse transmitido y propagado la señal eléctrica. Al 

gunas modificaciones de este tipo se han observado en 

sistemas neuronales que involucran sinapsis que varían 

su "eficiencia" de transmisión (Luco, 1939; Blis, 

1973). Sería interesante realizar experimentos que pe~ 

mitieran aclarar alguna relación de los resultados bio

químicos a qu í observados y las modificaciones fisiol6-

gicas paralelas observadas en esos modelos. 

El GCS es un modelo de trabajo muy ventajoso por 

las razones antes descritas, y donde se pueden estudiar 

ampliamente las interacciones de las diferentes vías 

sinápticas, si se hace uso de la farmacología y los re

sultados bioquímicos hasta hoy obtenidos. 

Para aplicarse en la identificación de los substra 

tos protéicos de las cinasas y estudiar las modif icacio 

nes fisiol6gicas subsecuentes a estas actividades enzi

máticas, será necesario adelantar en el conocimiento de 
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la farmacolog1a bioqu1mica y fisiolog1a del ganglio y 

utilizar técnicas de trabajo in situ, que permitan la 

observación de las modificaciones en las respuestas de 

los diferentes órganos efectores, mediados por el GCS 

y as1 poder verificar si esta fosforilación de material 

protéico en las sinapsis está asociada con algún cam

bio funcional en dichas regiones sinápticas. 
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