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»~l T1omhr13 <:>~ la t:STJ€ci:, ·"."nii:1.;-l que tiene m:1s dominio 

:~0·1ro :·~l medio aue le rodea. ~in enb;i.r:r,o, ese domini:<) no ha sido 

,'.'lr1 '"11J.ir1f1o solamente nor las caractf:-:r!:.;;t. icas genéticas selecciona-

das por la mortril td ad --r reproducció:n r] it::>r•:Jnc 1.:-1.1 de los or,~anis-

inos An una noblación, •'.lUe son los procesos que gu írcin la evolución . . 
orr~nica dci 1.os seres vi"TJos: sino nor el des,-;;rrollc de la culturo 

{oue es un mejor conocimiento del medio q11e le rodea); resultado 

de ~'u Ci:;"O.~cidr::d c?e recordar, de anticipa.rso e irr.aginar el .futuro 

y de comunicar:--;<~ (1 L Ese conociMiento le permite analizar los 

uroolemas a one se en:frenta y d~r la mejor de las soluciones posi 

ñles. 

Las carncterísticas que posee el hombre le han dado la 

ventaja. de no ser tan :facilmente seleccionado por el medio como 

ot.ros ori;anismos, ya oue puede llegar a adaptar el medio a sus 

necesidades y no simplemente él adaptarse al medio • 

.e.unoue el hombre es, en este s~ntido, un organismo 

excepcional, tiene muc~a.s car;;ctoristic:u; en común con los demás 

c.'1 :),~ci.rlad de oercibir camhios ouímicos y ener!!éticos en el l7ledío 

::J traves de estructuras especi;:;lr1ente adaptadas para ello. 

"8stAs Asr.ruct.ur~8 registran todri. la información aue recibe el 
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vas c::iracte1~ist.ic<;;·' les permiten procesa.r de !-:lnnera ráoida todas 

las sensaciones. 'Sl .t'.!;rado en que se -puede proces.3-r la in.forma-

ci.ón en esos C'2n7-:--os varia o.:randemente en diferentes o:r·:;r::'il: ·:.1os 

y puede involucr,;.r desde un simple respue~-:t.~ re.fleja hasta compli 

cedes circuitos oue almacenan informaci.Ó!1 y la -procesan en formas 

muy so.fisticad.qs. Una vez habiendose tornado una decisión en estos 

centros, se envían señAles al resto del organismo para realizar 

la acci6n m6s conveniente. 

~1 conjunto de receptores de estímulos, y J.os centros 

de oroces~miento, así como las vías que transmiten informa.e i.Ón 

Pntre ellos y lAs oue transmiten las sefiales de les decisiones 

tom.qdas a. los e.fectores correspondientes constituyen lo oue co

nocemo:=: como ~I~TEMA NERVIOSO. 

I. B;STRUCTURA Y ORGANIZACIO!~ DEL SISTEMA NERVIOSO 

nna organización·"'~fra~i"~f:> Funcionalmente sü divide em: 
-'..: .j ',-.. -. 

funciones de a:sodi.ac:i.CSn', integra e ión y a.lrn.ecE·n:::'niento de infor-

nrrci.ón ~ · :) < 

h t ~ist.efu~+:+~~'~vfoso 'Peri.fóricÓ~ ,~!tÚff-;f, oue comunica a1 SNC 
"·-=·'.,;- '- ,.,~·""-."'-= - -
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~r~~nos r~cCP~o7~~, e interviene en la trans~isión de decisiones 

voluntr.iri.a:=- 1·1~~t~ los Órr:?;::lnos 1?.fectorss corresponrli.enteE'; y 

e' ~istema. ;-.::érvioso A11tónomo, eme r.onecta al m~c con todos 

los e.fector~s involtmt::irios (involucr~ndo exclusivamente .fibras 

P. .f ercnte s ( 2 1. 

' ~structnrnlmente, el qNc está compuesto por el encéJ'alo 

y la r'léciula espi.na.l. ~l encéf'alo es un~ masa de tejido de f'orma 

irren;ular cuyP-. super.ficie se encuentra. comoletamente plegada~ se 

subdivide en vari.as estructuras entre las que podemos citar al 

cerebro, el cerebelo, los tubérculos cuadri~éminos, el bulbo ra

nuídeo etcétera. 

r.:'l SNC está rode0do por tres capas de tejido conjuntivo, 

denominadas meninges, oue contribuyen a su protecci6n, así como 

t.~rihi ñn ::' su nutriciÓ!i vr:i mle noE"i::-cn vasos 
, 

san:=;ll1neo~. Existen 

otr.?s est:r-uctn::·~s aue tam"1ién nrote.e:en al ~J'W: el cráneo . ( aue 

ta BNf' ,~está constituido por nervios «::igrupa~ i.<)ne~. de 

fibr~s nervios::;s sensitivas y motoras con· te'jido. conectivo y va-
•• ..l 

- . 

so~ sanoUÍneos acompañantes) que se ramiJ'ican al salir del SNC. 

L,:-;¡s fi.b:ras dú los nervios· se lla.nan sensitivas cuando se o:rigi.n.'1;1 

c:r-rr, ~ cu~ndo las fihras salen d0l SNC y llev'ln inf'ormación hasta 

los ÓrP.;anos ~fectorcs se denominan :fibras motoras (4). 

"Sl sistema nervioso .~utónomo, oue se encrirF;í-' de rclac iQ. 
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nRr Pl ~NC con los 0fectoras invoJ.unt~rio~ \'··--u"-.~·,10 .... : ,,, . ., o'el .... r_ ..... 
1 .. ...... u .L J... • ., L.: \_, d.~ 

consta de f'ibras que SI? conectan al SNC con un ganglio (los gan-

1 . . 1 ] . :i.O$ n"?Y-i.110<"!0~ c:c . oca __ izan oor t;r.: J.,~ 

mérhlla ""S'DÜlcil; ne donde nartcn otr;;s J'ib:r-ns que llegan hasta t-1 

ór~;3no e.fGc'cor cor:resnondicr.tc (2,4). 

A. nesar d~ la.s difcrm1cias que existen en estructura y 

org~nizaci6n entre los tres sut2istemas del sistema nervioso, to

nos poseen la misma base funcional, es decir, la capacidad de 

transmitir y procesar inI'ormaci6n. esta capacidad se debe a las 

proniedades tie l;:ts células del tejico nervioso. 

· II. · COMPOfRNTZS CELUL.~R!: e; D31 T.-:JIDO NERVIOSO 

Los ni.ferentes sfUPOS ceinlares qtie co::-istituyen el teji 

do nervi.oso son los si.t;l.licntcs: 

A} Las neuronas 

B) L~s célul,-:;s gliales 

r, ; Las célul.:ts d.;~ ~.:.c. }y;r!::in!1 
1 .... ...., .. ~·-:--"'"' -

·. ' . ' 

Aj La rJ.eUrona e~ la cEfltiin especializad;:º dél t~jido 

n0rvi.oso que oosd0, Ins cr-?:racte~.,., l.s~icnr~ p!"'rticul8res a. léls cu;:le;: 

? ~ dehr:; el-J'unc{Ó·n~faferftó -;rntco del mi Ar:io. JJa neúron2. pue·d e tE .. -

::~:r d i.;ttritas roi-!tlas-i t"áma~?ibs-eh I~ s diJ'cr~~1-tc [:! regiones de i 

nero en gel1er.?.1 2 .. e le distin~1en las si.rnlientes rei;iones: 



11 La dendrítica 

::>} La somáti.ca 

3) La axónica 

5 -

11 L::i regtón dendrítica está formada por una gran 

-cantidad ele la memhrana celular, todas ellas muy delgar1ns y 

cortPs. Rsta carncterí.stica le confiero a esta regi.Ón una super

fi.(d.e muy grande a la eme se pueden ·'conectar:' las termina.les ax.Q. 

nicr-is ( rar:-i vez lr-is clendríticas} de otras neuronas. Las dendrí-

ta~, ouP- son las nrolon~aciones membranales antes mencionadas~ r~

cihen la mayor-la de contactos provenientes de otras neuronas. 

También el soma celulnr y los ::ixones los. reciben, aunque en menor 

Figura l. Esquema en 
que se representa1.1. las . .. 

regiones r'l.e una neurona. 

·C. e. - cué~no ó soni:.:i. ce
lul :1r. 

: D. rl.e'1.drit~s 

iA. - axón 
i ( N - núcleo, M - mi to
! condria, RE - retículo 

e;.1d·Jnlá2rnico, V - vesi. 
culus; mf. - microfiln 

m1311tos, mt. - microtú
bulos, e. N. · - cuér'1os 
de rf ir:;sl_~------

V 
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? ' I .. a rer;:i.Ón som.itlc.'!l.. es l~ más vn lum r.nosn de la c()lu-

1 .:1 ( 5 ... 1on .Aim ne <H~mr>tro) ( 5), y en elln se local i ?:an los orp.;anolo s 

celular~s r,>ntre lo~ aue se encu~:ntr:~n mi.crofilmnentos y microtúbu 

Jon (nnPa l~ contr~ccl6n y el trnnPnorte1 así como los cuerpos de 

Ni.Rsl, ele .f'ormr:i. tíni.ca nar~ cada P-;TUno de mmronn.s ( 6, 7). El soma 

cons 1-;i. t-.u"I"'"' 1.::i re.o:i.ón más i.mnort;.inte p;:'lra la sínto sis de mAcromolé 

cul.:J.s. r.;s imnort:mtr-• hnccr notnr r.iun una ve7 des.3rrollada lri nc:!d_ 

ron<3 como tr:il, el n1foleo pi.crrlc su cri71ri,ci.d:~d de dividirse, nor lo 

rn.1~ no '?:xi.ste la car)a.c Ulnci de reponr:r células muertas medV:inte la 

r1 iYi.si.ñn celnl:3r. 

1, ~l ax~n es unR prolon~nci&1 de la membrana neuronnl 

ri m.!?nern cie tut~o de 1111 r!i~metro extremadamente neoueño {1-20 .Jll1l 

en verteh~~dos,. En al ~rm se encuentra rodeado por una o varias 

c~n.~ s ñe mi.ol ina. La m:i.e 1 ina es una sirntnnc in compuesta de .fosfQ. 

l {pi.nos y nrr)teín::iP: <1Ue se encuentrn cub i.erta por el neuriléma-

(nf'l11'--r~Tlé" ri~ l~ i=; céluln s de ~chw~nn j. La miel inn no cubrP. por 

comnlüto ::1 los aYrmes, ~ino ouA se encuentra interrumpida periód.! 

cn'll~ntr D()r f)t'Jp~ci.os ll~m~rloR nódulos de Hanvi.er, en los que la 

r10p1h:rrinA axónica sólo e stÁ cubi.erta pnr el ni:.mrilmna (?). l·ti. lou 

~i~tñ ñel ax6n es v1riahle y nuerle lle~nr a tener c~si el tamafio 

ñel orr;;::inisno a. auo:? p0rt9n9ce. Como el somn, el axón presentn vr:, 

r·i o~~ organelos (mi toconr'lri.a s, neurof'ilancntos, ncurotúbulo s, ::- en 

ocnsi.onf'.'.?s ve~íc11.l~s){8}. ~n su pnrte termi.nnl, el ax6n forma un 

iAnst:lnc11,q:niento 11 nmndo botón si.náptico. r.::n eRte hotón existen ml_ 

toconrlrln.s pequ")fí!!J.7°·, un r-ip:lrnto sirül:ir al retículo endonlásmico, 

• t 'h 1 " . ~ ,, ] ( /' () ' rrn.r:ro ,u .o .. o :s, a s1 cr:>mn peour;?n::i.r vesicu .as n, · ..• 
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'111 en::i:rostvni.onto do l.ri m~mbrann en lél rer;i.ón aui;:- hAce cont.:ict.o con 

41ffn !'Ji.P:u i.ont(1 neuron:? .• 

'R) fltro i;i:rupo dP. célul:i.s Pn el si.r;totna nervioso ouri so

hren:=isa en mímoro a l~s neuronr-is, y cuyrt .func 1 ón se conoce pnrc i.,':11_ 

m0nto rrn ol de l1s c1~lúl::is glÜ'll(?S P.n el SNC. Bntre las !'unciones 

nn~ ct.mmlen v nue ~ra se conncP.n se encuent.rnn l."?S dn proporcionar 

1111 no~-,01't0 Ast;r11ct.11r;3_l A. las neuron-9.S, 1 i.mi. t~ar la. libro d ifus i.Ón 

rie s11sl~A.nci.n;.:; f"nt:e ncuror:i:1P (salvo en las slnr-lpsis), ef'ectuar :fa

n:ncitof>is, y '"'"Ui.ar la r0r;<-:iner:1ción de::> nxónes. Las funciones cie 

l~r-i C(~lulns .rrlin.ler-: no e~·rán direcl~é1\nente involucra.d,1s í!l1 el prp

c~so rJti trAn:::mlsi.Ón rl~ ~~tfo1•tlos en f!l SN. 

C 1 r.:n el ~NP existe un tipo ñ e c91ul-~.s auo, al menos en 

ml f'unc ión nrot0ctor?.., es análoc:r:o a J.ni:; células gliales dol rmc .. 

<::u ~ctiiri.o~d m~s imnortr>nte es la de nroduc:l.r mielina, y con ella 

Se denominan células de 

III. nf\R~.r.Trrn.I~TIGM~. FUNGÍONr\Lr~3 DE LA:3 NEURONAS 

Las neuronas tienen un con~m~o de oner~ín nlto en comp~

ra.clón ::i. otras célul~.s del cuer·po. Su principal fuent.e de enerr:ía 

en condi.ci.ones norm."11.:?s de ::il :l.menta.ci.Ón y ncti v idr?d la const"i tuye 

l~. (J:lnco~:°').. La exci.tA.c i.Ón de la neurona es el resulta.do del J'un-

e i.on~r.ti.onto de su membr::ina, y es la que le con.riere sus cnracterÍ.§. 

1~icn!'1 nnrticular~s. L~ m~1r1hrann 0s l::i. que s•:.;· encarga de cont.rolar 



nol~r~~ n11P.rlen n. f·.rnve~~rl.o:¡ oe m::iner:-- p.:i.si.va. 

1/icnl:.iri no1 . ...,r0r v los iones tienen nropi.ed-9de~ 0u~ les imoidon un 

n.'"l""O r.-::'icil ri t:.r~vés de la menil">rana (10) y requi.eren de can:ües o 

AC~rren.riores i:'.";nr::ci.nle:s que permit~n su paso., J\l¡;tm()s ricarreado-

rPs trnnsnortan mol~cules o iones 0ue ~an de ser conducidos en un 

~P,nt 'iñ o onUPRto a.l que su l!'rad i ente de concentr:: e i6n .~. uno y otro 

l.qr1o r.le ln memhr;;i_na les ir:ipone, .?..lin cuando la membran,1 sea. permea-

111~ n el.Ion. B:-1t.::i.~' fornr:=ts il8 trrrnsporte difieron clo la .forma pas!. 

v::t ~n 011~ re cm f>eren lL:l con:.c-:xno de ener.n::í.a y por ello se les cono-

et'.' crmio nroce::o·"' rk transporto activo. 

J_,g mernbr."lna -::2té. pol,".l.rizrtd·"' r'ebido orincipalmente a un 

Na+ V K-4-. .. ~sta PolarizAción se llama 

notenci~l rlc r0noso y es de alrredcdor de -70 mV.: ~unque puede 

~11...,nnt~=1r (hinr~rpol~Pi~~Ación) o disminuir (desnola.rización) por ac-

• ' • ..J .. ' 1 r · · 1 ' · e hd a J · · ' l e lOn ue e ~-.,1rnu os . :uno og·J.co~>. ua o una. e sno .arl.7.rlC i.on a can7..a 

r-1 vrilor umbPA.l de excit::tci.Ón (le la neurona se i;cner.".l 1m potenctal 

Las neuronris ti.r:mt?n un funcionnm.i.ento polari~ndo ya oue 

transmiten los pote ne i.'!)les d~ :"CC ión (o impulsos} desde el orígon 

del ax6n hasta el botón ~indptico. Este hot6n Rin4ptico tiene co-

rnuni<:;:,ci.ón ~on ot.rP. nnuron~ nor medios eléctricos 
, . 

O qU.l.1:1.lC:OG a tl'!!. 

vés ne lo aue s~ ñenom1n:'l r:d.n<l.Pf~ i;:". Por mod i.o ele la sinaps i. s se 

transmite lA in.rorrnnción de lJ.ll".). neurona ;i otra a través d~J mens.9.jf. 

ros m.iími.c:os ( i.oneri o neurotrnnsmisore~ 1. Los nourotrnnmni~or0R 

son sinteti7,1rlos, li.hera<ios (hJr.-:-nt-.c la ;icti.v-Ldn.ci nervio::m, y recaJ2. 

t.urnr.os pr')r 1a neur0na. 

J ... l · 'n n.11e..3""'·· e· nv i.::ir '.i.n1o:rm~.c i.ón n células no .tt neuron,·=t. .... nm n.o 11"'' 
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n~rvi.osrifl (musculP..ron o gl~ndularos) por rne<li.o dP. neurotrnnr-nniso-

l .,.~':"' .. 

rr. POTBNCIAI. DE REPOSO 

-r.:n conni.ci.ones de reuoso existe una d if'erencia de con

centr::i.clr)n rle iones P.. través de la mcmbra.n::i. celular. En el caso 

e soec í fi.co de la ne uro:-:..~., los nri.nc i. TJ:'lle!'> iorms n cons i.clcrnr son 

~1 nnt~si.o, ~l ~odi.o, "'l cloro, Y los aniones prot.~·icos. La si-

~1ientA tnhlP muestra las concentraciones de estos.iones en el in-
" , ~ 

tr:>,~i.o:r v ext~rior de la celula. p~rri el caso del D.:rnn ele cal?m~r 

CONCP:NTHACION (mM) 

K+ ~:r.i+ c1- Prot-

rrT~RIOR l} 50 50 120 250 

~XT.3UOR ?O 1+40 560 3 

Corno nl1r;-rli:> obF('r¡;;:ir~e, P.l pota si.o y los ani.ones protei

co~ ~e (!'?nc11rmt.'.!";;n más concentr::i.dos en nl i.nterior (anroxirnadamente· 

?') v 30 veceri, respt?ctivamcnt.r., con respecto nl exterior), en tnnto 

oue los iones cloro y sodio se encuentrnn m6s conc~nt~ndo2 en el 

rxterlor (~p-ro;.-:i.r:1r"1.r~~r·1entr..- J.0 y 5 veces, respecti-v-airwnt.c, con :rnn{Y.!r.:,. 

"'-.o ~1 i.ntl'.!ri.or). Como en todos los casos se trat~ de partículan 

P.léctrlcam~~nt.e carr;adas, su equilibrio i.mplica compen:s~r t::mto i:·l 

ml:mP.ro ñe prirtícul~H1 ccxno e:iu~ car,.,;.:is eléctricas a am1)os lados de 
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la '11'"? 111hrrtn.i. '7.n conrlic:tonos de rcpo::::o, los i.ones, dí.st.ribu.irlos cii 

rí'rcnci~·i11'fohte a ambos ·lados de la membrana, ori.~in.;in uné! d i.feren-
- ' - --·~= 

ci.r'.1. r.é<caí"~r.i clr:fct.ric~ onci la nolari~n. Ji:stn polnrizac i.Ón o Poten 

ci.ril rl~Jti.~!mso es <le 70 mV, sienño el i.nterior ni:?>=r,r:ltlvo cnn respef_ 

t.o nl nxthrior. Ti.:n e stn si tn~cJ.ón, sólo el K-+ v el c1- se encucn-

tran CP.rca rl 1=>l VR.lor de su potencinl rl<-? ec:nlil ih:ri.o c~loctrorruíuico. 

Rl rra+ y los ~nionr.:r-: t)!'OtP.ico2 no lo est:fn, ;'" Dor rllo tenderían a 

cru7.'!lr lri. lTI8nJ1Jr.1.l1."1. ( ~]_ Hr'+ haci.a adentro 3r los aniones O!' 1 ánicos 

h:-ic i ;:i r.i Pner.-:i' o~rn. nlcanza.r su e0uil.t ~ri<). La memhranF.J "3 s imp0r-

me.qhle ri l''S r-in"ion~~ nroteicon y 1 ionn mu~.r 1).:"!.:in. permeabilid~d para 
í 

el N:'I+ en ~Rt..,do de reposo, lo que impide ou.e este últi.Plo alcance 

su enuili'l-:irio por r!L:l.irdÓ;i d0 1.in~ :1~ncrn. rápida. Además, exista 

nn "nroceso ,~e tr::inspo'l:"tr? activo oue lo conduce 1'.'l1 un sentido i.nve!: 

so ~1 oue PU d~~!-V::mi.lihrio electroquímico lo dirigiría. 

nor+-0 na T'!~+, llev:ido ~ cabo por ln bor1h~l. electrop:énica, está aso

ctado a. una ontr::id~ de K"". ~in embargo, este Úl t:i.mo no se ve tan 

~.:rec ... ado en su eoui.lil-:irio debido a. que ln mcm'hr;;-.n? es más permea

'!)le n 1 K+. 

v. PO'mT-YCI t\L DTi' .-J J\CCION 

Un estímulo nuede alterar la uerine~b.i.lidnd do ln membra

nn :3.l N,,+. ~sto nrovoca que el lc5n se diI't:mda en la dirección aue 

~iAnd~ ~ est~r,locer ~u eo11ili~rio electroauímico (hacln el int~rior 

ne 1 R. célula), lo r.ue obviamente vr>. :i. redundar E!l1. una reducción 

del pot.r:-nc i.;"l.J. rln r~no110 d '"! lr-t meinbrrin::i.. ~i. estt-l reduce ión lle¡::,a a 

l.l.n ~n:iior crít,ico (umhral), se produce un::i. drástica rnovilizrici.ón de 
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exinten canales para Na• sensible~ a voltaje que son activados ( 

.=i.h :i.0rto'.1 ~ cu~ndo disminuyo ol potenci:.:il de rcpo;;io. La aperturn de 

los c::tn~l~s pcrmj. t~ 0u~ 81 Na+ penetre libremente 11. l~. célula y 

provoca our::- l?l notcncinl de membran<:i camhie desdl'.) -70(-90} h11stn 

+50 (.+10} r.1V. ~ste cnmbio eléctrico so conoce como Potencinl de 

l\cc"i.Ón. ~o r1ice 0u0 ~s un potenci'?.l t.orlo Q. n::idn y::i r•ue si la de.§_ 

nolari?:?.C i.ón inicüü no ~lc::inz:t un valor urnbr::i.l, este potenc L!!!.l no 

se n:roduc<?; nor ot.ro lado, un estímulo mucho ma,yor al umbral no 

nr0nnce un pot.encüü d0 P..cción d ifer0ntr' ri.l producido por el estí-
~ 

mulo ur.1hr::il. ~l not~nci.nl dE? ::icci.Ón se transmite a. lo l::trgo de la 

memhr~.n~. nauro:J.-:il con unP.. velocid~d d'!:' hasta 1~0 m/s :::; i.n exp~rimeg 

t.Ar nor1i._fi.cp_ci.ó11 al~n::i. desoués de h~.b0r recorrido .srandes distnn-

~i:;i.s. C:u amplitud es si.empre const:=mte (100 !l1'I), y su duración V!! 

rÍ.!1. ontre 1 y -:i ~,s~~~. (11,l'.2:·. Las zonas de la. membrana que han 

~ido ex.cit.;¡_das de est.::i. !rt:--.ner:?.. no pneñen s0r excitr.idns nuevamente 

h~stA ~ue so rcest~~loce el potencial de reposo. la duración del 

notenc irtl rle ::?Ce i ón impl.i.c.q t::-into la ::ipertur~ de los c~n.'3.les de N1. -t; 

como el clerrr-? ne l!os mismos, a~í como la apertura de:::I'as~.dn de ca

nr.:l.les de K.... bue cas1 coincido nn tiempo con el e ierre de los cana, 

J.e.s de !T;l_+ ir Contr:>rros'b~ el cfocto despolttrizador de ÓStOS l-\;J.Stf.l 

restnblecer el potencial de rcpo~o), y su post~r.ior lrn1ct.i va.e ión. 

~l notencial de ~cci.ón S'.'1 t.rr-insmit0 .""!. todo lo l:'l.rgo de un ax6n, 

dr:rnrlc su inici1) en el cuerpo celul~.r h.q,st::i el bot6n sináptico, y 

1;ransmi te ~n c:; st .. ~ J'o1'l':t!") ln "'o~'tn.c ü)n en las neuronas en base a su 

f'recuencia. (puesto aue las carnct0:rí8tlca~: imH.vidu::i.les ele los po-

~~nc:i."Ü0'1 de acción no ·vnrí;,n cntr0 sí} (J'igur~ ?) 
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Ji'i.""ur:? 2. Relaci.ón P-ntre los camY~i.os de notencial 

('lect.ro,,11 Í'rtico a lo larrro rie un a.x6n. Ji:n la na.rte 
iit.rnerior ~e rnuestrnn los camhios de notenci.::i.1 y el 
tiemno en aue :se reql izan.. En ·1a nDrte inf'erior se 
olist:.>rvan los cambios de carP.:a eléctrica (nroducidos 
nor flu,io de iones) ciue se producen en la membrana 
durante al cambio de potencinl. ·Modifi.r.ario ñ~ Miles{ 13) 

. ·---------

¡. 
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~71:'·;·.., 
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- .. .:..i.:.. 

~~~ VC7 0u2 ~1 potencial d0 ?Ccid~ alca~za el bot6n Gi-

...... _ 
" ~ \) 

( d2ndr j __ 

t.:i., :30:'.1.'1, o axón) de otra neurona a tr.~:i,~--':'s d<:: lt\ sln:i.~.ni.'J. 

~n la sinansi~ nI6ctrica, uarte 

2 d '+- • . nra., a .1.t:ere11cJ.n 

. , t• :-::L:!a"O 1CO 

c1 el· :·:::;.).~.e 10 norm.!:,'lJ. 

ow~ s~~n.;:'.!.rr:-. a las cólulas en el tejido ner-..:io::::o, r;1~e E!~ de .20 ri.r11. 

(lJ). 

r-:-i_entes i,)nic.:i_s y se denominan Union0s Estrech~s ( :J.ap Ji...L-iction~: ), 

~st.'10 .s~ carA.cte:::-iz::m poraue, tanto en la me?nbran~ presináptica 

como t?.E l~. postsir:.áptic a, 9Xistc u:1.~ _g;ran acumulación iJ.2 p~.rtícu-

l~s m.re se cree son CA.nale3 que perr:li ten un intcrcam1Jio ionico 

ránido. ~s'ta car~ct0rí::r~ica se su,g;ier"? ¡.:n ~:.?E!"". a la rá !')id a tran.§. 

~isi.Ón que se lle·va ~. cabo por l'.?ste tino de sinaosis, en la cual 

:10 -:-:1 nroduce n i.TI2;1ln retardo. '!_i;n m1¡cho~ e r-:.so:..~, 21 i.~1nulsn nervio-

~r; Sf:' transmite unidireccional:,mnt.e, de la rnem~·,r:~.na or·~sin<Ín~ica 

1 t • ,. J_ • , ., i,.:¡ n .a. , ~ • .&' • • , • • 
~ :'.\ nos s1na.nr.;1c?.., (•(!O. ~·o n. un .e1ec...,o ae rcc"GJ..!. J.cac.to:i. c1r.: corrion. 

:-;rintn -· la si.nnosi.J. tmi:?de tra~1.s:nitir .::111 n..::ibos r:;:-·nt:idos. T."-3 <::J.:!.".',2_ 

.-··r.s nlcfot:r i.c.1r:i ·han ~~clo asoc i&das a respues·t:::.s r6:p):das r:'n c.ll""u.:1oa 

i ~1s~ctos y 

?unci.ón ·'1"', , •. , í.n n c·l ~·-·~ ·.I ·~- .... ..... .l ...... 
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sin:?. p:: i ·.· , .... - ~ 
'-_ .... -

... , ..1 .. , '\ 

:1ono.::l)m.nas o pe'?c1c1oc' i que son producidos on l<i. c:Jlul~. presin,:!)C i-

dond1~ 

'"~ -.·- - ! .¡,.--.. ·- -~!, ..._.,~.,;. ... +···, .... ~ ("(,.,.,,, •-•("'- .............. - .-7.L.. ,.,_ -~ "'1.~ •. :-: ~, •• •--:.'.·'· _.··--.·~.-.·._·.·1. ··:._.·,i_ (~ •.. -_• -_._, ___ ._,\'. : •• ·~1_···! -. '·.:.:·:.'., ~...;. .... .:..;..:·:1~J ..... v·~:!.· . .,_;,.-,,, ·"-·~.::' :,._.i,.,;:.._:_· · -~ _;... .... -~ ~ _ .• _., _ ~ __ 

.· .. i.(.',~_-·., ''~l. ¡-i..-._n . ..:;_e··,· __ ,_s·e._ P_ne·n· :. __ .·.~-- -.~us -~8c,n:'+:i"'"'~.s rr1...1! .. y"1·co' t:> ''""1J<""':].'i-'i'co,... . L•)""' ~•J ·~ !A ~ • -~ - --;Jv•.JJ.. - 't ... 11 ~ ;,;:,_e .• v _,. º• • '> 

re~euto.res están a.soc:i.ados a canalec de N-:."", K"'°, cr Cl - , los cuale~ 

:o;..., q_'r·en cn~n·i:> el :ieurotr:).11:Tni3or entra en contacto con los 

r0ceptoro~. t.I':l~r q11e l-i.~_c07' notr:?.r que existe ade:nás un mccanis;'.lo 

ql :::;ernativo tJ.1 anterior en el que, en el caso de las catecolar.iinas, 

interviene un sep.:undo mensajero em la célula postsináptica pnra 

realizar la nPo:rtura de los can::i.les ionicos (6, 14}, en cuyo caso 

1 t , 1 1 8 r~t=rpues a es 1:i.1s pro onR;ac.a, por lo que se le ha asociado a re-

Cuando los canales cue se abren ~on de K+, o de c1-, se 

~ 

'':"'c)~!':)l~.q 1n.~ hi nernolariz~.c ic)n do la r.;embr.'3.na. ( 6 ,l;L) · 

' :·:1.~·.?~.~.~-,; r~' i los can.:il•:;!': ~bicrto;.- corr't::ZTHXlde;i. e.'!:a+, se .provocara 

·~ .... + )' ·1~·.·_· .. _:1•J .,,. ,_,..., 
~ ;.- .. .1 ~ ...... \ ..,v \..?l-;i des polttri~:0. 

"";i r.:1 ~:::-·qdo de despolRri~ac i.ón es su.f'ici~;;-:-

~;e, se acti.van lo::: c-.1::3.J.e:;: sensible:- :'.! vol teje y· s-:-; nroduce u:; "O-

'•. -~-'~'.-:. : ,>: •••• -------........ ~---.;....;..;_~~...:-:.-"--
- .;, .":-_--,_-
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cu:da. 
, . .,.,. ,, 1 

nente~ent0 ~n co~t~c~o con ellos, ouesto que esto im~eairia que a 

tiemno, Al transmisor ouc fucr lib0rndo es ratonado por la terminaL 

misma, o a.curn;:l:;;.(~0 'JOr las célula.::: ~~iales que delir.J.itan la::i henci-

duras sinápticas (como en el caso del GABA y la uopamina), o puede 

ser de.P.:radPdo en la hcndiC:ura. sináptica por medio de enzimas cspe

c Í.fi.c~s (como en el caso de la ~ce-:.il Golin.i). 

~·:1 .:..2 ·nermeri.o i.lidad. de la membra.-

tan pronto 

,..,1 ..... 0n r-rm~r.~l. 1~ 0 c~.T~ct.c~d:sticas d0 l.J.s :rnñales no ilarÍ."!..n, la co_ 
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nroducida nor- la e~-o·arienciA .• 

'"' {"'! ~ '~--•._.• 

"""'!: _.:- -
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•.J 

,. 
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en un tiemoo re la ti vamente corto, puede lle!?,;ar a producirse U..."l re--
nómeno de F:tcilitaci.c)n. La facilitacL1)11 consistf; cm que, dados dos 

estímulos de caracte:r-Ís't1cas idénticas aplicados a unn terminal ner_ 

viosa, con una mínima dif'erenci:i. en tiempo, el segundo estímulo PI'Q. 

voca un -potencial sináptico de mayor .8mplitud oue el pri.mero debido 

a la A.ctiv;i.c i.Ón urevia de la nem~n·-.~n,'='. neuronal. Otro proceso que 

ou'"' duran'.:-e ,-=t.l~n tiempo r.!-:~3pu~s de haber :'\nlicado estímulos pr13si-
, . . 

'.1Q~)·G1.G O :i .-. ,.. ,_ ~ ,. 11 ., _, ¡ •') ~ l" .,· .., 
' .• :::' ·-·.!....· ... t....._•... ..... •.· - . :.. • .) :... ... 

] ~ ) •" ·-. .. 
~ - ~ . 

..... ¡ ................... --............ -----__.~-
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~ . , 

e arr;·ue<1. 

r'1lle altera la can-~ iliad óc tr~.n~m isor di.snon í.hle a 

~ nivel postsindptico, srr ha postulado que podrían actuar 

los ~it;uionte~ proce~os: 

Cambios en 1.os procesos de r)ermea!:-iilidad. 

c. Cé'1.r:lhi.os ~n · l1¿s '1mocesos de inacti.~::?.c Lón. 

!-:'.'. ~Jcriiricac Lón clol !'H.rt:iT1olic·1rJ 0ue altern el e'fecto de 
di::- los tré'.n~misorefl en el m~taholls1110 celÚ.la.r. 

co::10 

1 (~ '?'", j _;: .... ,·.: ~ .L(l'-'. 
: '. ~ 1 • 

.... ,_ ... ,. "' . ~) ,..., ' : ... ~1 
·'· .. 

. .. ·. ,_;.,-
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J.oG proce~·Qá c6 est1mUlG.Cf<5:r: que d<?.n 
. . . . 

cos' :::~· nrory-fci;,, 11:1 inc!-m:ii?nto de J.r> _., :"t"'::~ ·ri:cc?_ d~ ca.++ a. la .t~rritinéll 
..,--,)'·i·ir·,., ·1 .. .-- r"l_ll'~ ·~·- .... ~<''>'1.... la mo~·i"J 1~ .... ,., ~~ .: ' ' ¡. ... 1 .. 1.··,·)~!1 •. ~ ... ci"·o"n' ·.·.a·,... .......... n"r,Q . . • _,,, J 'J • • • r .. l..l.l! ••.• ;. ,_.,:;t 11. ., _ •'.". C "'·"·' i • _c.. ''- "-' ·! . .te:.'-'••. -

............. . ,. ~· . ~ 

ANTECED~I'-TTE8 D""i:L '11R.'\'3".·JO 

Como se h:i mene f.0:1~.d o, ':)l t>~.+4- es considor,'J.do un :f~.ctor 

esenciét.l, tanto en lon orocesos de transmis·ión nerviosa simple, co-

mo en los de '!)ln.st ic i6 al~ sináptica. -~ pe:::ar de ello, varios autores 

h t d ' · a e ++ ~n rcpor ~-'.o que .g_un en ausencia e J,'1_ A es posible inducir in-

crenentos en la libcrnci6n de transmisores nor dor.molari.~:lc Lóa. 

• é~ ::;)Tanto en rüaca neurorr.ui)culnr (16;.;;21); :como en sinaptosorr:ac; 
·~--· . 

('.?2-2!~}, rebanadaG ds cer~'l;::·o (25), célull'.S c'.G ·12. nédula adrcnD.l (~G·: 

e islotes de Lan~erhans(2?), se ha demost_radogu€) 1::::i.jo condicio:Er:'.'r.: 

-i.l."'! ~ ........... C:'í "; -. ,.... ..... : '. : __ ... ~.. · ·.·i·_·. -. ". ,....,,.., r-1 i Q ~ ~ i ('!11.~) ~· ."1.,.,,0,... 
- - _, '""'' ""' __ ,_ '" _..,, 
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en esto 

I. I-BCANISI•fOS D~ R.EGULACIO:N D:Z LA COECBE'fRACIOH 

DE CALCIO RN LAS 'BRMIN.l\LES NERVIOSAS 

;;;xistcn varic.s es true tur.'3.s capaces de · co~1trolar la con-
. , .;...,. ( r + ... , centrél.CJ.on de Cé! inter110 _Crt '...Ji ) : 

A. T--7ernbrana Plasmática 

, . . ., ,., +-o-ra.ctJ.Ca.'11ante J.7ipcrmcr-i.nle :1.l ,_,n_ • • '~i.n ·~:-1l:i::·T<o, en condicionc~s dr:; 

.-:0;,pol:">.ri::-;.~.c:i.ón, el Ce.-++ puede. 8.traves8.rla uor medio de dos t.ipos 

e: e can::ü': · 

1 .' • i 
...... l 

... i' ~¡ ... : ... ;. 

..., i 1 r. -1-+ 
,..,~ 1"!'.'. •')_ J -:. ' 

. ,• , ', ;,': ·:;.· 
~..:__'"'"-...;.....~~----........... -.--·-.·.·~.<.··.-~· ... ,_·.·.·._.·•··-•m>•>lilllim'' .. '•"•··· .. ··•.';•<•'•''•"·····.;········(~.0.~~ 
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d. Pr0t0in~s Captador~s do G~lcio 

~-, ~s-tas 3011 l.'1 Calmodu.lin::1, la TrO;JOni:ia e 1 

tienen ".T~n Gmnejanz.~ ;entre sf :,r las tres tienen b~StA.nte homolO-

..:: .. _ 
. J ~-

,.., ".') ~+ .._,.,,, ...... ,·lo 
•J .•• , v •.• 1. .... c 

c. Retículo Endoplásmico 

~xiste un sistema de captación de calcio 0n 1Jl rct!culo 

:.'l 

d 1 , . ... ... 1 d 1 . t . 1 en ou asmico, -.,D.n..,o en .?..xop asma e ca ar!lar, como e11 ermina es ncl:_ 

1 , 

• 1 

Sus carRcterísticas son las sim1ien-

,··;;· ~-'~S-,; :~:;_·~-~-;_;>~~~'_-~;·· 

:;'ll.l1c-ton~. :9.ST-fac'í::?i.~c~'.1f101:"':,:'. 2t>riú.;\TPb~desoxiATP 
- -.-·.;- .,_-O'-',·-'·_,· - - . ,'.')~'.-~-.--."-/o·_.',:-,_,.-~-

1f:!rJU1era l'a ·· nresenciél. de ma.~1~esio 

·~r: .. ) 1·.n __ h1'.'t'\ .. ~.-.· n,.or ""'0..lJ."t"\• "-nr-1 1 '1·,~n· "'Q':"' 1-;-t-.;o ,:;, l.,!_, .,t ... \,~- ¡.; - -·'"-' 

- .. ·- 1 . . . . ,.¡ " t . \ : r ... - , ''). 1.:~f')"1J.G1.l1.'1, ro10 .n .cn .. en10J 

( ,... ) 
• ·' .' r"\ '. 

.... ~ .... 
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J. • 
~- por C!a -

D •. H:f.tocondrin. 

rl e entre () 1 ... ,._ 

C ..... ,.:. Jf';•. f 

• • d • • ·. o 1'' . ~ . . .J... • • , ,..,T:) 
r;9 i.m Acar::-··=::icor uni 1recc1onf.l. . cuyo .runc:i..onri.n.1'2::.1 .. 0 :-0,.ri.:-;1f:1·r.: r.,r: :\l.• 

o de la ener<:-Ía producldn ,por i~· cadena 1J.3 t1"',"): .. 1epor-::.c d:.:. 0lrctro:«.c ::· 

( ~l CA.,_+ introduce 2 car.1?;as posittvar; pé'ra neutrali.zar. 1.;:i .sril•ida d-:: 

d0 1·r.:~+ (38), .. r a. ro.jo de nut1?nio (J7). Se:nfn C.9.ra.f'oli (3r:}), la 0:.1.,. 

trao~ del Ga~~ resulta ser ~nsiva uor resnonder ~1 gradiente de oro-

~n cu~nto a. los si :;tcm:::i.s ·::~e l i'?)~J::t'~.c Lón de ca+.¡.., se sabe 

que las mitoconcri~s de te.iidos e:xcitahlos ~ueden .liberar Ce_•.;. !J<>r 

medio de un sistem;::i_ ~.ntinort.;:::~or independiente de la ruta de c-ntr:-td.?. 

('37,19) a cam'1io de la entrada esnecíf'ica de r.ra+ (aunque el Lii' pue

de producir un efecto similar pero cw1ntitati Var.10nte rr:er..or) ( 27, 38 ). 

La ca11n.cidad del sistema es de 4 nmol de C.:i.t+/ Mf; C:c proteína/3 r.1in. 

(! .. '}), y nor estar asoci.s.do :-;. movimiento de orotoncs U:-1), L~·1:-:ul:~<J. 

ser un 0roceso clect.ronct:'.::"'.;-.1 (42). Sste proceso es más sc:r:::i>:,le ;::. 

r:-lc!·1cntos de la serie lantánicla. que el :ristez:-ia de capta.:; Ló:1 ( ;i;). 

Tam1'i.6n se sabe oue r:u .fU11c ió:: ~e ace1cr::::. con ro.jo de R.utr:•r:.io (32), 

r:- ~ s;i.turahle ';10!" IJ,3...;. ::· r1Ppend i.0nte d~l estado ener.géticc) ch L1 c:Ll.t.~-

lq, y da las concentracionos relativas de iones {JG). 

de , i·· . , cancura 7 iooracLu~ C.1 ~.} 
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membr-::in.~ mi tocondria.l intr:?rna .• 
e:xt.~1·ior 'IÍ, interior 

nn+ .<\:~--1-- ---- 11H+-- (ro'1piro.c ión) 

Ca+.+ ----l-- --->·Ca+f.--( por gradiente de Ca+-tr trans-
~.. ! 0 ~ membrnna) 

nN~.+ 

... 1 ,... 

'·-o· -----+--· - ----riN'"a+ 
1 

,. 

Dep~ndicntc~ de l~s concentra~ 
1 1 t . d 1 . 4: • e ones re a. ivas e 00 101.~s 

a ::nnbos Indos de la membrana 

Modiricado de Cromptom (41) 

~. 

), 

. ,. 

~¡ 
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Existe otro sistemn de eflujo de pa++ mito6ondrial 

e~ e ~dmila.r C8nacid.rid. al a.nt erior ·que se encuent rr:i. en tejidos 

e::ci ta.bles y no excitables. Lehninger ( 37) aemuestra la exis 

.r. • a e ++ tencüJ oc 1.01 eJ.lUJO e a que denende del estado :.:Zed-Ox de 

l~s nucle6tir1os ae piridir:a; i.nrJene~1diente de Na+; de la respi 

ración, :r del estado Red.!:Ox de las flavonroteínas. Sin embe.r 

go, dicho sistema parece ser demasiado lento para las necesi

dades <le los tejidos excitables. 

¿cuál ó cuales de los sistemas antes menc~onados 

pueden tener mayor relevanéia en la aportación de Ca++ {ex-

. ' e ++ t ) d 1 cluyendo la penetracion de a ex erno , y por en e, en a 
~ 

liberación de neurotransmisores? 

A pesar de que las proteínas captadoras de Ca++ tie 

nen una elevada afinidad por el ión, su capacidad es bastante 

baja, ya que en axón de calamar sólo llega a "secuestrar" en~ 
++ 

tre un 5 ~r un 10 fo de la cantidad total de Ca en el axopla_§ 

ma (15); nor lo que no parecen constituir un sistema suficie~ 

te para regular la [ca++] i. 

En cuanto al retículo endoplásmico, tiene una Kca++ 

de O. 35 µM, por lo que a concentraciones de Ca++ de O. 7 ¡uM. se 

encuentra ya saturado. A diferencia de éste, la mi tocondria 

tiene una Kca++ 

hasta una lea.++] i 

más elevada (1.5).tM) por lo que no se satura 

de~ 3)J11I. Si consideramos que ambos 

sistemas de captación dé Ca++ son antagonizados por una ele

vada concentración de Na.+ en citoplasma, el sistema que más 

Ca++ liberaría nor este factor sería la mitocondria. La 

aport.aci6n en esta caso por parte de la mitocondria es aún 

mr-J.yor que la del ·retículo ya que, según Nicholls( 43), rara vez 

,'· < . 

~. 



1_rn.edan conside.cL·.rse 

lo en .. micrografías electrórii·::a..s de si na ~)toso;c.¿1.s. 

cor,sidera:::.0s -:-::ierta la :Jron~·sición hcch[1. •1or ·:.c\:..:112 ( 1~;,) "' 

•·.1.3 1-:t lP-:c+Ji "':e i·:-LCC'~'r.e1-t:'.3. a 5_,'.1. .. ,·,3_~.l:::'S.:lt•3 "_;··,,-_ ·~-:-:·~'Jl.:.:.:~i:::,0.-
~i6n, el ~ri~er 2iste~~ ~ue se s2turarÍR ~~r!a dl ~el rst!cu-

t • 
lo, y· al 1Jr0ducirse 1'1. induc8ié'.'l de li ber2.ció~ ~ ae 

. , ·+-+ 
L.'). "'80r :~e.; 

AdeJpás de lo ~~rr!:;eriorme!'rte e:{~Ue2to, exis--ca~ otras e~ri-

na :n8.s prob2~ol0::ente in-:;o:!..ucrada er'.. el control de lo. lÍbern

ción. de ne:.trotr::.nsm:isores medi?.nte l:::i.. regulac:i.Ón c~ue ejerce 

sobre la concentración interna de Ce.++ libre. 

Por un lado, existen evidencias de ciue G.gentes que 

dr.:s::tcoDlan 12. f0sforilación ozid2ttiva ó inhi!Je:1 ls. cadena de 

trans~orte de electrones inducen la liberación de Ca++ previ~ 

~ente captado uor mitocondrias, y estos mismos .factores son 

capaces a.e inducir un incremento en la liberació:n de neuro-

tra:nsmisores de l:i.s terminales nervi~sas ( 23, 30, 44). 

Por otro lado, al ele-var la concentración de Na+ en 

el medio a.e susnensión de mitocondriae de tejidos excitables 

3e •'.)oserv::;. ~J.:.1. incre:nen-to en 12. libere.ció~ de c2.1(!i.o nreYia--

m.en"ti:: ca"!Jtad0 ('?7 1 J!~:-L2); y en terminales nervi.·?sa:::, el incr..§_ 

.... 1 ' . , . t . ~".' + . d . . :nenvo en _2. cor_ce:"'l-vracia?:' in erno. a.e t~a in· uce un J...ncrerr.en-c; 

en .lR liber~ci~~ ~~siv~ 9 inducida de neurotrans~isores (ver 

. ( t . 1 . ) ~ ..... ++ ( . . - . ) 
~iaores en errni~a es nervi~sas y ca ~a . en ~i~oconaria • 

En oaPe a lo anterior, 2$ iluede '90stular el ~i.rn.tiente r:>s,~:u.em::~ 

~Rr~ el ~anel del c2lcio ~itcc~~~ri~l en la heurolib6raci6n: 
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Terminal Nerviosa. 

__ . Condiciones normales 1 / \ . Condicione~ no 
des'lolarizaci6n /7 I ~ ª_ esnolarizantes 

Ca~ j / . mitoc~~dria+ 
"---=~, ', : (6t,J~~~+- Na 

\ J 
··\ 0 j C' ("'I ·- ' 

r'), -:~ .'fesic-ulas con 
,J ~..o.~¿::,,/neuroüransmisores 

liberación) (.Ji beración 
¡_,~ 

++ Aquí se aqade al uanel tradicional del Ca en la 

liberación ae transmisores la aportación del calcio'de mitol 

candria, induci~a ~or sodio. 

II. ITlIPO-qTANCI fl. FISIOI,01} TCA DEL C.'\LCIO 
MITOCONDR.IAL 

·Bajo condiciones de deepolariznción, el Ca++ libe

rGd0 .por mitocondria P8rece ser de menor im~ortanciR a los 

·T,>rOCl?.RO_s-de liber~.ción de transmisores yB. que se nromueve un 
<,.e,:· ++ 

incremento en la :_:>ermeabilidad al Ca 'lue, ·por estar en mu-

cho mayor concentración en el exterior celular que en el inte 

rior, '9enetra en granaes cantidades. Sin embargo, existen var 

rios urocesos en 108 que parece ser relevante. 
++ Para que l~ mitocondria pueda donar Ca se requie_ 

ren 18.s siguientes condiciones: 

l~ Que ln neurona en que se encuentre haya sido 
a es polariz.ad.a ;Jr:i.ra ".Jermi t ir el a.ce eso de Ca++ 

al interior celular y nor 10 tanto a los sis
te~as ~ue lo secuestran, ~uedando así cargados 
del i6n, mientras que el citonlasma tiende a 

), 



::.~ecupers.r su c:n:centra:::!ión de Ca · no:.~::s . .L 8!1 

~B~oso. r~~~i~rn2~te ~~ ~80U~ers tq~h~~n ~~s 10s 
e ~ )"""\ 1 o · ., r- r. · + · " i:--.. 1 · -,~ · - r +·+ 1 -~, .• _e._._3 ·:· ... :e; '':l ... ~.i vie:-.J:-·: ~-'- J.lí'L(..llJ0 '~ce A'- a. P • 

-. - ...... 7. '·, 
'- -·.; - . .. . :; :: ; . ~ .. '. .. • ";· ) 

..... .: 
- - •t "" '., - - -- - ' .... - ' 

¡',.-,' 1 .-1 ;.:. 

. ..:. .. ;... 

-:- ,.:-1 

i!"lcre~!'.l·:;n-s~--~:..-- ~~-:;Í. l2.. L::)c~ _ ::::-:!. el :~10~.:.-:. -.--. 2 .. 5 ~>~'-,;., 
er1 °t8.n~() (.~n .. .-: c0~~cer:.t:r?--cj ... ~:1es :na~rores, C1Jn10 ?0 rrJ:T1 
lle(fEt~ ~, :-:l.~ ,r;:·:-;.- '9l :J2--+ e:··:-t<:;M!.~~'"~·.: 11~?::·-~CfJ. f~!~~ ... c2. ::!.a 
5,1-;;i .. E (2l.:-i --·>ii'J or. ~l .. ~.::::":~.o, L'3. \.·~;:.,_'.·Ja ·}~~:-~::c:.r..,: 
ce mtty c8~{·c:.--., ._i_s l.5 )~,~).. \(.;o~-~~o ~1J..6d_i.:; \--·Jl"'~::e en ,., 
¡i-:. ·t:; .. ~::::- --.~ .. ~:::~ 9 1 ::--~:_--~·is.- ·~~J1:"""~::·_-:.~::_-.~ ;-:-5:~ :le; 

• -~,~a. j_~-::r:-1_-t,2:.-~-~:in.~_:..l en ~2i::2·,.J.o 6~e rerL'JS?, s.l ':11enos 
en c2 .. lamar - 5() p.I,~ - 2s suficiente na.1 ... ~ induc5_r 

• 4- 1 , . 1 . • , d ,... ++ . .&. un incre:::.cn"'o ei~ ~3. -2..:er:::tcl.on e ..,a ::!J.t.Ocon-
drial) 

A. Importancia en el Estado de Renoso - . 

Las condiciones anteriores se cumplen en el estado 

de reposo celular, durante el cual e;.r..iste li beració~ a.e trans 

misores en forma discreta ( es decir, en taYJ. poca cantidad que 

W! llega a provocar un !JOtencial de acción en la célula a la 

cual excita). 'Sete '.)roceGO D1.J.ede mu·r bien deberse 2_ l~. :novili 
- , ' 

Z~l Cl.Oil Q9 
....... 

Ca · mitocondri~l ,~ue se he. descrito. 

1.ue ~~u.ziere que: 

-1} La f CR.+~J ci tos 1Jlicá llurante el· es t.;:: do de 
re":JO SQ r~ 3 ~5.e . 0, l )lli1 ... 

3.) Al ocu." rir caDt2.c'i.Ón T'°T mi tocar!dria:s desciende 
•.. ]_ / 1_1?t 1t 

~~di~nte el e~lu~0 ~8 
f"1 ++ va ..... ·-- ......... ' ··- -~- ~ ·~;_.:_ 
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__ .. · ....... ~~ :_:.:3 i :.:..cl-.... 1y e 2. ·:-::. l i ~; _-·~-. , 
•"'lo'! ........... ,.,, :· :-.. ,,,_,.,.,:~o) 

., 
'' 

t?.cto 

-....... -:.t...'"':! ~:-
..... , •• 7 . _:: 1.' 

'.). l ,. 

''.!l 

. ... ·~. 'l "\ ·; ·: .. ,-. '-, ' ,-,-·., , ... ',· . 
', ·-' ,--:_ --~-·. .; .... ·- . .;; 

.. " -,~.. , . 

:a. Im-:;Jortancia en la :?acilitación 

.t ........ . 

( "'•""' 1 \ ~\ , ¡ 

Otro nroceso en ~ue ~arece estar implicado el Ca++ 

mitocondrial es la facilitación a largo ulazo observada en 

crustáceos. A tvrnod ( l~~) menciona que el fen6meno de facil i-

t . , t, acion en crus aceos, cu.e es inducida "?Or estímulos de al ta 

D. 

frecuencia, se realiza en dos fases; una rápida y de9endiente 

de Ca++(facilitaci6n a corto ulazo) L:_ue ocurre durante los 

·1!'imeros 1-2 minutos, y otra más lenta a continuación de la 

nri:ne:r8. dene!'ldient e de i.'Ta+ ( f~ cil i tP.cián a l<e1.rgo -pl:::tzo). 

Atwood y 8harlton (l~) ~roponen la uosibilidad de 
... 1:;-¡ 

.1J .. e -~ 1 ir1creme::lt·J en 12. 1 i:.:?., j.; ol:r~er\l::::.1:1.·) (it1r2_nte l~J. e2ti::¡~J.lo.-
- ...J-

! ] '7 ) > ' 

\ . - . ' .~ ,,. . ' . " -. 

nlazo .~ en.ausencia 
í ' -, 

,~ ~{~.--+t ........... ~-
•• .... -::::.-.. : •J_.,' - .: 1 ·} ·- '·· -

+ 
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llega .q ... nroducir un decremento en la potenci:.:tción post- tetá-. 

n.ica, (Aunque Cha.rlton -46- refiere vario$artículos en los que 

se observa la T.JOtencié'l.ción aún en ausencia 'de sodio). También 

menciona que la frecuencia de los potenciales sin~pticos mi-
+4-

niatura (espont~neos) se incrementa, en un medio libre de Ca , 

por Ouabaina Ó Digoxina (que incrementan la [Na+] i, y que en 

corazón se nreeenta menor contracción· en ausencia de Na+ que 

d 1 ( . ., Ca++) • El ' cuan o . o hny Bmbos e!1 uresencia oe . mecanismo que 

Birles Dropone para 18. acctón del N8.+ es el siguiente: Existe 

un :::i.carreador Na+ - Ca++ en la membrana r.ilasmá.tica que tiene 

ún ~itio ani6n:ñco al cual puede unir cualquiera de los c;,.os se 
;( 

iones de')Jendiendo de sus concentraciones relativas ya sea en 
, 

célula. 
+ 

el interior o en el exterior de la Cuando el Na se 

r:i.cumul8 en la te:i-·minn.l nerviosa, 8.umenta la probabilidad 

a.e unión a ch cho sitio ( y disminuye l:;i. prob2.biiidad de que el 
++ 

Ca. se una), uor lo que sale má.s sodio que calcio y este Úl ti 

mo nuede actuar en J.os sistemas de liberación de transmisores 
j\T + en mayor medida que en 8.usenci a de l'!a • 

P'lr8. el cEso cle los notenci2.les miniatura, así com0 

~O$Íblemente p~ra lA facil~taci6n a largo nlazo, e8te mecanis 

mo tendría la desventa.j::t de que provocaría u~ bloqueo a la 

l . a· e ++ · d" bl sa ida. .e a , que es in is'!)ensa,: e para que la célula eli-

mine el Ca++ que captura durante períodos de actividad. Si 

a.sí ocurriera, ln Íca++Jcitos6lico se hn.llR.rÍa. i11crementada 
++ 

y afectarÍ!l los orocesos enzimáttcos dapendiente·ri de Ga ·· que 

mí se rP.::tli.znn. 

Parece mu;;r nrobable, en 'hase a lo ~n1terior, que la 

mi toco:ndria consti tuyn. un regula.a.or ir1directo de algunos de 

los Procesos ele li berri.ción de tn~.nsmiP.ores, y este nroyecto 

intentR ~poyur eBa idea. 

~-

-

i_. 

l. ,. 
\ 
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gn este tr~bajo se propone el estudio de la liberación 

rlel ácido r:tamA ~mino hutírico (CTA.lJJ\_) de termin:ile~ nervios.~s aisla

nas hajo condiciones en que las concentraciones de los iones Ca'*"+ o 

Na+ se encuentr~n eleva.dos en las termina.les. 

III. SINAPTOSOMAS 

Las terminales axónicas n isla.das ( sinaptosomas ·) se prepa

r~.n rfor homogeneización de tejido nervioso y se separ.'3.n por centri

.fu.i;a.ción (1~7,1,J.l,49). Se sabe que los sinaptoso~f'=l.S retienen caract~ 

rísticas -propias de las termina.les nerviosas ir!. vivg, entre la~ qu~ 

poñemos citar- las si~uiente8: 

11 M:int·ienen una rnorfologín. similar a la que tienen in 
• 

situ: .forma regular, presentan vesículas y mitocondria.s en su in-

terior, así como en.rrrosamiento de la región membrana! de la presi

n~psis (47,48). Esto demuestra que la región de la membrana que 

une ,!'.)_l oot6n sin::l.pttco con el ax6n se ci.erra durante la homogenei-

7.aci.Ón nara .formar estructuras selladas de f'orma casi es.férica. ' ,. 

2) Conservan la capacidad de consumir oxíp.;eno (......, 60 faillol/ 

/h/100 mg de proteína), el cu.1l.l se incrementa casi al doble cuando 

los sinaptosomas se e2:timula.11 con Veratrina -que induce despolari- , 

z~ción ñe estas estructuras y, por lo tanto, mayor actividad metab6 . - ;, 

lica (49). 

31 Pueden trans.rormar glucosa hasta C02 (47). 

4} Se ha demostrado que los sinaptosomas pueden acumular 

n~urotrrinsmisores a través de un sistema de transporte de alta a.fi

nidad dependiente de Na+ (47,49) y que liberan tanto los neuro-
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trnnsmi~ores exór.:enos a.cumulado~ como los end6genos cuando se some

t.0n a tra:t.a.mi.~ntofl que increment-9.n la lea++] 1 • Esta liberaci6n es 

anta~onizada por inhibidoreR del transporte de Ca++ inducido por 

, J • • ' ..3 1 · h b 3 n ar nespo .a.r1. ?.:ne 1.on, ne a mism~ manera que se : . . ?. o servar o e prep a-

c ione~ lYlris comrlet.~.s rJ~l .c;N como rebanadas r1o cerebro o placa neur.Q. 

T'llUSCttlar (~5,66,67,6B,69,28). 

5) Conservan un potencia.1 de membra.na dependiente de la 

[K+] (50). e 

6) ~e ha demostra.do la tntegridad de la 1-:leMbrana sinapto 

som~l a trav~s de medir la actividad de l~ deshidrogenQsa lictica 

( h?, 50', NA.DPFT-c :U~ocroJ110 C r~duct~s~. ( 50} y acetil-colina-trans.fer,a 

s~ (40' ~n la suspensión de sinaptosomas; esta actividad se incre

mentt!1. c11anño se rompen la.s mnmhr~n~.s con detcrgent,e. También se 

n.robó l~ ~cti.¡,·id.éld de 1~ ~TP;:lsa Na+-K+ y la ATPasa Mg++, así como 

ln de la acetilcolinesteras~ (47,49). 

Bra.d.ford ( 51) ha repnrt::i_do aue los sina.ptosomas ma.ntie

n€'n b 1 rnn.!l. rcs:)ir~ción, retención de K•, ~rr:'F' y f'os.focreatina dentro 

<le un l::.ipso de 3 horas si el r.iedi.o de suspenstón contiene glucosa 

<In funcion~.lid~d se ma.ntiene alÍn mejor si los sin:lpt.o::iomas se ag11!, 

oan .formn.nr.lo una cama 1. l\unque se puede !3.wnentar su respirac i.Ón 

nor est imnl:i.c i.Ón eléctrica :i.1.in 21,. -·hor.'1:1 despue s de sn obten e ión, los 

a.mino:ic i.dor-: transmisores comienznn a perderse en grado considerable 

A los 1,.5 mi.nutos de incul:>ac i.ón. 

1 V. G ~ B A 

ne entra los neurotransmisores se eligi6 el GABA debido a 
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su 1:t.bund::i.nc i.~. en el cerebro. ~e hr.i estimado que un tercio de las 

~inanRis del cerehro lo emplean como transmisor. El GABA ea un 

~rninoá.cicio aue se pror.Juce ca.~i ~xclusivanente en el SNC y no se in

coroor~ ~ las proteínas. ~n el ~nrc el GABA funcion-9. corno un neuro

transmisor inhibi.dor (ll~). 

V. L I P O S O M A S 

Los liposomas son vesículas artificiales de lípidos. 

neo~ndi.endo riel 11étodo utiliza.do para su preparación pueden estar 

f'onnados por una (unilamel:lrcs) o varias (rnultilarnelares) bica.p~s 

concéntricas entre las cuales queda atrapad~ una parte de la solu

ción en la aue son preparados {52l y pueden ser da varias formas y 

tamaños. 

Se ha ohserva.do aue e1 cont~nido atrapado por los liposo

mas puede transferirse a diversos tipos celulares mediante endocit.Q. 

sis o fusión (52L 

Las neuron~.s no llevan a. cabo endocitosis, por lo que 

anuí se describirán solamente la.s evidenci~s que apoyan la existen-

c i.:3. de un proceso 0e fu~ i.ón entre liposomas ~,. células no fagocíticas, 

Varios traba.jos reportan oue se observan los ef'ectos de i. 

AMP cíclico y actinomicinn. D en el citoplasma de células cul·ti11a.das 

Y se ha detectado autorradiográmicamente una distribución uniforme 

de inulina. an eritrocitos despues de que estas células fueron incuba, 

das en presencia de liposomas oue contenían cada una de las sustan

cias mencionadas (52). También se demostr6 por histoquímica la pre

sencia <lo liposomas con peroxidasa en el interior de f'ibroblnsto5 
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q1le se incub;i.ron con liposoma.s rnultila.melares que contenían la enzi

Ma. Por otro lado, se han obtenido microgra.fías electrónicas oue 

muestrah parches en la membrana. de eritrocitos que, despues de haber, 

se incu~ado con liposomas multilamel~res, se sometieron a la técnica 

de criofractura (52}. 

~stAs, además de otraA evidencias (52), sugieren que l~s 

células incuba.cl::is en presenc la de liposomas pueden recibir el conte

nido de los mi.smos merl i~.nte la fusión de sus membranas. En base a 

~llo, los linosomas han sido en varias áreas científicas como herra-

mientas o como elementos de estudio. 

las Ri.guientes aplicacl.ones: ( .52} 

Sn biología celular han tenido 
. ~ -

l' Actuar como modelo~ en- el estudio de fenómenos .fisiolQ. 

gicos de fusión y adsorci6n. 

2) Promover fusión célula-célula. 

3l Transferir moléculas hiñrosolubles impermeantes al in

ter:i.or celular. 

Debido :-i que no ~on inmunogÁnicos ni t6xicos, y son biode

t:!:radahles, se h~ intenta.do usarlos el ínicamente como introductoreis 

de merllcamento~ a seres vivos (53}. 

Algunos autores han utilizado liposomas para alterá~ el· 

contenido ionico en células de l~ médula adrenal ( 27) o en unión neti -
romuscular de rana (20) Para observar sus e.rectos sobre la neurose• 

crec"i.ón. ~l uso de liposomas para este fin tiene la conveniencia de 

noder alter;:ir el contenido ionico de las células o de las tennina.les 

nerviosns en :forma muy espec!~ica, evitando la presencia de dichos 

l one~ en el meñio en :forma 1 ibre· y, por lo tanto, sus e.factos. sobre 

Jo~ fenómenos en estudio.· 

~. 

1 

t. 
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De lo:; diferentes lipoFiomas que pueden prep11rarse, los 

multilAmalnres ti.enen la desventaja oe que al fusionarse solo libe

ran el volunen contenido entre sus dos rnembra.na.s mas externas hacia 

PJ. interi.or de l.!1.8 céluln.s, permaneciendo el volumen restante encap.. 

sulado y, nor lo tr:i.nto, inactivo. En cua.nto a los liposoma.s unilam~ 

larer; P"randes, que pueden trans.ferir mayor volumen, alteran más dr~ 

tica111ente- la distribución lipídica y proteica_ en la membrana celular 

..,. podrí~n lle.E;f.lT' ::t. ~rectar el sistema. respons.':'.ble de la liberac lón 

de neurotransmisores. Considerando lo anterior, en este estudio se 

uti.li?.:aron liposoma~ unila.mel.~.res pequeños. 

VI. IONOFOROS Y FORMi\DOR1!;~ DE CANALJ..;s 

Debemos mencion.~r aue existen otros medios para introdu

cir i.ones a las células; uno es a tra.vés de ion6.foros, y otro por 

formadores de cana.la~. Tanto lo~ ionóroros como lo~ form~dores de 

ca.nales son moléculas que se asocian a la membrana. y .facilitan el Pilo 

so de iones a trav4s de ella en la direccidn que marca el gradiente 

de concentrac'l.Ón oue presenta un ión a ambos lados da la misma.. 

Un ion6.foro es una molécula que ~e disuelve en los lípidos 

de la mem!)ranf:l y se difunde a través de ella. Debido a que sus cara~ 
1 

ter{sticas fisico-ou.ímicas le permiten asociar un ión, lo pueden 

tr~nsportAr a través do la membrana (54). Se clasifican como neutra 

les cuando no tienen carg;a propin., y como carboxílicos cuando tienen 

un grupo carboxilo disociado a pH 7. 

lTn form;:idor de can:;i.l no difunde, sino que quedB. ".rijo' en la 

membrana, ouedando uno de sus extremos en contacto con el rnedlo ex

terno ir otro con el medio interno a la membrana. Más precisa.mente, 

), 
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rio~ o m~s de estas moldcula~ parecen agruparse y dejar entre ellas 

un 13snnci.o .q,cuoso que permite el paso de iones a uno u otro lado de 

la membrrina. 

La. d if'erencifl en los mecanismos de func ion:3miento de ambon 

tipos· ele molécul~.s da como result,3.do oue los forrnr.idores de canales 

sg~:m más e.fici8ntes en la . .facilitaci.ón del paso de iones ya qua no 

reouieren difundir~c como los ionó.foros (54). Los formadores de ca-

n::iles <iue se conocen permiten el pneo a iones monovalentes y, muy 

lent~.mente !;) los divalente8. Ciertos ionó.foros transportan s?lo i.Q. 

nes monovri.lentQs: otros tra.nsporta.n casi exclusivamente iones divalou ~. 

~ 
t~s. t<:l e;rndo de E"Gpeci:ficidad que posee cada uno para los iones C.Q. 

rresnonrllontes es muy variaTJle. 

La llti.li?:nción de estas molécul.;l.S pnrA. modi.ficar · específ'i

ciq_mente la concentrRción de iones en las terminales nerviosas pare

ce limitAda debido a que: 

ll Para modificar la concentrnci.ón interna de varios io

nes en una célula por merlio de est~s molécula~ se deberían utilizar 

riiferentes ionóroros o formadores de canales, lo cual haría di..fícil ~ 

el estudi.o de la. cinétic.::t de los eventos de interes ya que la veloci -
ciad f!t la cual los di..ferentes ionóforos o .:formadores de cana.les modi

I'ican la concentrRción interna celulAr es muy variable. 

2) Rn el caso de usRr ionóI'oros: 

A) Los ionóforos carboxílicos tienen la desventaja 

rfo oue neces~riamente merli.an el intercambio del ión que quiere intrQ_ 

ducir~n oor protonc~ u otros ioneB internos a-t~~~ds de la membrana 

;:1Ún ~i.n i.nducir una modi.flcacJ.rín eléctrica neta en ella. Ello impl1 

CA nu~ la modificacicin risiolÓgica en la c~lula no solo estarÍR dada 
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nor lR entr~dR rl~l i6n que racilitR ol iondforo, sino adem~s por la 

rieulect~n ~el idn interno que AAl~a a cambio del externo; lo que 

imnn~iría relacionar directamente Al i6n con el efecto observado. 

Rl ~l uso rla ion6roros implica la presencia continua de 

nn i.Ón o ad() en el mea io de incub;::ic i.Ón. El efecto que este ión tuvi~ 

r.;i fisiolÓQ'.icaMente f;EirÍ.tl variBble de A.cuerdo a la permeabl.lidad que 

narR esta especie ionica presente la membrana misma en reposo. 

3) En el caRo de usar forrnAdores de canal o ionóroros 

neutrRlcs, el único requisito a cn;iiplir es el de usar una concentra

ción externa elevada d13l ión aue se quiere lntroducir, para dir~gir~ 

el transporte ~ólo hacia el interior celular. A este respecto, se 

tenñrían nrohlemas con la elevación de la concentr~.ción externa de 

K'4- en las tPnni.nale~ va que dicha elevación produce eflujo de neuro

transmisores (2?). El P es un ión oue se pretende usar en etapas 

noster1ores del pro .. recto como control para conocer la espec i.fic id ad 

del incremento de la concentra_ción interna del~ión- monovalente na+ 

so.l-irp la 1 iber::lc i.ón de neurotransmisores. Además, s61o existen 

i.onóroro~ neut.ral~s con esoec"i:ficidad para ionern monova.lentes, y los 

:formadoret=; de canales transportan cationes dival~ntef> muy lentamente. 

4) Por otro lado, en etapas posteriore~ d0l proyecto, se 

ñeh~rán introducir moléculas a. las terminales nerviosas ya sea pera 

cuanti-f!'icar la [c1t'*"+] i ( Arsenazo III) o para disminuir la [9a++] 1 
(ácido otilenr;licol-tetr::J.acético, EG'l1A), y debe mantenerse, hasta 

donde se~ po~ihle, 1~ ~st~ndari~acidn del slsternA usado. 



36 

~ A T E R I A L E S Y M E T O D O S 

1.- Preparaci.6n de Sina.utosoma.s 

f.ntre los métodos de obtenci6n ae sinaptosomas, uno muy 

utilizado es el descrito por Ha jos ( 4·g). Este método, con pequ~ 

ñFi.s variantes fué el q".le sP. us6 en loe exp8rimentos. El proceso 

consíste en homogeneizar el cerebro completo de ratas Wistar (en

tre lBO y ??0 p;:} r:m 10 ml. a.e sncarosa 0.32M en un homogeneizador 

con mazo a e teflón. El homoge11eiz1.do se centrifuga a 1100 x g 

riurante 10 minutos en una centrífue;::i. Beckmon modelo J 2- 2 l. Se 

a e she ch'.:1. el Dr0. ci -i:1i tad·: ( r1ue contiene m.icl eo s, mielina, y fra~ne!! -

tos grandes c1e cé1ulas rotas) y se cer1trifuc;a el sobrenadante a 

8320 x g durante 25 minutos. El precinitado a.e eeta centrifuga-
. , 

c1on se resuspen0e en 5 ml. de sacarosa 0.32 M, y 5 ml. de esa SU.§. 

pensión se colocan sobre 20 rnl. de sncnrosa 0.8 M evitando que se 

mezclen. Este gradiente pe centrifugH a 7470 x g durante 25 min. 

En esta ceritrifug8.ción se se"9aran 3 fraccio!l.es. La fracción su-

nerior ( s'1.caro2a O. 32 M ) contiene "9rinci m:tlmcnte axones mielini-

z:-::i.aos; lR. segundR ( sa enrasa O. 8 M ) con-tiene :::1oroxi:nn.a2.mente 897' 

de sinaptos~mas, 9% de mitocondrias, 1% de axones mielinizados, y 

1% de nartículas no identificadas; la tercera fracci6n (pastilla) 

l. ,. 

c0ntiene !)rinciualmente mitocondrias (48). Se extrne la segunda ~ < 

frHcción con um1. ::ii netn. 'P::i.steur y se diluye hssta un8. concentro

ci/;l- de 0.32 M con 8.gua bid.estiln.du fría; é8tH se agreg8. en forma 

1 t . t . , ..... 
131~ ~.,_ :¡ e on ~J.gi a CJ. on con u inua Dr?.ra evitar que los sinaptnsomas 

sufran un choque osm6tico. La susDen~i6n ds sinaptosomas se cen-

trifuga a 1g100 x g nara obtener una -pastilla final. 

( . 
. \ '· ; 
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.,, 
-II. Acumnl;:ici.6n dP.1 

riARl\ - · H por Sinaptosom11s 

Ltt pfl:stilla de 5inaptosoma.s se resuspende €n 10 ml de 
' 

;qfne:cr-Kre,'bs conteni~n<lo (ml\I) U;-i.Cl ,115: :rc1,1 j Hé=!H PO , 1.2 f 
2 4 

M~SO ,l.?.: NaHGO ,25; p;lncosa,10: C::?.Cl , 2 i ~,. áci.do ::uili.noo:x:i-
4 3 2 

!?.cét.i.r.o 0.J. (para evitar la degra.dación del GM'.l/\ (56) • El pH 

<:el r10dio ro rijn~tn a 7.4 gaseándolo con unP mezcla oxígcmo··95o,:;_ 

-CO ( 5crq .10 ml de la ~uspensión ~o. 5 mg. de prota ínn/ml. } se 
2 () 

incuh.rin en ::ir-;i t::lc ión n. 37 e du:rnnte 3 nin. S0 n0ref;.'1. 1 pe i c1e 
3 

un .... ~olni'.'fÓ:i .-,e G~BA- H (0.4 )lM en el volt~m~n :final de incu~n-1.. 

e ión). ~st~ suspencidn ~e incubn o 
~ 37 ~ durante 10 ~in. y se 

cPntrifnr:b <lP.Pp11~~ a 18100 x g -para recu-p~r~r lo~ ~in;;.ptosom;;i.s 

P.n 11n.ri n:H~t illn. 1 :i'hrc de r~d iacti vid ad extern.s.. ,_.;¡ pre e ipi t~do 

~e re~usonnde en 1.5 m~ de F,lucosa 0.32 M. (34) 

III. Preparacj.Ón de Lipo~omns 

'Lo~ 1 tpo~orn~.n uni.lamel~11·(:f; pnr1uefio:". ~:.:: p:r·ep~.:·ri.ron de 

acuerdo ::i Gov~rruhi.!:l.s ( 571 ce l::i ~igtd.!~nte rnrincrt'l: 

·-Se vrenRra Ul1!3. mezcla de :rosfAtidil colin.q (PC) y fosfa
tidi.l serina. (PSl J:l ('P/p1 (4n mgi on cloro.formo. 

~~f"'l r>li.ni_;~.:--. el cloro:formo evRpo:rándolo con nitrógeno, h~cie11-
P.'i.,. •. ~:r ~1 tuho lo r·ñ~ ~ori.zontalrnentc po~ihlP. 'PRrr.t que los lf
pldo~ ~~~OP fonnen unR capa delgada que cubr~ eue pnredes . De 
rcmí ~n t!ri~lm1t(", (·1 proc(!'. ~·o se lleva ~. Cé:!~O en atmósferr.t de 
n lt.i·ó~nno pr.rr-i evitar la oxidación de los lÍpidos). 



Se. agrego 1 ml de l!"J soluciór.• que se quiere (tn-e sea 
n:trapad8. :1u.rante lB. formaci6n de lof': l i.ncsoma.s ( gluco 
ss>O;J?rtr, ca.c1

2 
60 m!II/glucosa 140 mM, 6 Na.Cl -

140 mlVf/ glucosa 4 O m.'1). 

Se ngregfln ?. p.Ci de Inulinn-14c D<3.rn rastrear la efi
ciencia del atranarnien.to del medio por loe. lino somas, 

, f . , . t asi como su usion a sinap asomas. 

~e 8.gi tn. el tubo duro.nte 5-10 min h::1sta despegar todo 
el lÍpido d.e las pctredes (se han for~ado liposomas mul 
tila:nelares). 

Lo sus'!Jen.siÓr; se sonica en un b:1.?ío de ultrasonido 
Cole F'arrner 50/60 H?.:, en frío, dur2.nte 10 m:Ln. repi
tiendose este paso cuantas veces sea necesario has~ 
logrf! r •;1.le 18. s0luC!iÓn esté t r8 l1f>i'!J rente (lo r¡ue indi
c::-i Cjue 12 ffi8.~ror porte de los lin:'.'>somHs multil8111elare~ 
se han tr;::insformaC!o en unih::nelqres ue•1ueños). 

I1a 8Usnern::iión se centrifuga a 100 000 x g na.ra elimi
n8r nosihlel? lin0somas multil8.mel2.ree. 

- El sobrenndan:t-e se hnce pasar por una colR11na de Sepha 
dex G 50-150 equilibrada con glucosa O.J? M a un flujo 
de 1 ml/min. uara elimin.8.r el medio externo. 

-·Se escoge~ lns fracci0nee eluid2s ~ue poseen mqyor 
aensid2d 6ptic2 d•:terminad8. nor lt1 abeorba.ncia a una 
longitud de ondR de 340 nm en un esnectrofotómetro 'Zé±ss. 

IV. Cuantificac-:i ón del Volurnen r~trapn.do r,>or Lipo
somas Durante su Formación 

P:::i.ra cuan.tifica.r la eficiencia de strB.'.)amiento de 

las solucidriee a ens~yar por los liposomas se agregaron a di

ch.'J.8 soluciones 2 p.Ci de Inulina-
14c. Se tomaron muestras 

de lesui:ipensión por duulicado antes y desrués del paso por 

la columna de Sepha.dex, y se calculó el n0rcent2. je retenido 

despu's de la cromatografía con re~pecto ?l valor inicial. 
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Pnrá ia. ~fuei<Sn entre los sine.nto$o::m :-:- y ·los lino somas, 

r1.lícuoto.e a:: O .. 5 ml de lo susuensión final de sina.ptosomas ca.rga-
"l , ) dos con GABA- -'H · (-.... l.7 mg. de ·:J:roteinn r--.:.'.· me::: clan con 1.5 ml 

de la suspensión de liposomas (""'-' 12.6 mg. de lÍpidos) ó glucosa 

0.32 M (en el caso del control), y se afiade una alícuota de Lac1 3 
para da.r una concentración f:i,nnl d•: 400 )ll'JI en la mezcla. El La+++ 

se ut.iliza como catalizador de la fusión y es im9ortante que se 

aYíada al final, ya que si se agrega antes se nronicia una agluti-

. , d l . t , bº d . d f . , l º 4.1. " nacJ.on e os si:iap osomas o ien, eme.sia a usion inosoma- 1p0 

soma. La suspensión total se incuba a 3700 durante 2 minutos. 

VI. Cuantificación de la Fusión 
-Liposomas 

Sinaptosomas-

Para cuantificar el porcentaje de contenido liposomal 

que ha sid.o desc8.rgad.o a. los sina'9tosomas, se sigue el procedimien_ 

to de fusi6n mencionado anteriormente, utilizando liposomas carga 

dos con diferentes iones y con Inulina-
14c • Se toman muestras 

por tri ulicado del medio de incubación y se· filtran y lavan con 2 

ml de glucosa O. 32 UI para eliminar liposomas no fusionados. Se 

cuG.ntifica lA. radiactividad retenida en los fil tras y se calcula 

el uorcen.taje ae rat'liactividaa total de los linosomas que se queda 

en la fracción sinRptosomal filtrada. Se corre un control para 

cuantificar lR. adsorción de li posomas con· radiactividad al filtro; 

~ste conBiste de una incubaci6n de los liposomas sin sina.?tosomas, 

completando el volúm,~n equivalente con glucosn 0.32 M. Se filtran 

alícuotas por du-plicado a los mismos tiempos y se determina la ra. 

diactividad en los filtros. 
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VII. Libf'=!r::'ción 0e GABA- 3H por Sinaptosomns 

Con obje~o rle oh~nrv~r los erectos de los diI'erentes 

i.on'3 s ~,)breo 1~ 1 i.b~r~c ión º"' neurotrnnsmisor por los s'in~pto~onas, 

~e r~.stre6 o i.c'1:'!1. 1 ibera e ión <l11r,".'lnte ll~ minutos. Se tomó una 

1 1 • l º T.f,l.4 "nt?.e"r:r~ i.ni.cil"l ñe lt;0.).11 oe P me7.c t:t. s1n~ptoso111~s- inosomas-..Lt-t 

Y se cambi.~ 1~ t.emper:itnr.!l ñe 1.P.. incuhAc-i.rSn R 3n°c p~r.'1 disminuir 

]J1 w•locir1nd de 1ih0r,'-lci.ón r:el neurotr::insmisor, tornando muestras 

cRri~ ? minutos. To~~s lAs muestras se filtraron por medio de la 

Pnli.cac1r5n rle ,,~_cío (15 r:m He;/cm2 durante 15 seg)~ l3.v."1ndo inmJ

di.At.::imente con 2 ml de r.;lucosa 0.32 M pnrn elininnr rndl.activiclnd 

externa a. los stnapt.osom;:is. Los filtros {Bio-Rad de f'i.bra de vi

rlr i.o} ::>o colocnron en virJlef' orie contenían deterr.:ente ( Dodéc.fl 

sulfato ne sodio:al l ~ con EDTA -ácido etilen d initriillo tntraacE;tli_ 

co - ?f)¡11T y a.iust::indo el pH a 8 con Na.OH) y se meten a. unn es t11 

f'a a 70ºC rlur;:inte 20 min. prira romper l;:is membranas sin.'.:lptosomales 

y, yri fríos lo~ vi:'lles, :>o l8s ~r;rci;~n 10 ml de 'fritosol ( 58) para 

~11:mti.f'i.c~.r 1~ rndi.n~t,ividnrl oe cada. :filtro. La radi~ctividad se 

0 et0n'1i11ó en un contR<lor de centelleo 1 {qui.do Beckman L S 7000 (6 

PP.clc.~rri Tri-f!arb 2425 1. 

VIII. Funci.on::ili.dad de los Sin~.ptosomas D~spués de 

su Fusi.ón ::i Liposomari 

Gon ob.ieto rie sPber si los sinaptosom~s mantienen sus 

carActer!stic:':ls f'uncion::?les despuésdde la fusión a liposomas, se 

hi.ci.eron loR siP"ui.entes e:xoeri.mcntos: 

1 ' 
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Lib~raci6n de O~RA- 3H 
~inaotosom~.s Fu8 i.onados 
nor Dtrerentes Agentes 

por sinaptosomas (s)· y 
a LinosomaR de Glucosa (S.I-0) 
De spolari. zantes. 

A los si.nP.p1·.osOT'1fl8 prP-vi.nmPnte carr-,'1d()S con GAT~A- 3H ' 

~e lPs f'nsi.nnó c•..,mo vr-:i s0 ha r'!e~cri.to, con liposorMs conteniendo 

crlUCí\S:l 0.1? M. AlícuotRR de lR Auspensi6n sin~ptosomas-liposo-

m~s se cnloc::i.rrm en una ca.i8 rJe .vacío que sosti.ene $ J'iltros, y 

el merH o ~e el i:minó nor succión: i, ... s muestra.s se l~varon 3 ve-

ces por filtrnci6n con 2 ml de la snluci6n Ringer-Krebs Ya descri . -
tn nue con ten í~ ~'1TA lmM áci.do etilen-p·J.icol tetra-acéti.co}. 

'Rsto::l lav~nos oermi ten lP o htenc ión de nn~ 1 i.rn:.>t' b~ :-::i 1 d~ 1 ibe1k1.- -

ci.ón de nenrotr:msrr1i.sor con:=itante. Una ve'l alcan?.ada l~ línea bg_ 

S:"."1. ne liheraclón, l~s T'lttest.r~s recihic:ron un pulso de 30 seg. con 

la mísmn s"luc i.Ón íli.nr:er-Krebs (linea ba.s:il) ó con el medi.o conte

ni.enr.o KCl 50 mM (reduciendo el füiCl), Ve1~ptrina. ( 60 pg/ml) 6 el 

tonó.e-oro n~rA. ci:ilcir> A ?.)187 (l0)1M}. La ra.dinctivide.d en los fil 

tro~ v P.?1 lof' .:fi.l trr?rlos f'e cuantificó en tritosol. 

B) Liheraci6n de GABA- 3H nor S, S-1G, S-1Ca 
( ~inantoso-na.s 1'11si.onados a. Liooso-:-1a~ de CaCl2) Y 
s_I,EGTA ( Sinaotosomar-; Fusionados a Lioosomas de· EGTA) 

Se compnraron las ceracterísti~as de lih~rnci6n b~sAl o 

inoucifl~ nor KCl 5n mM en S, S-LG, S-Lca, y S-LEGTA. El procedi

r.ilento rué simi.lar al descrito on el inciso ::.ntcrior. En este ca-

~o, Al tr::?1~::?Mi.Pnto: 2 JTll du: a' Ri.ng~r-Krebs ó b) Ringer-Krehs 

con KCL ~0 mM se nplica durRnte JO seg en 3 ocasiones a los ~il-

tror-;, ~ ~e rAcoi:i;en por ~f'.:'PPrndo los per.fusados de cada tratamiento. 

~~ cuAnti F'lcó lA rnñ iR.r.ti. vlrl nd l i.horAd n (la.vados) y retenici a ( I'i.1-

tro) por l_os sinApto$omP.s como VR se mencionó. 
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IX. Detennin~c i6n do Lípidon on Li.pono:1ris 

La cantidAd de lÍpidoa ~n 1Rs muestr~s de liposom&s s~ 

cn::inti.f'i.có en 1-:iPr:~ P fnRfRto ori;;ánico. Ln técnica ut1lizn.dn es la 

'1escri.ta. por Ames ( 591. 

A ?() ul <1e rnne~tr~. se ::'!r_:ren::.~n 50 ul de ME;(N03 l2•H20 al lo% 
en alcohol ct(li~o rihsnluto. 

J.n m"'~l"la:~ ~e evAnor~ R seouedad en fl::im~. f11erte con :1gi.t:a 

ci6n r~pi~a ~astn auo el VRpor car~ rlesaparezca (se deja 

~ 
- ~e a~rA~Rn 0.3 ml rle HCl 1 N v se calienta en bafio de H20 

liirir i.enr:lc) ñurP.nte 1 S r:i i.n. ( tanAndo e 1 t11bo con un-9. ca.nical 

n::irri h ir!rol i. 7 ri.r haflte fosfato il1org6.nioo cual O.u .ter pir.o

rosfiit.to f'orm,.,do en la inc inernc ión. 

I.::! curv~ p;:itrón ~e prep~r::i con KH2P04 en un rango entre 

(1 y 10 ;u~ llev~d os P un volwnen f'inril de JOO .Jil con 

HGl 1 rJ. 

~P. agre~an 0.7 ml de mezcln :?cido r:iecórbico - molibda.to* 
A cr-i.d~ tnho. 

~e colncan los tu"::-os .q_ li-50C c'lur::111te 20 mi.n, y se lee sn 

densid~.d Ópt.icA ::i. 8?0 nm en un espectro:fot6metro ~efss 

* Un.o p~rt.e de ácido a.scórb ico ::\l 10~ ( p/v) en H20 
con f1 nf'rtP.~ <le HeptPmol fbd.nto de amonio·H20 en H2S04 

1 N Al 4?.~ 

( Ae p~e~"rnn soluciones ~~tand~rd de Píl w rn 3:1 en H20 y 
!1"3 cuAntificn el rendimiento de fosf'nto por mg de :fosfo-

lípir.lo ' 
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X. DBTF.;RMINACION D~ PROTEINAS 

El conte~ido de proteína· presente en la su~pensi6n de 

~inantoRomAs ~e cua.nti:f'icó oor el método de Lo\<rry ( 60). 

La rosfatidil colina (L-cx.- .fos.fa.tidil colina ti.pe V-E), 

la fosfatfdil serina (extracto cerebral de cerebro bovino tipo III~ 

y la Ver::itrinn se obtuvieron de Sif;Tlla Chemical Co. (St. Louis Misso.Y., 

ri i. Bl GABA. _3H y la Inulina. - 14c se obtuvieroh de New Engla.nd 

Nucle~r (Boston MassAchusetts). El ionó~oro de ca++ A 23187 se ob-
4. 

tuvo de Calbiochem-Behring Corporation (La Jolla 1 California. · 
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R E S U L T A D O S 

I. Atra.pr:!miento del :Medio por Li.po~omas 

La Tabla I muestra los porcent:::J ,ie::= de a. tra.pF.lmiento del 

ffiariio por liposomas prepnrados en diI'erentee soluciones. Se puede 

ohserv~r ciue en el c;;iso ne los 1 iposomas de p:lucos~. (La) el por

cent:oi..iE' ne P..trr:!pP.111i€nto del medio es bastrmte uniforme, mAntenien

rlo~e cercn del 3~ del volumen inicial. 

Por otro lado, el vnlor 0e atrapamiento de los liposornas 
. ~ ~ 

d~ NaCl (LNa} en dos casos se aproximan Rl VAlor de LG (3%); sin 

emhar~o, en nno de los experimentos ~e lleg~ a atrapar el 13~~. Con 

lo oue respecta. ::i. los lip0r-10fll.!1S de C;-iCl2 (Lea), los valore~ obten,!. 

do::J pa.ra los tres experimentos son muy diferentes. 

II. Fusión Sin~ptosomas - Liposomas 

~n la tabla I se encuentr~.n los resultados o·bteni -
nos para la asociación ne contenido liposom.oil a lo·s si.naptosomas 

("FU'HON") dura.nte los dos -primeros minutos de incub::!c ión. Se ex

pre sr:m en iro,z~l .ro:rm:i. que los resultados de atrapa.miento. 

Nuevmnente se observa que en el ca.so de Lo la asociación 

~ sinaptosom~s es bastante uniI'orme. De los datos de Lea dos se 

encuentr~.11 ::l los VRlores de LG: sin embargo, un dato se aleja bas.

t~nte, en ta.nto que pa.rn LNa se tienen solamente dns de.tos y muy 

diftlrentos entre sí. La variabi.lidad clo los resultados es mayar 

pa:rn Len y LNa que para LG: sin embargo, se mantienen dentro del 
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Lino~omas Lino somas Liposomas 
n1ucosa CaC12 NaCl 

A) ~ de Atrana• 
mi.ento de 2.9 :!:: 0.53 6.1$ 6.3 
mPdio nor /2.9; 6.2 / 2. (i; l'.3. J l'lnosomns 9.5 I 3.1 / 

on (3} (3) 

B) ~.de Fusión 
Liposomas
-Sina nt.o ~OP1;t.!'.l 

14.03 ~ 1.~7 12.~6 

/ 14.21; 13.l 
7.7 / 

10.0 

! 6.5; 13.5 ! 

Tabla I.- A) 
linosoma.s 

B) 
tosomas a 

( 8) (1 ) 

Porcentaje de a.tra.P::i.rr.icnto de medio 
prApa.rados en diferentes soluciones. 

Asoci.n.ción de contenido liposomal a 
los dos minutos de incuhélc ión. 

( 2) 

por 

sinap-

En ambos casos so expresnn el promedio y el error 
estrmdard de vario!!3 experimentos cuyo m.írnero se expresé'!. · 
~ntrr? m;iréntesis; nrira. 'Un número de experimento~ igual 
ó manor a 3 , se expresan además los valores individua 
les de los mismos. 

~. 

). 
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m!~mo Ór-den de maP:'llitud. 

III.. Efecto de la Fusi.ón de La Sobre 1.9. Funcionalidad 

cio Sinaptosomas 

En la f'i.~ra 1 se puedü observ3.r la liberación de GABA

- 1H espontánea e inducida por diferentes medios tanto en sinaptQ. 

somas solos ( S) como en sinapto8omas .fusionados a LG (S-LG). Se 

puede ver oue la :fus'ión de La a sinaptr)somas previamente cargados 

con '}\P./\.- 3H no modifica la. lineA. hasal de liberación del neuro-
4.; 

tr~.n~llti.sor. Además, cuando se estud i.Ó la liberación de GABA- .:iH 

ñepenñi0nte oe Ca~+ e inducida por KCl, Veratrin~, 6 el ionóf'oro 

A 231?:~7, los va.loras obtenidos tanto p;:t ra los sina.ptosomas control 

como para s_Ln son semejantes. 

IV. Efecto de la Fusión Entre Sinaptosomas y LG, 

Lea, 6 LNa Sobre ln Liberación Espontánea de 

GABA- 3H 

En .l~ I'ip:ura 2 se observa l:i. cinética de liberación espou 

tánea de ílABA- 3H por S y S-LG durante 14 minutos después de 

inici~d~ la .fusión. 8e observa que a los 14 minutos la retención· 

(ie '14P,A._ 3H por S es de aproximadamente 91~, mientras que el re-

L ~ teni.do por S- n al mísmo tiempo es de 87,rJ. 

Contra.stand o con esa dif"erenc ia mínima de? libernc ic)n entre 

~ y ~-LG, en la fJ.~r;i 3 se muestra.n las liberaci.ones espontáneas 

nar~ S y ~-Lea. A los 14 minutos, s-Lca retiene unieamente 

~ ~~rl., nP 1.n rarli.acti. vi.rl:::tñ ori .. r; 1.nal de la ornonrnc ión, resultando en 
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Figura 1.- Efecto de la fusi.Ón de sina-ptosoma.s a lioosomas 
C!!!rP:a.rlo~ crm r~lucosn. sobre la 1 ib<1ra.ción esoontánea 
v la liheraci6n denenrliente d~ calcio de GABA- 3H 
1.nduci.cfa. rior KCl r:;f) mM, Vera.trina ó el-· ionóf"oro de 
ca.lelo A. ·?)187. Cada barra representa el porcentaje 
~~ GABA- 1R liberado 001w la nreparBcidn Al someter
~e a.1 medio corrasnondiente durante 30 seg. Los va
lorP-s Aon promedio :t E;.E,. ·de .. ) experimentos. 
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1m 261 de 1 i.hera.ci.ón mayor que 0n S y 22~~ mayor que S-LG, 

TP.nto en ~ como en ~-Ln y s-Lca se puede observ.'3.r un curso 

temnl")r:i.1 ne l i.h(-"lraci<)n uniforme, aue ind i.ca que en todos los casos 

el factor responsnble dr> ln li.herncic)n actúa, -r'esde el momento en 

que se inici~. la incub~.ción de .fusión, en .f'orma constante. 

Pin el ca.so de s-LNa (figura 4), ln retención de GABA

- 3H a los 14 minutoA es de "'-'en~~ qun, comparada con la liberación 

r.i:- q_Lr; de los rlismos dí~.s oe c.rect11ndo el experimento, liberan 

12% más. El curso tempornl de l::t liberación del neurotrn.nsmisor 

r..,_Lll_r ... t t d • • 4.-. por .~ n a.mpoco mues r~. ,e:ran es vr-1r1ac J.Ones. 

~n la f'i. gura 5 

clones net2s de GARA- JH 

se pueden comparar di.rectai11ente las libera. 

por S, s-LG, y s-Lca • Mientras s-LG 

solo 1 ibe:ra un 4l~rr, m~s de GABA- 3H que s, s-Lca libera un 28·3~~ 

más oue el mismo ·control. (ó 169r-:; más que s-LG ) • 

(Aunoue en 8Sta .firura no se incluyen los resulta.dos de 

~-1Na, dehido n que el mín1ero de exporim0ntos que de éste se tia-
. ., 
o s-Lca, dicho sistema libera un 171% 

L más que S- G para el mismo día de ef'ectua.do el experir1ento) 

v. L:i.lH~rncione8 Basales e Inducidas en s, 
L L L S- G, S- Ca, y S- EGTA 

En la. J'if'1.lrf1. 6 se pueñen e.preciar la.s dif'ercncins en li~ 

rae i.Ón es-pont.6.ne:::i e inducJd.1., en si.naptosomas sometidos a diferentes 

cond ic'i.ones. ~e o'bscrv:?. qur:i la liberación basal es muy simi.lar 

como en y L fi- EGTI\, áunque en 

es un poco más .-:i.lta on todos los pulsos. La liberación inducidn 
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4 6 8 10 

TIEMPO (minutos). 

12 14 

CONTROL 

LIPOSOMAS 

DE NaCI 

Figura 4. - Curso temporal de la 1 F. be rae i.6n r. spontánea de 
rHB~-3H oor sinaptosom.;i.s cont.rol ( S) y sina.ptoso
ma~ ~1sionados a liposom~s de NaCl (S-LNa). Los 
resultanoA e.xoresan el porcentaje de G'\BA- 3n or.2, 
Rnnte en los sina:ptosomas a los tiempos indicados. 
Los valores reoresentan el promedio ±E.E. de 2 
exnerimentos re~li7-adoo por duplicado. 
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Signi~icancia, por 
prueba de· t. 

Valores de :> para: 
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- • - dn 
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> o.6 < 0.05 
> 0~9 e:: 0.05 
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> 0 •. 5 ·- 0.05 
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CJ 5mM KCI 

¡:.:.:.:.¡ 56 mM KCI + 2 mM CaCl
2 

¡¡¡¡ 

D ili/lij¡1I 
CONTROL 

111! 

D 11!1111~ 
SINAPTOSOMAS 

f- LIPOSOMAS 

DE GLUCOSA 

SINAPTOSOMAS SINAPTOSOMAS 

+ LIPOSOMAS 

DE CaClz 

+ LIPOSOMAS 

DE EGTA 

Fi.i;ura 6. - Porcentajes de liheraci6n basal a inducida de 
1 ' 

GAB~- H en sinanto.somas. L::i.s ordenadas muestran 
el norcentnj~ de GABA- 3H liberado por sinantoso
ma~ control., :=rlnantosomas :f'usionado~ a 1 inonoma.s de 
R'lucos~., si.nanto~om.9.s fu~ion.ados a linosornas de CaC12, 
~i.na.,tosom;r~ f'11!3i.ona.do~ a li.no~omas de EGTA, desoués 
de ~er sometidos ~ 3 lavados de 30 seP,. con 2 ml. de 
TtJerl io Rin~er-KrP.bs conteniendo KCl 5 mM ( libernc i6n 
h~.sal -hn.rr~.s blancas} ó KCl 56 mM + 2 mM de CaCl2 
(liharaci.ón induciña -barras punte.9.da.s}. Los valo
r~s renref:l13ntan el nromed io de 3 0:xoori:nento.s. 



tamhí.én e~ muy ~imiln.r en s, 
h.!:!.i.!l en ~-1ca. 
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L S- G, 

D I S C U S I O N 

y ligeramente más 

~n este trabajo ~e ha demostrado que es posible inducir 

la 1 i.ber~ción de neurotransmisor previamente a.cumulado por sinaptos2 

mP..~ ::i tr:ivés de la fus tón de ást;os ~ 1 iposomas que contienen CaCl2 

o NaCl, y que los sinaptosomas así tratados conservan sus cara~4.teri-:1 

ticas funcionales relaciona.das a la neurosecreción. 

~parentemente estos resultados no están dados por las dif§.. 

renci~s de atrapamiento del medio por los diferentes liposomas o 

por el diferente grado de fusión de los distintos liposomas a los 

sinaotosom~s. 

~n relac i.Ón nl volumen de medio atrapado por los liposomas 

uni.lamelares peoueños, e~ rle ..,..._.. 23 JUl/40 mg PC ( 20) o de l~ ( 61): 

nor lo oue los valores de estos experimentos, adn los m~s bajos. (20 

/tl/4n mg PL eauivalente~ -9. un ?%} se pueden considerar dentro del 

rango reportado en la literatura.. Con respecto a la estabilidad de 

las vesículas, Ras¡:;ado (62' menciona oue liposomas preparados en for. 

m~ similar a la utiliznda en nuestro estudio, aunque de di:ferente 

cornnosi.c i.ón lipídica ( :f'osfa.tidil colina, estea.rilaminn y colesterol 

4:1:3' pierden el 17'1-i de su contenldo despues de 5 horas de su preps. 

ración. Croslancl (63) menciona que una. hora despues de su prepara-. 

ción lo~ lipo~om.!ls pr.epnrados con .. PC' mantienen el 100% de su conte-
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nido, mmatH' e la.s 2 horas pi.arden 3r,:t w1 10"~. 
, 

PHesto que aun no te-

nemos el dato oreciso, asumimos que nuestros liposomas se comportan 

en form;l. 8fmiln.r debido ~ que lo:=J porcentaje~ mínimos de captación 

sí corresponlien a los normalmente obtonidon por otros autores. 

Bn relP.ción a la diferencia en el porcentaje de atrapamieu 

to ne merlio por lo~ liposori.::is en di:f'erentes soluciones, es notable 

la Vr:tri~c ión individual que se presenta en LNa y especialmente 

L G~ .• Bsto podría ser explicado por el hecho de que tanto 

como Lea tardaban mñs tiempo en sonicarse que La (comparense un 

mínimo de 2.5 ñrs pR.ra 1 ca, o 40 min. para LNa. contra. 15 min1.• pa:-
~ 

rt:t Lrn. Sei;r;uremente, como reporta Pagano ( 52), los iones (es pee iaj. 

mente el ca+~, tienden a inducir la I'o~ción de láminas de lípidos 

e impiden 12 .formación de vesículas pequeñas. Ello implicaría que 

at5n con una. excelente sonicación no se garantizaría la :rorma.ción de 

''ef1Ículas tan pequeñas como en el caso de la glucosa y, teniendo una 

mayor rel11c:i.Ón volumen/área de superf'icie, pueden tener mayor porcel!. 

t~je rle capt~ci6n; aunaue esto no parece o:rrecer una e~plicación ~ 

las V::lriaciones tndivirluales entre liposomns de igual contenido. 

En los datos ª"' fus i.Ón de los di:ferentes ti pos de liposo

rnas P.. los sinaptosornas se observó también que existe alta vari.ación~ 

nrincipalmente en los cie LNa y Lea y muy poco para LG. Aunque 

no ~e pudo encontrar relaci6n alguna entre el porcent::tjn de atrapa-

· Tn"icnto Por liposoma~ y el porcentaje de .fusión, es obvio que debe 

hRberla, ya qÜe la di.ferenc i.::i. de atrapamiento, cualquiera que sea 

su causa, produce nri;:i oiI'ercnci~ en las condicione~ reales para ca

ña uno de loe sistonms trab~ .iad os ( s-LG, s-LNa, S-Lca). 
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Es impo:rtAnte tener en cuanta que la técnlca radiométri~a 

utili~adA para la detección de la Fusi6n impone ciertas limitacio

nes. Por un lado, Asta técnica no puede discrininnr entre el vo-

lnmen de l iposoma.s oue se ha fusionado realmente a los sinaptosomas 

y el oue se h::tlln rd.mpl(~11En1te adsorbido nl exterior de su membrana. 

Bllo cobra mayor imuortc:inc i.~. ante el reporte rle Szoka (64.) en el 

cu.9.1 se rnencto11n que unn c;ran parte de la int,..,racc.i.ón liµosoma-célll, 

1~ 0~ precisamente Adsorción. Por otro lado1 existe ruido experi-

n0ntn.l nado por la ::tdsorctón de liposo11ms a los filtros. El valor 

rk'! ~st::J. nrJsorc i.Ón :fué muy varta.ble aunque independiente del con~tenj,_ 

do1de los linosomas. 

En relación f:\ este punto, Rasp;ado (6'2} reporta una fusión 

lino~oM~-eritrocito en la que parece no haber tanta variación como 

la que existe on nuestro~ resultados. Probablemente esto se debe a 

que él re~li7.6 los lavRdos de las células .fusionadas por medio de 

centrifugación, lo que elimin~ el factor de adsorción de liposoma.s 

~·los .filtros que ob~ervronoR en nuestros resultados. 

nomo existe la posibil idncl de que los liposomas con. dif'e

rP.ntes contenidos so fusionen en di.stintn proporción a los sinapto

~om:-:i.s, es obvi.o eme se requiere cuantif'icar las fusiones de un::? ma

nern m~s precisa. 

Deb'ldo a que los liposonms son un sistema que va a modi

ficn.r lé=!. compos"lcic5n de la membr.~na del sinaptosomn, era importr:i.nt.e 

saber si esa modific.1c.i.Ón no producí;;'I_ algún efecto sobre las propi!t 

clri.dos (le neurosecreci.ón. Los resultados indican claramente que 

s .. LG funcinna de iJ!l.lfrl Jn,!merF! c¡u~ 8 en los procesos de libera

c i.ón, tanto basal como esti.mul::ida por diversos .factores dr~spolari ... 

7-::i.ntes, al menos pocos minutos 0espués de la fusi.ón. Es evidente, 
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::;ln ~ml)-1.ri:i;o, que R.Unoue tiende a verse una ligera diferencia en el 

comport::imiento de S-LGa, ello no se observ::t en el caso de s-LEGTA. 
(el cual de hería ha.ber disminu·ído la liberación inducida con respec

to Al control j. Los mínimos e.fectos observados sobre la liberación 

basal e inducida en est:3.S fusiones se deben probablemente a que a. 

los 2 rnin. la .fusión no se ha re;:ilizado en proporción su.ficiente pa

r;:i producir e~ectos notables. Aunque no se tiene el mismo control 

::!1 final i.7'a:r el período total de incuba.ctón de 14 rnin., el control 

out':! s~ rrmestr;:i en la .figura. 2 es suf'iciente par;i a.firmar que, en e· 

P.ste tiompo, la liberación espontánea de GABA- 3H no se modifica 

s:l.~ni . .ficativnment!=l dehido a la fusión per fil!• De esta forma, el in~ 
cremento en la l iherA.ción de GABA.- 3r-r observado en s-Lca y s-lwa 

(I'ie:ur:ls 3,4 y 5} puede ser explicado en base a una real transferen

cia de los iones a los sinaptosomas durante la f'usi6n. 

De· esta f'orma, parece conf'irmarse la evidencia. ya clásica 

(6, .13, :;:>g' de lR in.fluencin del incremento en la [ca+.fJi en la li

her::iclón de neurotransmisores y, por lo tanto, la .funcionalidad del 

si.stema uti.lizado. 

Raharnimo.f:f (20) demostró que liposom;:¡_s que contienen ca++ 

nroducen un incremento en la liheraci.ón cu:lntica en la unión neuro-

muscular ñe r~na. No se puede hacer una comparación cuantitativa Ya 

oue, ~.mnoue los li.posomas que us~.n presentan un atrapamiento (23 µl/ 
11-0 m~ de PC} similar al de los experimentos aquí presentados (20 pl/ 
40 mP, de PL), no se presentaron los da.tos de .fusi6n. Sin embargo, 

es interes.;inte T1ace:r not.1.r oue Rahamimo.f.f usa una [c~+-8 de 25 mM en 

Le~, en t~nto <'fllE" en este estudio se utilizó una concentración de flJ 

mM. Posiblemente exista una mayor tra.nsf'erencia de contenido de li

posoma.s en el caso de la unión neuromuscular de la rana, pero· no se 
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nuedo descartar una posible cooperación de los liposomas en la posl 

En relaci.ón a. i?sto, Rasg;ado .( 62' reporta que liposomas de 

fosfatidil colin~, estearilamina y colesterol 4:1:3 conteniendo 

CaCl? 6 mM en medi.o libre de sodio son capaces de inducir un 30% de 

i.ncrem~nto en la libcr~ción basal de GABA- 3rr de sin::iptosomas 15 mi. 
nuto~ rte~pues de iniciada la fu~l6n; ::iún cuando la relación sinapto

~omas/l tpo~omP.fl fué ligeramente m:;i,yor de la. utilizada aquí. El he-~ 

cho de aue el ef'octo se obsori;re a tan baja.rconcentración de ca+-+ no 

es de extrañarnos debido a que en experimentos no reportados aquí, ~. 
{ ~ 

nosotros observ .. =uno~ el incremento en la liberación de GABA-3H induc!, 

da por liposoma~ con Ca.Cl2 aún con una relaclón liposomas/sinaptoso

mas 10 veces menor que la. indicada para los experimentos aquí repor

t::idos. Sin emb8.rgo, el porcentaje de liberación reportado por Rasga 

do está sobreestimado debido· a la .forma de expresión de sus resulta-

rlos. 

Crosland {6:3) reporta un Jah de incremento en la liberación 

de ~cetilcoJ.in:l de sina.otosom,q.s fus:i.onados a liposomas de PC conte

ni.enrlo CaCl2 113 r.tll1 después de incubar la mezcla 15 minutos. El 

mÁtodo de orenaración de liposom.:i.s es diferente al usado aquí, y co-

mo no report~ cant"idad de lípidos en la mezcla sinaptosomas/liposo

mas, no se puede hacer comparación. No obstante, en cuanto a la li

her~.c ión da neurotransmisor;:, sí parece correlacionar bien con los da -
t.0$ AOUÍ expresa.dos. 

Considerando estos datos, se puede sugerir que la introdug_ 

ci.ón ñe ca++ a los sinaotosomas por medio de los liposomas ef'ectiva

mente resulte en un :.mmento en su liberación de transmisores. 
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Con respecto ~ los resultados obtenidos para LNa., se ohse.r. 

va aue su ef'ecto en la. liberación de GABA- 311 no es tan claro corno 

el e.:re cto producid o por Lea cuando se compara con el promedio de 

L totalefl. 'Sn este L libera 1111' 
, 

neurotransmisor S- r; C r3,SO, ~- Na mas 

eme el control, pero solamente 461, r1ás que s-Ln (figura 5), que es 

::inroxi.madamente la cuart.a parte fiel efecto inducido por 1ca. Obia

mente no noñ{~. esper~rse un ef'ect.o cuantitativo similar del Ca++ y 

del Na."" sobre la neuroliberación, dado que sus mecanismos de acci6n 

son di. ferentes; el ca-+.f. actuando directamente sobre los sistemas de 

1 iher.qc ión, mientras el Na+ necesi tn llegar hasta las estructura.s ~. 
l 

aue Rlnacenan ca++ en el interior de la terminal, inducir la libera-

ci.Ón de este Último, el cual deberá post~riorm~nte llegar a los sis

temas de liber:ición de la membrana de la termin::il. 

R~hamimof'f (20} ha reportado un claro efecto de LNa sobre 

la neurosecreción en placa neuromuscular. También en este caso u

!!;a_n una menor concentr.,_c i.Ón de Na+ (116 mM) a la utiliza.dR. en este 

Asturiio (140 mM). \1 pnrecer, como ocurre para el caso del calcio, b 

los l'ipo~omns reqnieren una mayor concentraci6n ionica para inducir 

erectos de liber.~ción en sinaptosomas que en unión neuromuscular 

de rana .. 

rn ti.ampo en aue se detecta el erecto, tanto de Lea como 

de 1 Na. sobre la liberación de neurotransmisores en estas prepara-

ci.ones es aparentemente muy variable. En la unión neuromuscular de 

la rana la respuesta se observa en segundos (20); en sinaptosomas 

tom:i varios minutos ~l poder discernir con claridad el e.recto que:•.;. 

ejercen los iones sobre la. liheraci.6n como muestra.n nuestros datos 

Y los de Crosland (63) ( lo mismo ocurre en preparaciones de células 

de la méñula adrena.1, en las que Gutman (26) reporta un efecto por 

.· 
_,' ¡'.: .. 
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LcA y LNa. a. los ?O minutos de incuba.e tón). Esta d i.f'erenc ia no se 

debe tanto a un ñiferente comportamiento de las preparaciones menci2 

n~das, sino más bien al ~rado de sensibilidad de los sistemas de de

tecci.Ón uti.liza.don. En la unión neuromuscular de la rana, la termi

n::il nervi.osa. est,;l unid:\ a músculo, el cual responde a concentracio

neR de neurotransmisor" mucho menores a· las detectables por métodos 

ouímicos; además de que el detector está conectado a un amplirica

dor de señales. Rn los sinaptosomas, aún cuando el erecto del i6n 

sea inmediato, no sa puede detectar adecuadamente hasta que se li

bera la suI'iciente cantidad de radiactividad detectable. Bn este 
~ 

Último c~so, el hecho de que a los 14 minutos de incubación ·conti-

núe la liberación de ~ABA-3H inducida por iones, lleva a pensar que 

el oroceso de :f'uf':i.Ón no se complet;:a a los dos minutos de incubación, 

si.no aue continú~. r.e;:ilizándose y_,·que podría no llegar a ser amorti

~ua.do comnletP..rnente por la actividad de los sistemas intrasinaptosg, 

male5 amortioUadores de ca++. 

La :f'usidn podr!R explicarse como una lenta pero constante 

lntern~liz~ción de las vesícul~s asociadas a las células, I'onna en 

onP. Szoka (64) asume que los !'actores de control de crecimiento, ci

totóxicos o componentes virales se introducen experL~en~almente a 

las células por medio de liposomas. Algo interesante es que Szolca 

nnrece tener argumentos para asumir que una gran parte de la asocia

ción 1 iposom1t-célul.'!3 es s{mplemente adsorción. No obstante, los e:f'e.Q. ' 

tos f'isiolÓRicos reportados oor R::i.hamimof':f ( 20), Gutman ( 26), Cros-

land { 63}, Y los· presentados aouí, muestran que deba haber transf'eren -
ci.a de los contenidos li.nosom::iles a las células en determinada propo.r, 

e i.Ón. 

(. 

' 
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Un factor oue podría estar involucra.do en ln libe:raci6n 

de (}A,'RA- JH observélrl~. en ~-Lea y s-LNa sería la presenci~ qe los 

i.ones liberañlJ's al medio de incuhaci.Ón (antes de la .fusión) por rup-

turR de los lipoaoma~. ~in embargo, es altamente conocido que los 

i.ones e~++, oara poder entrar a la terminal nerviosa e inducir la 

neurosecrec ión, reau i.eren la apertura de los e ana.les de ca++ (espe

cíficos y denendientes de voltaje), y que la entrada espont~nea de 

ca++ no estimula la liberación de neurotransmisores. TAmbién se ha 

descrito que ñesde el exterior de la membran.q los iones Na~ no in-

crementan la neuroflecrec i.ón, sino que es necesa.rio un incremento en 
~ 

Se ha reuortado ( 61' que la. nenet:rac ión de sustancia.s a 

diversos sistemas biol6~icos por medio de liposomas no se hace a la 

velocidnd o en la cantidad que se esperar!d si el contenido liposo

mal fuese 1 i.her:id o al men io y luego difundiera a la célula. Aparen

t.ernente, los 1 iposomas actúan en una form;i más activa en la introduQ_ 

ción de su~t::inci~s a las células, Aunque el mecanismo de trans.feren

cia a1fn no se conoee. 
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e o Ne L u S'I o NE s 

El papel del calcio en la. neurosecreción está ampliamente 

documentado; ~dn embargo, el papel del sodio no ha sido su.ficiente

m~nte estudiado. Nuestros datos apoyan la idea de que un incremento 

en la concentra.e ión de sodio interno puede inducir la libera.e ión de 

neurotransmisores en sinaptosomas. 

4. • 
F.n base a los resultados obtenidos, resulta. claro que· el 

sistema rie introducción de iones a los sinapto~omas por medio de 

1 i.nosornas e~ adecuado para el estudio del control i6nico de la neu-

retransmisión. Este trabajo demuestra oue la liberación de neuro-

transmisores puede inducirse on sinaptosomas tanto por su .fusión a 

liposomas conteniendo calcio, como a liposomas conteniendo sodio. 

Un problem,'3. importa.nte a resolver es la cuanti.ficaci.ón de 

la fusi.ón <le los diferentes tipos de 1 i.posomae a lo·s sinaptosomas. 

Como ya se indicó anteriormente, l~ técnica radiométrica aquí util.!. 

zada no permite afirmar quo el grado de asociación entre los dii'e -
rentes ti.pos de liposomas y los sinaptosomas sea semejante. Por lo . 

oue se hace necesario un conocimiento cuantitativo exacto del mismo. 

Con el :fin de oeI'inir este punto se ha empezado a montar 

~n P.l lahorntorlo una técnica más sensible para cuanti.ficar la fusión 

nor medio de un compuésto fluorescente. Una ve~ resuelto este probl~ 

TTti:i., se proceder::f 1-l oroh~r el efecto en la liberación de GABA- 3H por· 
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~i.nant.o~orrt::ir:: fusionados A liposom~s con una concentrac i.6n de sodio. 

~~s elevada, R~Í como " liposomas con otros iones monovalentes y 

rlivalente::; par:i comparar 81 grado de especificidad del sistema de 

neurosecreci6n por los iones mono- y divalentes~ Posteriormente se 

investi~ar~ si el efecto del idn sodio es mediado por calcio intra

tf:"rrninal; y· de ser rtsf, a. localizar la fuente de calcio end6geno, 

siendo la mitocondria el candidato inicial. 

?. 
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