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INTRODUCCION

La aplicacidén de la bioquimica en el sistema nervioso
ha producido resultados que poco a poco se integran al
avance general en el conocimiento de la mente. Las
neuronas son células altamente diferenciadas que han
ofrecido gran cantidad de datos especificos a los estu-
dios fisiolbgicos pero hasta muy recientemente se han
estudiado sus caracteristicas bioquimicas para la expli

cacidn molecular de las observaciones fisiol6gicas.

Un problema que atrae la atencién de varios grupos
de investigacibn es la organizacién subcelular que im-
plica la comunicacidn interneuronal. Esta intercomuni-
cacibn se lleva a cabo principalmente en las zonas de
aposicibén membranales denominadas sinapsis. En estas
aposiciones membranales se observa especificidad estruc
tural, bioguimica v funcional. En el caso mas generali
zado, el de la sinapsis quimica, en el gque la funciona-
lidad es unidireccional, la propagacién del impulso
eléctrico en la membrana presindptica tiene como conse-
cuencia la liberaci6n de ciertos metabolitos, de los

cuales algunos que se han denominado "neurotransmiso-

res", los que difundiendo a través del espacio que sepa



-ra las membranas (espacio intersinéptico), alcanzan la
membrana postsinfptica e interaccionan con un "sistema
receptor". La interaccibn transmisor-receptor produce
modificaciones en este sistema, s{endo la mds conocida
y estudiada, la modificacifn de la permeabilidad a cier
tos iones, lo que trae como consecuencia, la alteracién
de la diferencia de potencial a través de la membrana

postsindptica.

No obstante existen también modificaciones de tipo
bioquimico como resultado de esa interaccibén. Entre
las modificaciones observadas a este respecto segfin el
neurotransmisor y la sinapsis en juego, se encuentra la
activacién de las enzimas adenil y guanil ciclasas, cu-
yo producto, AMP y GMP ciclicos, respectivamente, pue-
den aumentar sus niveles de concentracifén como respues-

ta a la estimulacién hormonal.

La respuesta celular, en estos casos, es un fenfme
no que involucra ciertas enzimas (proteina-cinasas) que
requieren para su actividad de la presencia de los nu-
cle6tidos cfclicos ya citados. Este tipo de mediacién

enzim&tica al estimulo hormonal se ha observado oresen-

te en casi todos los tejidos animales estudiados.



En esta tesis se estudia un fenémeno metab6lico
que es consecuencia de la actividad sindptica, cuando
se produce estimulacién eléctrica repetitiva en las
vias aferentes a las sinapsis. El resultado metabélico
es la activacibén de una proteina cinasa, observada a
través de la fosforilacién de un sustrato protéico pre-
sente en la sinapsis. Dicha estimulacién de la activi-
dad enzimdtica a m&s 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 transmisién sindptica quimica.

El modelo en que se estudib esta modificacién es
el ganglio cervical superior de la rata, por ser un sis
tema sindptico parcialmente aislado, que presenta en mu
chos aspectos organizacibén similar a la existente en
los centros nerviosos superiores, tanto estructural far

macolbgica, y bioquimica, como fisiolb6gicamente.

Los resultados de este trabajo aunque preliminares
abren nuevos horizontes en las interpretaciones bioqui-

micas de los fen6menos sin&pticos.



GENERALIDADES

Entre los mds recientes avances en la investigacién en
el campo de la bioquimica celu;ar, se encuentran los coc
nocimientos obtenidos en relacibén a la regulacién de
los procesos metab6licos. Esta regulacién puede ser
tan diversa como los mismos metabolitos, variar en fun-
cibén de los diferentes tipos celulares e incluso darse
el caso de que un mismo mecanismo regulatorio desempeifie

funciones diversas en distintos tejidos.

En el estudio de la requlacibén del metabolismo ce-
lular se ha observado que un grupo muy importante de
hormonas (mensajeros extracelulares, primeros mensaje-
ros), no penetrando en la célula tiene su accién a ni-
vel membranal. Las hormonas que actuan en esta forma
tienen como denominador comfin la activacién de las enzi
mas nucleotidil-ciclasas en esas mismas membranas. Los
niveles intracelulares de los nucle6tidos ciclicos, pro
ducto de la accibn estas enzimas son reguladas en forma
complementaria por la enzima que los degrada, la fosfo-

diesterasa.



De los nuclebtidos ciclicos, el adenosin 3',5'-mo-
nofosfato (AMP ciclico) y el guanosin 3',5'-monofosfato
(GMP ciclico) (uno u otro segfin el sistema), son conoci
dos como segundos mensajeros (portadores intracelulares
de la informacién hormonal) y modulan la actividad enzi
mdtica de los. terceros mensajeros. Como tercer mensaje
ro para el sistema del AMP ciclico hasta ahora solo se
conocen las proteina-cinasas, que fosforilando protei-
nas especificas, 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 nuclebtidos ciclicos, que con un po
co més de detalle se discuten a continuacidén, con enfo-

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



MENSAJEROS
HORMONALES

RN

RECEPTORES

b

ADENIL-CICLASA

.

AMP c1cLIco

PROTEINA-CINASAS
DEPENDIENTES DE AMPc

K.

PROTEINAS SUBSTRATO
ESPECIFICAS

RESPUESTAS
BIOLOGICAS

Fie. 1. SisTtema peL AMP cicrIco



NH

—
N N
(o) 0
\
o=—1»
/N
— 9 OH
AMP ciclico
FIG. 2.

Adenosin 3',5'-Monofosfato



EL SISTEMA DEL AMP ciclico

El AMP ciclico (fig. 2) descubierto por Sutherland

(Rall et al., 1957) se ha observado ampliamente distri-
bufdo en los tejidos animales (Sutherland and Rall 1960;
Robison, et al., 1971) y en tejidos vegetales (Kessler

and Levisteiln, 1974).

Su funcién en higado esti relacionada con el meta-
bolismo del gluc6geno (Krebs, et al., 1966), pero es
sintomdtico que sus niveles sean mis elevados en cere-
bro que en ningiin otro 6rgano (Steiner, et al., 1970),
donde por otra parte la funcibén regulatoria del metabo-
lismo del gluc6geno no es tan evidente (Kakiuchi and

Rall, 1968).

En la actualidad el AMP ciclico es reconocido como
mensajero intracelular mediando la accién de gran canti
dad de hormonas, lo que originé su calificativo de se-
gundo mensajero (Sutherland and Rall, 1960; Sutherland

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



En esta situacibn, se antoja que la formacién del
AMP ciclico en cerebro sea estimulada por la accién de
los neurotransmisores al interaccionar con los recepto-
res de la membrana post-siniptica, como resultado de 1la

transmisién quimica.
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ADENIL - CICLASA

La Gnica via de sintesis del AMP ciclico 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 nuclebtido ciclico y pirofos

fato inorgénico.

Adenil = Ciclasa

NH, NH,
N7 3 Nﬁu>
o- kN N k\NAN
[] Mo
2P - g o o]
- ) # - S G e ” n "
] —_— 4+ NO—'~O-g-on
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Esta enzima en el sistema nervioso a semejanza de
otros tejidos, se encuentra asociada a material particu
lado. En cerebro se encuentra principalmente en mate-

ria gris, y subcelularmente en membrana plasmitica
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(Robison, et al., 1968), asociada con sinaptosomas (De
Robertis, et al., 1967), habiéndose descrito localizada
preferentemente en la membrana postsindptica (Weis and
Costa, 1968), la que conserva la actividad de adenil-
ciclasa alin después de tratada con choque hiposmético

(Sutherland, et al., 1962).

Estructuralmente se considera que la enzima forma
parte integral de la membrana, y estd compuesta de dos
subunidades: una propiamente catalftica en la parte in
terior de la membrana, y la otra regulatoria que puede
formar parte del receptor a neurotransmisor, posiblemen

te en la cara exterior de la membrana.

Esta enzima no ha podido ser aislada, por su presu
mible asociacibén a la membrana y porque en los suscesi-
vos pasos de purificacibén, se pierde la actividad enzi-
mdtica. En general el proceso de homogeneizacifn 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



iénico, 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 ibn desaparece la actividad,
recuperdndose al agregar pequenas cantidades de calcio

(Bradham, 1972).

La influencia de hormonas, fdrmacos y otros iones
sobre la actividad de esta enzima en el sistema nervio-
so ocupa en la actualidad un campo muy amplio de la 1li-
teratura especializada, por lo que no serd descrita en
este trabajo. Para revisiones sobre este tema consul-
tar Drumond (1973) y Bayén, et al., (1973) entre otros.
Sin embargo, es necesario citar que existen anteceden-
tes de activacibén de la adenil-ciclasa en rebanadas de
corteza cerebral por estimulacidn eléctrica, aunque la
respuesta esté mediada probablemente por neurotransmiso
res que sean en realidad quienes estimulan dicha adenil

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



FOSFODIESTERASA

La adenosin 3',5'-fosfodiesterasa o simplemente fosfo-
diesterasa es la enzima que inactiva al AMP ciclico, hi
drolizé&ndolo a adenosin 5'-monofosfato, por lo que su
papel es complementario a la adenil-ciclasa en la regu-

lacién de los niveles celulares de AMP ciclico.

Fosfodiesterasa
Jt NH2
N

z N N

Y gj”

S ~

N N ? N
° ) Mg* o=r=0 o
\ + Ho T o 4w
0z’ —o OH OoH OM

Reportada por primera vez por Sutherland y Rall
(1958) , se ha encontrado ampliamente distribuida en la
naturaleza, pero no ha recibido la atencién 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



o

concentrada preferentemente en termiﬁales nerviosas (De
Robertis, et al., 1967). Esta actividad probablemente
sea debida a mds de una enzima. Su presencia en forma
soluble ha sido supuesta como artgfacto debido a que
después de practicar choque hiposmotico a estas membra-
nas, gran parte ge la actividad posiblemente se trans-
fiere a la forma soluble. En todo caso la actividad es
pecifica de fosfodiesterasa es 100 veces mayor que la
observada para adenil ciclasa en su estado basal. La

> v JEh Sy g ++
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-

cledtidos ciclicos (principalmente AMP y GMP ciclicos).

No se ha demostrado ningiin control hormonal sobre
esta enzima, pero si en cambio se ha demostrado en cor-
teza cerebral de rata que la enzima es fuertemente inhi
bida por nucleotidil trifosfatos y pirofosfato inorgéni
co, lo que implica una relacidén 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 funcibn regu
latoria fue demostrada en los trabajos de Krebs y cola-
boradores en la glucogenblisis de misculo esquelético
de conejo. En estos trabajos se observé que en el homo
genado de miisculo en presencia de Mg++ y ATP, el AMP ci
clico estimulaba la fosforilacibén de una proteina espe-
cifica que a través de una serie de reacciones en casca
da logra un fino control en la sintesis y degradacibn
del glucbgeno*. A esta enzima regulatoria primera de
su especie reportada, se le denomind proteina-cinasa
por demostrar afinidad a casi todos los sustratos pro-

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

Examinando el mecanismo de regqulacidn de la activi
dad de estas proteina-cinasas en su dependencia por AMP
ciclico, se observé que dichas enzimas estén constitui-
das por dos subunidades distintas, una catalitica y la

otra regulatoria. Ambas subunidades constituyen una

Para revisidn 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
especifica el nuclebétido ciclico a la fraccién regulato
ria liberando la subunidad catalitica ahora activa, se-

gin la reaccién:

—

C-R + MPc = C o+  R- AMPC

Complejo Subunidad Subunidad
Inactivo Catalitica Regulatoria
Activa Unida a AMPc

La actividad de las proteina-cinasas consiste en
la transferencia del fosfato de la posicién gamma del

ATP a una proteina sustrato:

Proteina - Cinasa

ug*t*

Protefna + n ATP - Proteina- (HPOZ)n+ nADP

Después del descubrimiento de la proteina-cinasa
dependiente de AMP ciclico en la fraccibén soluble de
misculo 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 ciclico en diversos tejidos, sobre todo
en artrb6podos, pero también en animales superiores y en
sistema nervioso central de estos (Kuo and Greengard,

1970; Kuo et .al., 1971).

Esta amplia distribucidn de proteina-cinasas depen
dientes de nuclebtidos ciclicos permiti6 a Greengard y
sus colaboradores proponer cue la amplia variedad de
efectos del AMP ciclico (y en su caso la del GMP cicli-
co) siempre se encuentra mediada por la estimulacién de
proteina-cinasas especificas (Teoria del tercer mensaje
ro. Kuo and Greengard 1969a, 1969b; Greengard and Kuo

1970).
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PROPIEDADES DE LAS PROTEINA-CINASAS DEPENDIENTES DE

AMP-ciclico EN SISTEMA NERVIOSO

Miyamoto y colaboradores (196%9a, b) purificaron de cere
bro de bovino una proteina-cinasa dependiente de AMP cI
clico. Esta éinasa obtenida de la fraccifn soluble del
homogenado de corteza se purificé 270 veces en una la-
bor muy extensa que incluye precipitacién, fracciona-
miento por cromatografia en celulosa y enfocamiento iso
eléctrico en geles. La enzima purificada por este méto
do incrementa su actividad especifica 20 veces en pre-

sencia de AMP ciclico en una concentracién 5 uM.

Sin embargo, se ha observado que la actividad de
proteina-cinasa dependiente de AMP ciclico se encuentra
en forma mucho mas significativa asociada a material
particulado con una distribucién subcelular similar a
la antes observada para adenil-ciclasa y fosfodiestera-
sa (Weller and Rodnight, 1970, 1973b; Maeno, et al.,

1971).

La actividad de cinasa asociada a fracciones parti

culadas se encontré 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
encontré en subfracciones de baja densidad (sinaptosc-

mas y membranas microsomales) sin desprenderse de estas
ain después de tratamiento en soluciones de alta fuerza

iénica 6 por congelamiento (Maeno, et al., 1971).
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SUBSTRATO DE PROTEINA-CINASAS DEPENDIENTES DE AMP ciclico

EN SISTEMA NERVIOSO

La identificacién del substrato de las proteina-cinasas
puede contribuir en forma muy importante al conocimien-
to del mecanismo de accidén del AMP ciclico en cerebro,
puesto que en dicho tejido la actividad de proteina-ci-
nasa es alta y como se mehcioné,no existe en forma sig-
nificativa la regulacién del metabolismo del glucbgeno.
Asi encontré@ndose el sistema de AMP ciclico en cerebro
asociado casi en su totalidad a membranas sindpticas,
es de esperarse que desempefie alguna otra funcibn, rela

cionada con estas estructuras.

Las proteina-cinasas han sido tratadas de inespeci
ficas por ser efectivas en la fosforilacidn de gran par
te de las proteinas exbgenas ensayadas, lo que ha condu
cido a resultados confusos. En los ensayos de las pro-
teina-cinasas sobre proteinas ex6genas se ha observado
que los mejores substratos son histonas, mezcla de his-
tonas, caseina y protamina, esto es proteinas bésicas
(Miyamoto, et al., 1969b, 1971; Kuo et al., 1970;

Weller and Rodnight, 1970).
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Por su afinidad a las histonas, se pretendid que
fueran estas el sustrato intracelular de las proteina-
cinasas pero en la célula las histonas se encuentran lo
calizadas en el interior del nficleo, 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 endb6geno fosforilado por la accibén de protefina
- cinasas dependientes de AMP ciclico en cerebro lo rea
lizaron Weller y Rodnight (1970), encontrando que el
sustrato end6geno es capaz de aceptar la fosforilacién
tan eficientemente como los sustratos ex6genos ensaya-
dos. Para estudiar el grupo aceptor de la fosforila-
cibén practican la hidr6lisis de las proteinas fosforila
das, de donde obtienen como resultado final incorpora-
cién principalmente a serina de las proteinas fosforila
das estudiadas (Trevor and Rodnight, 1965; Jones 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 distribucibn
del sustrato protéico con la distribucibén de las pro-

teina-cinasas. En el anflisis de la capacidad de
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transferir el fosfato de la posicién y del ATP a pro-
teinas endbgenas por estimulacién con AMP cfclico, re-
sulta que el 70% de los aceptores fueron residuos seri-

na y 11% residuos treonina (Johnson, et al., 1971, 1972).

En un trabajo reciente, Ueda, et al. (1973) utili-
zando fosfato radiactivo han intentado aislar las oreo-
teinas substratos que han sido fosforiladas. Disolvien
do dichas protefnas membranales en detergentes para lue
go separarlas en geles de acrilamida, e identificarlas
por autoradiografia. Por este método dichos autores ob
tuvieron incorporacién de marca en dos bandas proteicas
de pesos moleculares 86,000 y 46,000. En ambos casos
la fosforilacibén se efectfia principalmente en los hidré
xilos de los residuos de serina constituyentes de las

cadenas peptidicas de las proteinas.

Weller y Rodnight (1971) demuestran en un sistema
membranal libre de cé&lulas, que existe un recambio len-
to del fosfato unido a proteinas de terminales nervio-
sas como consecuencia de la actividad de proteina-cina-
sa y proteina fosfatasa. Las proteinas sustrato tienen
un porcentaje de grupos hidr6xilo libres de fosforila-

cibn en este equilibrio de actividades enzimdticas.
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Para estudiar el estado basal de fosforilacién de
las fosfoproteinas membranales, Weller y Rodnight
(1973a), confrontan la actividad de proteina-cinasa en
sinaptosomas (sin estimulacién con nucleétidos cicli-
cos), comparando este valor con la presencia de fosfato
en proteinas cuando dichas cinasas son inhibidas con
sales de cobre. La diferencia de los valores observa-
dos demuestran un decremento del 12% del f&sforo total
unido a proteinas cuando se inhibe la accibén 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 ciclico se encuentra acompanada por aenzimas cu~-
ya accibn es la hidr6lisis de grupos fosfato de las pro

teinas.

También en sistema nervioso se ha observado esta
actividad de fosfoproteina fosfatasas cuya funcidén apa-
rente es restituir a su condicién basal a las proteinas

fosforiladas por las proteina-cinasas.

Proteina - Fosfatasa

proteina-(ﬂpol)n + Ha0 T proteina—(ﬁpoi)n_l + HPOL

La actividad de esta enzima es de esperarse impor-
tante en la regulacién de la magnitud v duracién del

efecto del AMP ciclico.

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 mas de 50% asociada a material particulado, especial
mente a fraccibén mitocondrial cruda. Al subdividir es
ta fraccibén en gradientes de sacarosa, la actividad se
muestra concentrada en fracciones ricas en membranas si
napticas y baja en material mitocondrial (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-
cibén particulada y de la fraccidén soluble han demostra-
do diferente afinidad por sustratos exSgenos. Para la
enzima asociada a material particulado el sustrato endd
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 regulacidén en su actividad, aunque se ha re-
portado sensibilidad a bajas concentraciones de sodio,
potasio y algunos nucleStidos (Weller and Rodnight,
1971).
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GANGLIO CERVICAL SUPERIOR

1. Localizacibén y Dimensiones.

El ganglio cervical superior (GCS) es el mayor de
la cadena ganglionar que constituye el tronco costal,
pertenece al sistema simp&tico del sistema nervioso au-
ténomo. Es probablemente el mayor centro de relevos si

ndpticos en el sistema nervioso periférico.

En la rata este ganglid se encuentra localizado en
la cara interna de la car6tida, inmediatamente adelante
de la bifurcacién de la arteria, a nivel de la segunda
y tercera vertebras cervicales. Se extiende a lo largo
de la carbtida interna en la cara interna y dorsal de
esta, junto a los miisculos paravertebrales e inmediata-
mente posterior al ganglio del vago del que se puede
distinguir rdcilmente por carecer este iltimo de ramifi

caciones y por ser su fibra aferente de mayor didmetrc.

Las dimensiones del GCS pueden variar mucho de un
individuo a otro, y afin de un lado al contralateral del
mismo individuo, pero en general mide de dos a cuatro

milfmetros de longitud y alrededor de un milimetro de
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didmetro. 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, 1o que en algunos
casos puede degenerar en una separacibn 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 sindpticos (condi-

cidn no generalizada a todos los ganglios nerviosos).

2. Fibras Aferentes

El ganglio cervical superior recibe fibras aferen-
tes principalmente del tronco simpético. Esta es una
via sumamente fina (aproximadamente de unos 0.08 milime
tros de di&metro), que se une al ganglio en su polo cau
dal. Las fibras que llegan al ganglio por esta via pro
vienen del ganglio estréllado (cervical medio), donde
pueden o nd hacer relevos sindpticos. La longitud de
esta via es de unos 20 milimetros, y en su transcurso

se encuentra incluida en un paquete neuro-vascular que

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

Las vias eferentes mas importantes del GCS son:
en su tercio caudal, la rama comunicante cervical y el
nervio cardiaco superior. En su tercio medio, la rami-
ficacién que acompafa a la cardtida externa, esta via
un milfimetro déSpués de su salida se subdivide y forma
un intrincado plexo con la arteria que acompafa, esta
ramificacién es la de mayor difmetro 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 vaco v
la otra que sale del polo rostral sique a la car6tida
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 fisiologia humana, pero en la rata
es poca la informacidén 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 m&s ge-

nerales y en forma por demés superficial.

Entre las funciones modulares que tienen las fi-

bras eferentes del ganglio estan:

- control motor sobre el flujo sanguineo de cere-
bro, cara y cuello, produciendo vasoconstriccibén en di

chas regiones.

- control pilomotor y sudomotor en cabeza, cara y
cuello, produciendo contraccién en mGsculos pilomotores

y secrecidén en glédndulas sudoriparas.
- control sobre el ritmo cardfaco incrementandolo.

- control en el ojo sobre el didmetro de la pupi-
la, inervando los mfisculos radiales del iris en los que
provoca contraccidén (midriasis), ademds inerva los mscu
los orbital, tarsal y ciliar, modificando la profundi-

dad de visidn.

\

- control sobre glandula lacrimal y gléndulas na-
sales en las que provoca constriccibén, ademds en gléndu
las salivales: submandibular, sublingual y parotidea,

provoca salivacién viscosa.
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La informacibén anatbmica y funcional ha sido obte-
nida de las experiencias en laboratorio y de las siguie:
tes fuentes: a) Luco (1974) b) Dunant (1967)

c) Volle 1972 d) Patton (1966).



- 31 -

PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS

1. Material Biol6gico y Anestesia.

El material biol6gico se obtuvo de ratas hembras
albinas (Porton - Winstar) seleccionadas de un peso en-
tre 230 y 260 gramos a las que se anestesi6 por inyec-
cibén intraperitoneal de solucién de nembutal sédico
(30 mg/Kg). Con esta dosis se logra que las ratas per-
manezcan anestesiadas aproximadamente 3 horas, siendo
la accibn depresora ganglionar despreciable (Exley,

1954) .

2. Diseccibn

Después de anestesiada la rata y sujeta a una mesa
de diseccibn, donde se le practica una incisién en la
cara ventral del cuello hasta la cabeza del esternén,
procurando que el corte no llegue a lastimar los miscu-

los superficiales. Una vez Separada y sostenida la
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piel por medio de tensores, se procede a seccionar los
midsculos 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 facil respiracién del animal. A continuacién se li-
ga y se corta el es6fago, se seccionan los mfisculos pro
fundos hasta la total exposicibn de la arteria car6ti-
da, desde su salida de la caja tordsica hasta su pene-

tracibén por el agujero razgado.

En esta forma queda espuesto el paquete neurovascu
lar conteniendo la carétida, nervio vago y ganglio nodo
so asi como tronco y ganglio simpdticos. Con esta expo
sicibén, el GCS queda en el seno de la bifurcacién de la
car6tida, de donde sube adosado a la ramificacibn arte-

rial interna (fig. 3).

3. Metodologia

a) Electroestimulacién in vivo

Para los ensayos in vivo una vez expuesto el paque

te neurovascular y menteniendo intacta la irrigacién



Fig.

3.

Exposicibdn de paquetes neurovasculares.

Fig.

4.

Presentacidén de la fibra preganglionar.



sanguinea, se diseca una parte del tronco simp&tico en
su porcién mds pr6xima al ganglio estrellado (fig. 4)
donde se secciona para evitar influencias del sistema
nervioso central. Asi aislado el tronco, se colocan
los electrodos de estimulacibén procurando que estos ha-
gan contacto con el tronco simpdtico y se mantengan ais
lados del resto del paguete 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 deregistro postganglionar es
te se obtiene de la rama nerviosa eferente que acompana

a la carbtida externa.

b) 1Incubacibn y Electroestimulacibén in vitro

En los ensayos in vitro se procede a disecar el
ganglio en la siguiente forma: se seccionan en primer
término las fibras postganglionares, procurando obtener
la mayor longitud de ellas, después se desprende el gan

g1io con cuidado evitando lesionarlo, retiréndolo de la

carb6tida y por iltimo se separa el tronco preganglionar



Fig. 5. Colocacién de electrodos para registro de con-
duccibn en tronco simpético.

Fig. 6. Escisibn del Ganglio Cervical Superior.
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desgarrando la envoltura del paguete neurovascular en
sentifo céfalo-caudal y seccionando el tronco simpdtico

(fig. 6).

Una vez aislado el ganglio con sus fibras pre y
postganglionares se procede al descapsulamiento del mis
mo bajo microscopio de diseccibn en la solucién de incu
bacibén que se describird mas adelante. La cdpsula en-
volvente del GCS estd constitufda por tejido conjuntivo
y es necesario retirarla para facilitar el intercambio
de metabolitos entre el ganglio y la solucién de incuba

cibén.

Para llevar a cabo el descapsulamiento (fig. 7) se
sostiene el ganglio con sumo cuidado por la ramifica-
cibn de la car6tida externa en su extremo mas distal,
sin sujetar la cépsula, mientras con un micro estilete
en forma de garfio se engancha la cdpsula y se retira
deslizédndola suavemente por la superficie del ganglio,
en direccidn caudal hasta desnudar de la cépsula al

tronco preganglionar.

Es necesario que la regibn de la rama postganglio-
nar que qued6 en contacto con las pinzas en el descap-

sulamiento sea pequena, permitiendo obtener



Fig. 7. Descapsulamiento del Ganglio Cervical Efuperior
para estudios in vitro.

Fig. 8. Céamaras de incubacifn mostrando electrcdos de
estimulacién (4,4n040 C cdtodo), registro (ES
electrodo de succibn) y tierra (T).
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ilesa una regibén suficiente para obtener registros tran

sindpticos de esa fibra.

La operacién de descapsulamiento se realiza en la
solucién de incubacifn que se mantiene a temperatura am
biente y saturada por burbujeo con una mezcla de oxige-
no 95% y bibéxido de carbono 5%. Este descapsulamiento

no debe tomar mds de 15 segundos.

La solucibén en que se descapsulan y se mantienen

los ganglios en las cémaras de incubacibn es similar a

la utilizada por Banks (1970). Su composicién milimo-
lar es:
mM
NaCl 136.0
KC1 5.6
NaHCO3 16.1
NaH2P04 5.0
M9012 1.2
CaCl2 2.2
Glucosa 5«5

Una solucibn similar libre de fosfatos se utiliza

cuando la incubacibén se hace con fosfato marcado
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(32P), el cual se agrega posteriormente en la clmara al

iniciar la incubacibn.

4. Céamaras de Incubacibn y Electrodos

Los trabajos en el modelo de GCS se pretendieron
hacer inicialmente con camaras de incubacién reportadas
con anterioridad en estudios fisiol6gicos (Banks, 1970;
Garcia Ramos, 1973) pero en aquellos trabajos los fines
eran distintos. En ellos se trabaja con un solo gan-
glio, no se utilizan is6topos marcados, etc. Al utili-
zarse isbtopos radioactivos es necesario reducir al mi-
nimo el volumen de la solucibn por razones de sequridad

y para obtener una actividad especifica elevada.

Para la realizacién de los estudios del GCS in vi-
tro se disefid un equipo que se apega a las necesidades
de la experimentacidén. Dicho equipo consiste de cdma-
ras de incubacién con electrodos de plata fijos, adita-
mentos de control de temperatura y flujo de oxfgeno, y
un circuito semiautomdtico de estimulacién eléctrica pa

ra cada una de las cémaras.

Las c@maras de incubacibn individuales se fabrica-
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-ron a partir de moldes de aluminio en los que se vaci6
material pl&stico de silicén biol6gicamente inherte (Si
lastic RTV-E, Dow Corning). A dicho material se varié
la consistencia hasta lograr que después de la polimeri
zacibén catalizada, presentara suavidad suficiente para
poder sujetar al GCS por su via presinfptica sin causar
le lesibn o impedir su conduccibn, permitiendo un con-
tacto directo de la fibra con los electrodos de estimu-
laci6én y evitando también la formacién de puente salino
entre los electrodos, lo que reduciria significativamen

te la eficiencia de estimulacién.

El objeto de dichas cémaras es ademds de fijar el
ganglio en contacto con los electrodos, mantenerlo su-
mergido en un volumen de solucibén controlado. Con éste
equipo la estimulacibén y registro eléctricos, se pueden
llevar a cabo sin necesidad de volver a manipular el

ganglio después de su colocacibén inicial.

Cada camara (fig. 8) consta de dos pozas, una, la po

za principal con una capacidad de 250 pl donde se coloca

la solucibén de incubacibn y otra mas pequefia, separada de

la primera por una pared de Silastic de unos dos milfme-

tros. Las cimaras estan unidas por una ranura que Sse

.
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Fig. 9. Colocacibn del Ganglio Cervical Superior para
estudios in vitro.

Fig. 10. Disposici6n de las cémaras en el bafio de incu
bacién. B
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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 estimulacién
(4nodo) , que hace contacto con la fibra a través de so-
lucibén salina. E1l otro electrodo (c4todo), se encuen-
tra localizado en la parte media de la ranura, haciendo
contacto directo con la fibra. Al cerrarse la ranura,
la pared de silicbn excluye toda la solucibn salina evi
tando la formacién 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" comin para estimulacién y re-
gistro. Todos los electrodos penetran en el material
pliastico de silic6n viniendo de sus puntos de conexién

al circuito de estimulacibén descrito mas adelante.

Para obtener los registros transindpticos in vitro,
se prepard® un electrodo de succibén con tubo de polieti-
leno (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 ducto se encuentra un electrodo, que
hace contacto con el ganglio a través de solucifén sali-
na, aislado del electrodo indiferente que funciona como

"tierra®™ en la poza principal.
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5. Control de Oxigenacibn y Temperatura

La oxigenacibn, se regqula exterior e individu
te para cada clmara de incubacién en un bafio gue con ca
pacidad para 8 cémaras que permite incubar simulté&nea-
mente 8 ganglios en forma individual (fig. 10). La con
duccibén de la mezcla gaseosa se hace a traves de un tu-
bo de polietileno (Intramedic Tubing cal. .011") desde
el tambor de compensaci6n de presibn, donde se encuen-
tran las v&alvulas de regulacibn de flujo, hasta la par-

te inferior de la poza mayor (fig. 10).

El control de temperatura se logra a través de un
depbsito de agua que bafa la parte exterior de las céma
ras. Este depbsito se mantiene a la temperatura desea-
da por un serpentin de recirculacidén de agqua caliente,
obteniéndose un control de temperatura en las c&maras
de 37°C + 0.5°C. La variacibn de temperatura se moni-
torea por medio de un termopar conectado a un teletermd
metro fabricado en el mismo C.I.E.A. en el departamento

de Ingenieria Eléctrica (fig. 11).
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Fig. 11. Detalle del equipo de regulacidén de oxigena-

cibn, temperatura y duracién de trenes de es
timulacién.

ESTIMULADOR

SELECTORDE
DOS POLOS Y OCHO

RELEVADOR CON b
INTERRUPTOR DE TIEMPO :;‘ISSEB PTOR CON SALIOA AL

CIRCUITO IMPRESO
DE ESTIMULACION.

Fig. 12.

Diagrama del regulador semiautomético de tre-
nes de estimulo.
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6. Dispositivos de Estimulacibén y Registro

La estimulacibén se hace con un generador de pulsos
rectangulares con controles para variar la duracidn,
frecuencia e intensidad de dichos pulsos (Stimulator
Model 588 Grass Instruments Co.). Este generador estéd
conectado a un dispositivo electrénico disefiado y cons-
truido en nuestro laboratorio. Consta de dos relevado-
res, un interruptor de tiempo variable, un selector m@l
tiple y un disparador manual (diagrama fig. 12). Este
dispositivo permite regular la duracibén de cada tren de
estimulos asi como seleccionar cada una de las cémaras
de estimulacibén a través de un circuito impreso, al que

estan conectados los electrodos de estimulacién.

Cuando se trabaj6é in situ la estimulacién se dispa
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 fécilmen-
te con el tronco simp&tico, mienfras el resto de tejido

permanece aislado con algodones empapados en nujol.

El registro in situ se practic6é con electrodos si-

milares a los de estimulaciln, mientras que in vitro se

utilizé el electrodo de succibn antes descrito. En los
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casos que se practic6 el registro electrofisiolbgico,
tanto de la fibra como del ganglio se opt6 por no utili
zar la unidad electrb6nica de regulacibén de duracibén de
trenes de estimulo, por interferir los relevadores elec
tromagnéticamente con la senal en el equipo de regis-

tro.

La senal obtenida en los electrodos, se amplifica
en un preamplificador y un amplificador acoplados por
capacidad (Grass Model P9 AC) y luego es conducida a un
osciloscopio de rayos catb6dicos (Tektronix tipo RM 502)
de donde se pueden registrar fotogr&ficamente (figs. 13

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

Fig. 14. Equipo electrofisiolf6gico para trabajo in vitro.
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ENSAYO ELECTROFISIOLOGICO

1. Propiedades de Conduccién de la Fibra Preganglio-
nar.

Con los electrodos colocados en la forma anterior-
mente descrita para estimulacién y registro de la fibra
preganglionar in situ, se analiz6 la capacidad de con-

duccidn 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 estimulo finico. Se hicieron observacio
nes con estimulos de diferente duracién en el rango de

0.01 a 10 milisegundos.

- segundo.- se estudid en forma similar en el
mismo rango de tiempo el voltaje minimo necesario en ca
da caso para obtener una respuesta mixima conducida por

la fibra.

2. Respuesta Transganglionar

La obtencifn de la respuesta transiniptica es muy
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difficil de observar con estimulos finicos en registros
extracelulares con electrodos de campo (como en el pre-
sente caso), afin si se produce un choque de intensidad
supramdxima. Esta deficiencia se remedia parcialmente
si el choque finico a observar, es precedido de un tren
de estimulos, propiciando la potenciacibén de la respues

ta.

Para las determinaciones bioqufmicas descritas mas
adelante se utilizaron las siquientes condiciones de es
timulacién: se aplicaron choques con una frecuencia de
40 Hertz teniendo, cada pulso una duracifén de 20 milise
gundos, e intensidad de 4 voltios. La duracibn del
tren de pulsos es de 20 segundos. Estas condiciones
ofrecen buena respuesta transinfptica en los ensayos fi
siol6gicos. Sin embargo, no fue posible practicar re-

gistros fisiolbgicos de todos los ensayos bioguimicos.

3. Condiciones Metabflicas y Funcionales del GCS in
vitro.

El GCS ha sido ampliamente estudiado en sus reque-
rimientos metab6licos asi 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 ficil de aislar y que permite la

observacidén de la actividad eléctrica in vitro.

Larrabee y Bronk (1952) obsertvaron que el ganglio
conservado en condiciones apropiadas in vitro, conti-
nfia respondiendo a estimulos eléctricos por perfiodos
prolongados. En dicho estudio se compara el decaimien-
to de la respuesta del ganglio a la estimulacibn in vi-
tro con el decaimiento observado cuando el ganglio sola
mente es seccionado en el tronco simp&tico, mantenido
en el animal sin mas alteracibén y asi 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 diseccién ya sea si solo se sec-
ciona el tronco o si se mantiene el ganglio in vitro en
condiciones favorables de oxigenacibn, temperatura y en
solucidén Ringer con glucosa. Lo que hace suponer que
el decaimiento en la respuesta se deba principalmente a

degeneracibn de las fibras aferentes.

Para corroborar estas observaciones se estudif en

nuestro laboratorio la respuesta a la estimulacién eléc

trica en el GCS por perfiodos 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 estudif la influencia de la esti-
mulacién que sSe usarifa rutinariamente esto es, la apli-
cacibn de un tren con frecuencia de 40 Hertz, cada pul-
so con una duracifén 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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NSA B UIMICO

1. Fraccionamiento Subcelular del Ganglio

Para lograr el fraccionamiento subcelular del gan-
glio se utiliz6 la técnica de De Robertis, et al.

(1962) que se modific6é adapt&ndola a microescala.

Para cada determinacién se utilizaron grupos de 5
ganglios (peso total de 4.5.; 5.0 mg de tejido hfimedo),
los que se cortan con tiejeras castroviejo, bajo mi-
croscopio de diseccifn en solucibén buffer de fosfatos
1 mM pH 7.4, en bano de hielo, obteniendo de cada gan-
glio diez trozos aproximadamente. Este y todos los pa-
sos sucesivos se llevan a cabo en cuarto frio en barfo

de hielo manteniendo una temperatura médxima de 4°C.

El material asi seccionado se transfiere a un mi-
cro homogenizador de vidrio (fabricado con tubo de pre-
cisidn Ace Glass Co.) con capacidad de 600 ul. En el
homogenizador se le agrega solucidn sacarosa 0.32 M en

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

En seguida homogeniza el material con un pistén de ace-
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-ro inoxidable, con una luz entre las paredes del pistén
y las del homogenizador de 8 milé&simas de pulgada. Pa-
ra esta operacibn el pistbn se hace girar a una veloci-
dad de 700 rpm con tres movimientos de descenso y ascen

SO.

E1l homogenado obtenido se transfiere a microtubos
Kimax (500 pl) para centrifugarlo a 1,500 rpm (1,200 g)
durante diez minutos, lo que permite sedimentar nficleos
celulares y particulas macrosc6picas. A la fraccién
asi sedimentada se le denominar& "fraccibén nuclear".
Esta fraccibn es controlada por microscopia 3ptica de
contraste de fases para constatar la presencia de nf-

cleos celulares fintegros.

El material sobrenadante de esta primera centrifu-
gacibn se transfiere a tubos limpios para ser centrifu-
gado a 13,000 rpm (17,500 g) durante 15 minutos. E1l se
dimento resultante de esta operacibn se le llamard "frac
cibn mitocondrial cruda" y al sobrenadante "fraccifn so

luble".

Dependiendo del ensayo, de esta "fraccibén soluble”,

se pueden precipitar proteinas si se agrega un volumen

igual, de una solucién &cido tricloroacetico (TCA) al



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-

minard fraccién proteica precipitada con TCA".

Por otra parte la "fraccién mitocondrial cruda" se
resuspende en 100 pul de solucibn isoténica de sacarosa
(0.32 M) libre de otros iones, centrifugidndola nuevamen
te a 13,000 rpm durante 15 minutos, desechando el mate-
rial sobrenadante de esta operacién. Este paso tiene
por objeto reducir la contaminacién de la "fraccifén mi-

tocondrial cruda" con la "fraccibn soluble”.

La "fraccién mitocondrial cruda" lavada se resus-
pende con la ayuda de un Vortex en 50 pl de solucibn
isoténica 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 21/32" con capacidad de 650 ul).

El gradiente de sacarosa esta constituido de la
parte inferior a la superior por las siguientes solucio

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

y sacarosa 1.00 M, 200 pl. Este gradiente debe ser pre
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-parado con las soluciones frfas poco tiempo antes de su
uso, para evitar hasta donde sea posible la difusién en

tre las diferentes soluciones.

Una vez aplicada la muestra por fraccionar en la
parte superior del gradiente se procede a la centrifuga
cién en un cabezal de columpio tipo SW41l (Beckman) en
ultracentrifuga con refrigeracién (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 operacibén es la obtencibn de
4 bandas de particulas de diferente densidad distribuf-
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 identificdndolas como:
fraccién A; mielina y membranas somiticas; fraccién
B, fantasmas celulares; fraccién C, "sinaptosomas coli
nérgicos"; fraccibén D, "sinaptosomas no colinérgicos";
fraccién E, o sea precipitado en forma de pastilla, mito

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

Las diferentes fracciones asi obtenidas son separa

das manualmente, transferidas a tubos, diluidas con sa-

carosa 0.05 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 excepcién de la pre-
paracién de las muestras para micrbscopia electrbnica
cuya técnica se describe mas adelante, las muestras de
protefnas particuladas y en su caso la "fraccibén protei
ca precipitada con TCA" de la "fraccibn soluble", se di
suelven cada una separadamente en 60 ul de NaOH 0.1N.
El volumen resultante se distribuyd en la siguiente for
ma: de cada muestra dos alituotas de 20 ul se utiliza-
ron para determinar incorporacibn de isStopo radioacti-
vo a proteina, y dos alfcuotas de 10 ul se utilizaron
para determinar cuantitativamente el contenido de pro-
tefnas. La cantidad total de protefina en cada fraccidn

es aproximadamente 1 ug.

Todas las determinaciones se refirieron a concen-
tracibén de proteina cuantificada por el método de

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

2. Preparacién 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 Ssu
observacién en microscopifa electrbnica*: 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 solucibn permanecieron
las muestras durante 15 minutos. A continuacibn se pro
cede a su deshidratacibn 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 presencia de un deshidratante fuerte (6xido de

propileno) dos veces durante 20 minutos cada vez.

Las muestras asi tratadas son preincluidas en resi
na epoxi (Epon 912) y 6xido de propilenoc 1:1, e incluf-

das posteriormente en Epon 812 a 60°C durante 24 horas.

Una vez inclufdas las muestras se cortan en ultra-
microtomo (Portren, Bloom MT1l), se recogen en rejillas

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

Este ensayo lo llev6 a cabo la Srita. Viviana Ch&vez
en el laboratorio de Microscopia Electrénica del

C.I.E.A., a cargo y bajo la direccién del Dr. Adolfo
Martinez Palomo.
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para ser tefiidas con acetato de uranilo (20 minutos) y

citrato de plomo (20 minutos).

Las muestras tratadas en esta forma se observaron
en un microscopio electrénico Zeiss ME9 de donde se ob-

tuvieron registros fotograficos.

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

De las muestras disueltas en NaOH 0.1N se tomaron
alicuotas de 20 ul que se colocan por duplicado, por se
parado en discos de éapel para cromatograffa (3MM
Whatmann) y se secan con aire caliente. Una vez secos
los discos se procede con una modificacién de la técni-

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

Los discos se lavan por un minimo de dos horas en
un matraz en bafio de hielo, con una solucién de TCA al
10% y fosfato de sodio 50 mM, utilizando 6 ml de solu-
cibén por disco, despue€s de lo cual se hacen tres cam-
bios de 15 minutos cada uno en solucibén de composicién
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 solucibn
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 corribé en laminas de geles de
acrilamida lo que permite aplicar varias muestras en un
mismo gel, para una facil comparacién 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
tencibén de los geles de acrilamida se preparan dos solu
ciones madre: la primera conteniendo 20% de acrilamida

y 0.27% de bisacrilamida, esta solucifn se filtra en pa

pel Whatman No.l, para eliminar material insoluble y se



- 60 -

puede almacenar congelada. La segunda es una solucibn
20 mM de fosfato de sodio conteniendo 2% de lauril sul-

fato de sodio (SDS).

De la solucibén madre de acrilamida bisacrilamida se
toman 9 ml y se mezclan con 10 ml de la solucibén madre
de fosfatos - SDS. Se agitan cuidando de no hacer espu
ma y se le extrae el gas disuelto con vacio. A conti-
nuacibén se agregan agitando 150 pl de N,N,N',N'-tetra,
metil, etilendiamina (TEMED CANALCO) y un mililitro de
solucidén de persulfato de amionio al 3% recientemente
preparada. Toda la solucifn se agita suavemente sin es
pumar y se llenan las celdas. La gelificacibn se lleva
a cabo en un minuto sin necesidad de fotocatdlisis.

Las celdas preparadas para este fin tienen las siguien-

tes dimensiones: 7.7 x 7.7 x 1.5 milimetros.

La muestra a analizar debe estar en solucibn, para
lo cual se tratan con una "solucidn digestora" consis-
tente en: 1% mercaptoetanol; 2% SDS, 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 depbsitos electrolfiticos con solucién
madre de fosfatos - SDS dilufda 1:1. En estas condicio
nes se procede a la electroforesis, colocando el &nodo
en el depb6sito electrolitico opuesto a la muestra. La
diferencia de potencial en los bafios electroliticos se
ajusta a una intensidad 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 ba
fio de TCA al 10% durante 15 minutos, para fijar las pro
tefnas. La tincibén de las proteinas en el gel se hace
en una solucién de 10% metanol, 7% &cido acético y
0.25% colorante azul de coomassie durante 20 minutos
con agitacién suave, despuds de lo cual para eliminar
el exceso de colorante se lava en una solucibén similar
a la anterior sin colorante hasta que las zonas caren-

tes de proteina quedan incoloras.
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5. ME&todos de Incubacién del Ganglio

a) Incorporacibn de (32P)—Fosfato en condiciones

basales.

4) a proteinas en ganglio sin fraccionamiento.

Con objeto de conocer la cinética de la incorpora-
cibén de (32P)—fosfato a las proteifnas del GCS in vitro,
se analiz6 dicha incorporacién por dos tipos de experi-
mentos con distintas técnicas pero en ambas sin proce-

der al fraccionamiento subcelular.

En el primero se incubaron los ganglios en cémaras
individuales en la forma antes descrita, pero ahora se
agrega en cada c8mara a la solucibén de incubacién fosfo
ro radioactivo (32P) en forma de ortofosfato. La acti-
vidad presente en cada cémara es de 125 uCi
(462.5 x 104 dps). La solucibn de incubacibén se susti-
tuye cada 60 minutos por solucién fresca (mantenida tam

bién a 37°C) con idéntica composicién y actividad.

Incubados en la solucién anterior muestras de 5
ganglios se obtuvieron para cada punto, con perfodos de
incubacién de 0, 10, 3G, 60, 100, 130, 170 y 200 minu-
tos, considerando tiempo cero, el momento de agregar la

mezcla radioactiva a la c&mara que contiene el ganglio.
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Al terminar el tiempo de incubacién el ganglio se
retira de su cdmara, e inmediatamente se congela en ni-
tr6geno liquido, y se transfiere al homogenizador que
se mantiene en bano de hielo ahif el ganglio se disuelve
con la ayuda del piston en 40 ul de una solucién 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-
cubacibén inicial en la solucién radioactiva por 60 minu
tos, se sustituye esta solucién por una equivalente pe-
ro con fb6sforo estable (31P). 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 determiné cuantitativamente proteinas y

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

iL) a proteinas presentes en las diferentes fraccio

nes subcelulares.

En base a los resultados de los ensayos anteriores

se procedié a repetir las incubaciones en forma semejan

te al segundo ensayo, o sea incubacibn en solucién ra-
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-dioactiva solamente durante los primeros 60 minutos,
sustituyendo en ese momento la solucién por una fresca

con fb6sforo estable.

Los ganglios en este caso finalizando su tiempo de
incubacibén, al ser retirados no se congelan ni se di-
suelven en sosa sino se fraccionan con la técnica des-

crita en métodos.

b) Incorporacién de (§2P)-fosfato a proteina indu
cida por estimulacibén eléctrica. ‘

Con objeto de observar la presencia de alguna modi
ficacibn en el recambio de (32P)-fosfato relacionada
con la estimulacibén eléctrica, se incubaron ganglios en
las condiciones antes descritas, por un periodo de 60
minutos. Después de este periodo de incubacifn se pro-
cedibé a estimular los ganglios en la siguiente forma:
se aplicaron pulsos con una frecuencia de 40 Hertz, ca-
da pulso con una duracibén de 20 milisegundos e intensi-
dad de 4 volts, la duracibén total del tren de estimulos
es 20 segundos. Obteniendo muestras de ganglios en los

tiempos indicados después de esta estimulacibén. Estos
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ganglios se fraccionaron para estudiar las variaciones
en la cinética de incorporacifén 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 andlisis de la electrofisiologia de la fibra pre-
ganglionar se estudiaron algunos pardmetros de la conduc
cibn; entre estos estan el umbral de respuesta, la res

puesta maxima y.la conduccibén de estimulos repetitivos.

El umbral de respuesta del tronco nervioso, es el
vbltaje minimo necesario para obtener una respuesta pro
pagada en la fibra. Esta respuesta se estudié en fun-
cibén de dos variables; duracién e intensidad del esti-

mulo.

La duracién del estimulo se varid en forma discre
ta en el rango de 0.01 a 10 milisegundos. En cada uno
de los tiempos se varid el voltaje, para determinar el
umbral de respuesta (minimo voltaje requerido para pré
ducir una respuesta propagada). En la gr&fica de los
resultados (fig. 15), se observa que con estimulos de
duracién de 0.01 m seg no se pudo evocar una respuesta

afin con los estfimulos maximos usados, de 20 voltios.

La primera respuesta se observa cuando el estimulo

tiene una duracién de 0,02 milisegundos y una intensidad
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de 15 voltios. A partir de este punto, un aumento en
la duracibén del estimulo, produjo un descenso en volta-
je necesario para observar el umbral de respuesta, al-
canzé@ndose asi un valor minimo de 3 voltios cuando la
estimulacién tiene una duracién 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 conduccién de la mfnima cantidad de fibras

nerviosas que puede ser registrada.

El concepto de respuesta mdxima en una fibra ner-
viosa, por el contrario se refiere al minimo voltaje ne
cesario en la estimulacién de dicha fibra para obtener
la conduccibén de un impulso por una poblacién mixima de
axones. Similarmente al caso anterior se estudif este
parémetro en el rango de 0.01 a 20 milisegundos de dura
cién. Aungue la aparicibn de la respuesta se puede ob-
servar con una duracibn del estimulo de 0.02 milisegun-
dos como se describe en el pdrrafo anterior, con estimu
laciones de corta duracién no se alcanzd el limite de
respuesta méxima en el registro, sin embargo, cuando se
estimulé con una duracién de estimulo de 0.10 milisegun
dos a pesar de aumentar la intensidad del estimulo no

se incrementa la respuesta. A partir de este punta
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Fig. 15. Respuesta umbral y méxima en el tronco simp&-

tico.
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al incrementar la duracién del estimulo, disminuye ré&pi
damente el voltaje necesario para obtener esta respues-
ta méxima, alcanzando un valor minimo de 9 voltios a

partir de un tiempo de duracifn de estImulo de 0.2 mili

segundos en adelante.

La respuesta méxima, si representa la estimulacién
de todas las fibras, o la mayor parte de ellas pues no
hay que olvidar que lo que obtiene es un registro de po
blacién, donde la mayorfa de las fibras es incapaz de
propagar estimulos de duracifn menor de 0.1 milisegun-

dos.

Los valores de respuesta umbral y méxima en esta
fibra se presentan graficados en forma comparativa en

la fig. 15.

Conociendo estas propiedades de umbral y respuesta
méxima de la fibra, se estudié la conduccibn de pulsos
en la misma, cuando se aplican en forma repetitiva con
una frecuencia de 40 Hertz, una duracif6n del tren de es
timulos de 20 segundos, siendo la duracibén de cada pul-
so de 20 milisegundos. En estas condiciones la fibra
fue capaz de responder en forma estﬁble solo durante

trece segundos.



Por iltimo, si después de diez segundos de esta es
timulacidén repetitiva se aplica un choque finico, 1la res
puesta es idéntica a la control sin presentar potencia-

cidn.

En los registros obtenidos con estfmulos finicos se
advierte que la respuesta estd compuesta de dos ondas,
que reflejan la existencia de grupos de fibras con dife
rente velocidad de conduccibén. Ademds la velocidad de
conduccibén de las fibras en cada uno de estos grupos no
parece ser idéntica ya que la forma de las curvas indi-

can dispersidn.

La heterogenidad de composicibén de la fibra pregan
glionar complica por supuesto el estudio de una respues
ta transindptica ganglionar. En nuestro estudio por di
ficultades técnicas se trabajé estimulando toda la fi-
bra y para simplificar el andlisis de la respuesta se -

obtuvieron registros monotépicos.

El principal criterio que usamos para juzgar la
presencia de relevos sindpticos de caracter quimico fue
la potenciacibén de la respuesta al ser precedida de
otros estimulos,siendo esta potenciacidn mdxima con es-

timulos de baja frecuencia (1 Hertz). La respuesta



Fig. 16. Respuesta transindptica a la estimulacién
eléctrica en Ganglio Cervical Superior.

Fig. 17. Resultado del fraccionamiento de la fraccion
mitocondrial cruda, del Ganglio Cervical Supe
rior en gradientes discontinuos de sacarosa.
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observada en cualquiera de las fibras postganglionares
antes descritas se deprimid después de estimulacién re-
petitiva de alta frecuencia durante 10 segundos, y'como
era de esperarse después de este tren de estimulos, un

estimulo inico presenta una intensa potenciacién.

La respuésta ganglionar es compleja y se ha estu-
diado mas ampliamente por Dunant (1967). De nuestras
observaciones solamente podemos decir que en ur sistema
de amplificacibén acoplado por capacidad, se observé a
groso modo una respdesta compuesta por dos ondas negati
vas r8pidas y una positiva tardia (fig. 16), y que de
estas la onda negativa de menor velocidad de conduccibn,
es la que presentd§ el mayor grado de la potenciacibn

antes descrito.

El decaimiento de la respuesta transinptica de
ganglios mantenidos en incubacién in vitro afin por pe-
riodos de 120 minutos no fue significativo, ni se obser
v6 ninguna modificacibn de esta respuesta cuando se
aplicaron estimulos con una frecuencia de 40 Hertz, 4
volts, 20 milisegundos de duracibn, durante 20 segundos,
comparando los registros con los de ganglios sin estimu

lacién.
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Homogenizacién del Ganglio

En el proceso de homogeneizacibén del ganglio la ve
locidad de giro del pistén que se utilizé en todos los
casos fue de 700 rpm aunque no se observé diferencia en
los resultados afin con una velocidad de 350 rpm. Fue-
ron factores criticos en la homogeneizacién, la veloci-
dad de desplazamiento del pistdén y el nfimero 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 empo
brecen 6 desaparecen, por lo que el pistén debe despla-
zarse muy lentamente en el homogenizador (aproximadamen
te 1.2 mm/seg) con un méximo de 3 movimientos de descen

so y ascenso del pistén en el homogenizador.

Para optimizar condiciones de separacién de las
fracciones subcelulares, se modificaron los gradientes
de sacarosa tanto en su relacibén volumétrica, como en
su densidad, con el objeto de obtener las bandas de par
ticulas mas concentradas en las interfaces, quedando es
tas mads separadas entre si y evitando la presencia de

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

cando a la buena separacifén de las fracciones C y D.
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La fig. 18 es una fotografia de microscopia elec-
trénica de la fraccién C. En ella estan presentes mem-
branas vesiculadas conteniendo varios tipos de estructu
ras. Estas membranas vesiculadas estan constituidas en
gran parte por terminales nerviosas mejor conocidas co-
mo sinaptosomas, en el interior de las cuales existen
vesiculas y mitocondrias sinfpticas. Adosadas a estos
sinaptosomas se pueden observar estructuras sindpticas,
y la "red postsindptica". La fig. 19 muestra la pobla-
cibén de particulas de la fraccidén D en donde se obser-
van estructuras similares siendo el didmetro de vesicu-
las mayor y a la microscopia electrfénica mas densa, se
advierten ademds, estructuras mitocondriales de mayor
tamafo, probablemente de origen somdtico, ya que estos
organelos‘suelen estar presentes en esta fraccibén como

contaminantes.

Patrones de Geles en Acrilamida

De las distintas técnicas de separacién de protei-

nas en geles de acrilamida, las m&s comunmente usadas

son aquellas en que se utiliza dodecil sulfato de sodio
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(SDS) como detergente disolvente y disociador de cade-
nas de polipéptidos. En estas condiciones, este deter-
gente forma una envoltura a las proteinas confiriéndo-

les su carga negativa.

En la separacibén de proteinas por electroforesis,
la migracién de estas es proporcional a su carga eléc-
trica y el volumen relativo de la particula respecto a
la matric reticular del gel de acrilaminda-bisacrilamida.
En casos como este donde las proteinas han sido trata-
das con detergentes ibdnicos, la proteina migrard casi

totalmente en funcibén de su "volumen molecular".

Los resultados de la electroforesis de las fraccio
nes C y D (fig. 20) presentan patrones protéicos cuali-
tativamente distintos entre si, 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 migracién e intensidad
de la fraccifn C a la fraccién D. Puesto que dichas
protefnas emigran solamente en funcifén de su volumen
(Shapiro, et al., 1967; Weber et al., 1969), las que se
han desplazado en mayor grado, poseen un "volumen mole-

cular™ menor.



Fig. 18. Microscopfa electrbnica fraccién C (12,000 x)
) TN, terminales nerviosas.

Fig. 19. Microscopia electrénica fraccién D (12,000 x)
TN, terminales nerviosas, M, mitocondrias.
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Electroforesis en geles de acrilamida de

fracciones C y D.

la
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No existen reportes anteriores en cuanto a electro
foresis en geles de acrilamida de estas fracciones mem-
branales en ganglio cervical superior, que permitan la

comparacibén de estos resultados.

Incorporacién de (32P)-Fosfato in vitro

Pretendiendo analizar el contenido de fosfato mar-
cado unido a protefnas en las diferentes fracciones se
propicié la incorporacibén de esta marca a las proteinas
del ganglio. Esta incorporacidn se logré incubando el
ganglio en un buffer conteniendo la marca en la forma

como se describe en métodos.

La incorporacibn de marca al total de las protefinas
del ganglio (fig. 21), no alcanza saturacibn en tiempés
de incubacibn hasta de 4 horas. Durante este tiempo en
la solucibn de incubacibn, se sustituyd por solucibén
fresca conteniendo la cantidad original de la marca

(125 pCi).

Ante la imposibilidad de alcanzar la saturacibén de

incorporacién de (32P)-fosfato en las protefnas totales,
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se prefiri6é proporcionar solamente un pulso de dicha
marca. Con este fin, se incub6 el ganglio en presencia
de la marca, solamente durante los 60 minutos iniciales
de la incubacibn. En esta forma se logra alcanzar un
maximo en la incorporacibn de fosfato marcado en el to-

tal de proteinas del ganglio (fig. 22).

Habiendo obtenido este equilibrio en la incorpora-
cibn de la marca a las proteinas del ganglio sin frac-
cionar, se procedibé a analizar la incorporacién de P32

en las diferentes fraccione$ subcelulares del ganglio.

En las digs. 23 y 24, se grafican los datos de la
variacién de actividad especifica de las fracciones so-
luble y nuclear, asi como las subfracciones membranales
C y D en funcidén del tiempo. En dichas grdficas se con
sider8 como tiempo cero, el momento en que se retira la
solucién conteniendo f6sforo radioactivo y se sustituye

por la solucién conteniendo fésforo estable.

Las protefnas constitutivas de las fracciones solu
ble y nuclear alcanzan miximo de incorporacién a un
tiempo mis prolongado que las fracciones sinaptosomales

(C y D) sobre todo probablemente debido a que las prime

ras estan constituidas por una cantidad mucho mayor de g;’::§§§
Yrd o
proteinas. Aunque no se calculé la cantidad de protefna ’@ﬂ‘aﬂ"ﬁ
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Fig. 21. Incorporacibn de (32P)—fosfato a proteinas to
tales del Ganglio Cervical Superior. Incuba-
cién en solucién conteniendo el isotopo radio

activo durante 200 minutos.
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Fig. 22. Incorporacién de (32P)—fosfato a proteinas to

tales del Ganglio Cervical Superior. Incuban
do en solucibn conteniendo el isotopo radioac

tivo durante los primeros 60 minutos.




C.PM. 10°5/mg PROTEINA

- 82 -

O
O
201 @ SOLUBLE
O NUCLEAR
1 | 1 1 1
20 50 70 100 130

TIEMPO EN MINUTOS

Fig. 23. Incorporacibén de (32P)—fosfato a proteinas
presentes en las fracciones soluble y nuclear.
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Fig. 24. Incorporacién de (32P)—fosfato a proteinas

presentes en las fracciones C y D
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en un ganglio se observ6 que las fracciones soluble y
nuclear contienen la mayor parte de la protefna pues la
fraccibn mitocondrial cruda obtenida de 5 ganglios con-

tiene aproximadamente 10 ug de proteina solamente.

La actividad especifica aproximada en el punto m&-
ximo en la fraccibn soluble y la nuclar es 42 y 37 x
105 cpm/mg de proteina, y en las fracciones C y D es de

16 y 26 x 105 cpm/mg proteinas respectivamente.

32,

Los valores anteriores de incorporacién de (P
fosfato son valores obtenidos en condiciones basales de
funcionalidad de los ganglios. Comparativamente se de-
terminé la influencia de la estimulacidén transindptica

del ganglio en la incorporacién de (P32)-fosfato de las

diferentes fracciones celulares.

Grupos de ganglios tratados en la forma descrita
se obtuvieron a los tiempos indicados después de la es-
timulacién. E1 andlisis de la actividad especifica in-
corporacién de (P32)-fosfato a proteinas, mostré clara
variaci6én en las protefnas de las subfraccién C exclusi
vamente, no observdndose cambio alguno en las otras frac

ciones.
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Esta variacifn en el recambio de fosfato manifesta
da como un incremento de la actividad especifica de las
proteinas presentes en la fraccién C se empez6 a obser-
var 30 minutos después de la estimulacibn eléctrica,
mostrando una actividad m&xima a los 40 minutos, tiempo
después del cual se restablece su actividad al mismo ni

vel que se encontraba inicialmente.

La'variacifén de la actividad especifica en el mo-
mento de m&xima actividad es de 50% mayor que el estado

basal de la fraccibn C.

No se observaron variaciones significativas en la
incorporacién de las otras subfracciones celulares, ni
afin en la fraccién D (fig. 26), la que contiene también

sinaptosomas.
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Incorporacién de (32P)—Fosfato a protefnas de
la fraccién C cuando el Ganglio Cervical Supe
rior ha sido estimulado eléctricamente al tiem

po cero en sus vias aferentes.
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Fig. 26. Incorporacibén de (32P)—fosfato a proteinas de

la fraccién D cuando el Ganclio Cervical Supe
rior ha sido estimulado eléctricamente al

tiempo cero en sus vias aferentes.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La observacién de que gran cantidad de respuestas a es-
timulos hormonales son mediadas por protefina-cinasas de
pendientes de AMP ciclico en miiltiples tejidos animales,
sugiere que la investigacién de los sustratos de estas

enzimas, reportados tanto a nivel de membrana plasmiti-
ca, como ribosomas, citoplasma y cromatina, pudiera ser
fructifera en la elucidacién del mecanismo fisiol6gico

intimo de la accién hormonal.

Estas esperanzas se han encontrado con serias difi
cultades,debido en gran parte a la presunta poca especi
ficidad de las proteina-cinasas, pues hay una contradic
cidén aparente en la afinidad por miltiples sustratos en
una enzima que juega un papel central en mecanismos re-

gulatorios.

Esta aparente inespecificidad enzimdtica se resuel
ve si se observa que cuanto mds fisiolbgico es el siste
ma de estudio a investigar, mds restringida estd la

efectividad de estas proteina-cinasas, respecto a los
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sustratos protéicos fosforilables, lo que implica que
la especificidad puede estar asociada a la disponibili-
dad topogrdfica del sustrato. Si es este el caso, el
estudio del mecanismo. debe intentar realizarse procuran
do alterar en el menor grado posible, el estado natural

del sistema.

En el sistema nervioso de animales superiores, es
diffcil encontrar un modelo sindptico que pueda aislar-
se sin ser modificado y que permita afin in vitro la esti
mulacibén de la totalidad de sus vias aferentes. E1 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 es
timulacién indiscriminada y repetitiva de las vias afe-
rentes en un centro de relevos sindpticos, 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 estimulacién indis-
criminada y repetitiva sea capaz de desencadenar la ac-

tividad de mecanismos bioquimicos, como aparentemente

sucede en el caso aquif presentado.
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Es atractiva la suposicién de que la fosforilacién
estudiada, al alterar la estructura de las protefnas
mismas pueda modificar entre otras cosas las propieda-
des de la membrana, al provocar cambios conformaciona-
les y de aumento de caracter hidrofflico de la protefna
involucrada, lo que presentarfia un panorama muy intere-
sante en células en que es importante la regulacién de
la permeabilidad de la membrana a iones de los medios
electrolfiticos que limita. Efectivamente, la fosforila
cidén en el sistema escogido, parece ser mis selectiva
en cuanto que se afectan fundamentalmente protefnas mem

branales sinépticas.

El sistema de fosforilacibén estudiado no es activa
do como respuesta general a la estimulacién por cual-
quiera de los neurotransmisores conocidos y en particu-
lar no se ha buscado como respuesta a la estimulacién
de sinapsis colinérgicas, que es el caso de las células
Preganglionares en el GCS. Por falta de demostracién
de que la acetilcolina estimule al sisﬁema del AMP ci--
clico, se ha supuesto que este neurotransmisor es inca=-
paz de llevar a cabo esta funcibn, aunque si se ha de-

mostrado que la acetilcolina es capaz de estimular la

sintesis de GMP ciclico.
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Por los motivos anteriores y suponiendo que el GCS
sea farmacol6gicamente similar al sistema nervioso cen-
tral es necesaria la existencia de otro neurotransmisor
presente en el ganglio que sea capaz de desencadenar
la actividad del sistema del AMP ciclico, con la conse-

cuente fosforilacidn de proteinas membranales.

Se ha reportado en GCS la presencia de otro neuro-
transmisor que podrfa cumplir con estos requisitos, la
dopamina, que es presunta mediadora entre las interneu-
ronas y las neuronas ganglionares propiamente dichas,
desempefiando las primeras probablemente una funcién de
modulacién en esta comunicacién. La dopamina que es un
neurotransmisor adrenérgico, se ha descrito como capaz
de evocar la actividad del sistema del AMP ciclico en

el GCS (Kebabian and Greengard, 1971).

Ahora bien, en homogenado de corteza cerebral se
ha observado que la distribucién de las enzimas involu-
cradas en el metabolismo de la acetilcolina se encuen-
tran preferentemente en la subfraccién C de la fraccidn

mitocondrial cruda, y no existiendo antecedentes a este



respecto en el homogenado de ganglio, se puede suponer
una distribucién similar de dichas enzimas, lo que no
excluye la existencia en la misma subfraccién de sinap-

tosomas mediados quimicamente por otro neurotransmisor.

Por los mptivos arriba expuestos, se esperaba que
la fosforilacién de proteinas sinaptosomales ocurriera
preferentemente en la subfraccién mitocondrial D, donde
predominan los neurotransmisores no colinérgicos (adre-

nérgicos, GABA, etc).

En esta situacidn dos soluciones puden sugerirse
para interpretar esta actividad; 1la existencia de
otros sinaptosomas con distinto neurotransmisor y con
distribuicién similar a los de la acetilcolina, 6 las
mismas de acetil-colina que pudieran provocar la estimu

lacién del sistema del AMP ciclico.

Simultdneamente a la fosforilacién, en nuestro la-
boratorio se estudié,la activacibn de una proteina-cina
sa dependiente de AMP ciclico en el GCS, como consecuen
cia de la estimulacidn repetitiva, observédndose una se-

cuencia temporal en el incremento del nuclebtido ciclico



(AMP ciclico) v la actividad de la proteina cinas:

(Bay6n, 1974). En los dos casos anteriores por di: -

tades técnicas no se estudié la distribucibn subce _l:r

de las actividades enziméticas.

La fosforilacién de proteinzs de terminales nervic
sas, se observa en otros laboratorios en trabajcs simul
t@neos a este, en sistemas likres de células tales comc
sinaptosomas (por ejemplc los doctores Paul Greengar<
Richard Rodnight). En esos trabajos la estimulacifr de
la actividad de proteina-cinasas, se realiza agreganin
concentraciones elevadas de AMP ciclico, a una suspean-
sidén de sinaptosomas. Es de esperarse gue la estimulia-
cién a través de este segundo mensajero provocase la ac
tivacibén de tcdas las proteina-cinasas dependientes dc
AMP ciclico y consecuentemente dar como respuesta, va-

rios sustratos fosforilados.

Como se menciona ern la seccibn de generalidades,
Greengard solo observa la fosforilacibén de dos protei-
nas en estas fracciones (dificil de dicernir si ocu-
rre esta fosforilacibn simulté&nea o sucesivamente). £t

ta fosforilacibn es casi inmediata a la estimulac:i?:



por AMP ciclico y no se buscan respuestas en tiempos ma

yores a dos minutos de incubaciébn.

La utilizacién de sistemas libres de células en es
tos estudios presenta inconvenientes como la estimula-
cidén generalizada de proteina-cinasas, de las cuales al
gunas pueden no estar involucradas en fenémencs sindpti
cos. También pueden alterar estas condiciones el desa-
rrollo temporal de la aparicibén de la respuesta y elimi

nar interacciones a nivel estructural.

A pesar de lo poco comparable de los modelos de ex
perimentacién, los resultados de los trabajos en sinap-
tosomas pueden ser compatibles o complementarios con

los aqui obtenidos.

Parece pues que es vdlido suponer que er el ganglic
existen respuestas metabSlicas a la estimulacién sinép-
tica con diferentes velocidades de aparicibn, las que
pudieran encontrarse en las diferentes vias c¢2l ganglio
produciendo distintas fosforilacicnes de sustratos pro-
téicos que corresponden a respuestas fisiol6gicas dis-

tintas.
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Se ha buscado muy frecuentemente modificaciones en
"la eficiencia" de la comunicacibén neuronal como conse-
cuencia de su actividad previa, lo que indicaria que la
sinapsis desarrolla mecanismos modulatorios de su acti-
vidad en base a esa informacidén, alin tiempo después de
haberse transmitido y propagado la senal eléctrica. Al
gunas modificaciones de este tipo se han observado en
sistemas neuronales que involucran sinapsis que varian
su "eficiencia" de transmisibén (Luco, 1939; Blis,
1973). Seria interesante realizar experimentos que per
mitieran aclarar alguna relacidn de los resultados bio-
quimicos aqui 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 vias
sindpticas, si se hace uso de la farmacologia y los re-

sultados bioquimicos hasta hoy obtenidos.

Para aplicarse en la identificacibén de los substra
tos protéicos de las cinasas y estudiar las modificacio

nes fisiol6gicas subsecuentes a estas actividades enzi-

méticas, seri necesario adelantar en el conocimiento de
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la farmacologia bioquimica y fisiologfia del ganglio y
utilizar técnicas de trabajo in situ, que permitan la
observacién de las modificaciones en las respuestas de
los diferentes 6rganos efectores, mediados por el GCS

y asi poder verificar si esta fosforilacién de material
protéico en las sinapsis est8 asociada con algfin cam-

bio funcional en dichas regiones sindpticas.
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