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Desatiando a la naturaleza, destruyéndola
erigiendo un mundo artificial y egdlatra no
comprendo como la humanidad pueda conseguir paz
libertad o felicidad; tengo fé& en el futuro del
hombre, confianza en las posibiiidades del
experimento humano; pero fé en el hombre como
parte de la naturaleza...

.+.creo en el hombre compartiendo la naturaleza,
no aostruyéndnla.
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s+ Mirame madre y por tu amor no llores
s1 2sclavo de mi 2dad y wmis doctrinas
tu martir corazon lliene de espinas
piensa que nacen entre espinas flores...

José Marti
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Si los crustaceos fueran mis amigos
les pediria un gran favor

Que te mimaran como a un nifo

gue te quisieran como a un Sol

que te escondieran en su guarida

y te ensefaran a jugar

el juego mdgico

que no estd en los libros

el de las mentiras y la verdad

son unos bichos que no saben apreciar
el dulce nectar que hay

en los lirios de la amistad
entendiendo sin palabras

la versidn de dar amor

ya sean crustdceos magos 0 niAfos
estamos todos tu y vo.

Silvia Lara
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1.0 INTRODUCCIOM

La organizacidn general del sistema nervioso (SN) en los
invertebrados se ha considerado como relativamente simple si se
le compara con el de los vertebrados. No obstante, la
complejidad del SN en los primeras es tal, gus adn se esta muy
lejos de tener una comprensidn cabal de sus aspectos
estructurales y funcionales. En 2] casz de los artrdpodos, =1 SN
sique 21 mismo plaﬁ general que se pressenta en los anédlidos
(fig. 1), por 1o que se ha postulado gque los artrdpodos se
originaron a partir de aquellos (Tiegs y Manton, 195815 en 1la
actualidad, trabajos recientes sobre la evolucidn y 2l origen de
los artrdpodos, v en particular de los crustiaceos, muestran que
las afinidades con los ané¢lidos distan mucho de ser las gue se
suponfan originalmente (Cisne, 1%982). En los artrdépodos ($ig.1)
se trata de un sistema de tipo ganglionar escaleriforme, con una
masa anterior formando el cerebro propiamente dicho, Yy una
cadena ganglionar doble con un par de ganglios por cada
segmento. La ubicacidn de las diversas regiones del SN de los

artrdpodos pueden reconccerse en la figura 2.

1.1 EL SISTEMA MEUROSECRETOFR DE LOS CRUSTACEOGS

El fendmeno de neurosecrscidn se conoce casi  desde
principios de siglo. Speidel en 1919, reportd la presencia de
neuronas con apariencia secretora en la médula espinal de  los
elasmobranquios (citado por Bern y Hagadorn, 19565), entre los

metazoarios es posible encontrar células nerviosas con actividad
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Figuea |, Representacidn esquemdlica dei cerebro en! 20 Jusase poliquato (Asnelida, Policnaetal; bl Crustices
(Arthropoda, Crustaceali y ¢l Arada (Arthropoda, Cheliceratal,
{Tonado de Barnes, 19031,

Figura 2, EI sistesz rerviose cemtral en diferentes qrapos: 1l Mereis (Aemelida, Polichaetali b) Anostraco
(frustaces, Erarchizpedalj o) lapix {lrzacta, Apterigotalj d) Blatla (insecta, Blatoideali el Alacrdn {Arachnida,
Scarpiosidaly f) Mzstiqoproctss (Arachsida, Ueopigidali 5 Mosca (Issecta, Dipteradi y b Opiliomido (Arachnida,
Jpilionidal, A.p. Anills Periesoidqica, C.n.v. Corddn Nervioso Yemtral, 6.s.b. Gaaglio Subesofdgico, 6.5.p. Ganglio
Suprassofdfico,

(Tanade de Vdzguer 7 Villalebos, 19771,




Figura 3. Principales estructaras aerviosas de los artrdpodos, tal como se preseata em los acociles (Crustaces,
Astacidea). a) Ganglio Supraesofdgico, b) Gamglio Sebesafigico, y c) Cordda serviose cestral.
(Moditicado de McLanghlin, 1980,



secretora (Bern y Hagadorn, 1945). En el caso de los crustaceos,
este fendmeno se encuentra bién documentado, particularmente a
partir de los trabajos de Hanstrdm en la decada de los 30's

(citado por Bern y Hagadorn, 1945).

En los metazoarios en general, el sistema neurosecretaor,
estd formado por grupos celulares que sintetizan substancias con
actividad bioldlgica, por sus axones las transportan a las
terminales donde son liberadas a la hemolinfa, formando drganos
neurcohemales (Carlisle ¥y Knowless, 1953). Los criterios para
establecer el cardcter secretor de estas células, se basa
principalmente en métodos histoldgicos, por medio de éstos se
observan neuronas con grdnulos Yy propiedades tintoriales mas o
menos especificas, que sugieren la presencia de substancias que
han recibido la denominacidn genérica de neurchormonas o

neurosecresiones.

Para determinar si una substancia presenta actividad
bioldgica, ésto es, si efectivamente se trata de una
neurohormona, se requiere aplicar diversos criterios para
responder preguntas como, a) ¢éCudl es la naturaleza guimica de
la supuesta hormona?, b) <iDonde estan los sitios de sintesis vy
llbor;cidn?. c) <CcBue procesos son controlados por estas
secreciones?, d) <cExisten receptores celulares especializados
para estas hormonas?, y e) <De que manera se ejerce su efecto a

nivel bioquimico? (Jegla, 1985), entre otras.



En cuanto a las caracteristicas de estas neurosecresiones,
se ha observado gque no existen grandes diferencias entre los
vertebrados y los invertebrados. Asi por ejemplo, los axones vy
somas del Organo X (0X) de Sesarma (Crustacea, Decapodal,
presenta inclusignes de 7 um de ancho vy 13 um de longitud,
compuestos de granulos esfericos de 2 a 4 um de didmetro, los
que a su vez, estanl+nrmadns por granulos de 0.3 um de diametro
(Passano, 1954). Utilizando microscopia electrdnica, s posible
detectar grdnulos de 100 nm de diametro (Bern y Hagadorn, 196&5).
En otros grupaos animales se pusden encontrar disposiciones
similares del material neurosecretor. En algunas Areas
neurohemales, se pueden distinguir al menos dos tipos de
terminales, las que contienen granulos pequeros (50 a 100 nm de
didmetro), ¥y agquellos en los gue Ios granulos son mayores (de
150 a 200 nm de didmetro), como se ha reportado #n 21 pasado
para el caso de la glandula sinusal (Hodge y Chapman, 1958), la
neurohipdfisis (Duncan, 19561, la urnhipéfisis (Holgreen v

Chapman, 1940), asi como en corpora cardiaca, pero con didmetros

de 150 a 300 nm (Wiley ¥y Chapman, 19&0).

De diversos estudios, realizados en el sistema
neurosecretor de los crustidceos, se observa gue para el caso de
los entomostraceos como cirripsdios (Barnes vy Gonor, 1958},
cladoceros (Sterba, 1957), anostracos (Lochhead y Resnes, [958),
ostrdcodos (Wey-Goldt, 1941) vy copépodos (Carlisle y Pitman,
19461), se han reportado células neurosecretoras en los ganglios

supra y subesofdgicos (Bern y Hagadorn, 19465). Cabe mencionar



que en el caso de los anastracos los ojas compuestos
pedunculados carecen de células neurosecretoras como las que se
presentan en los decdpodos. Para el caso de los malacostracos,
los estudios de neurosecresidn se han centrado en los decapodos,
y 8n menor grado &n los hoplocdridos & i1sédpodos, en estos
(isdpodos) o aguellos f(decdpodos!) se ha establecido como uno  de
los principales centros de almacenamiento v liberacidn ds
neurosecreciones al sistema Organo X-Glandula sinusal localizado
en los tallos oculares (Bern v Hagadorn, !?65; Cooke ¥ Sullivan,
1982), Otros sitios de liberacidn son los drganaos pericardicos,
el sistema de drganos postcomisurales, ¥y en menor qrado, el
ganglio supraesofdgico Yy 1os 9anglios tordcicos (Carlisle v
Knowless, 1953), aunque estos Jdltimos han sido relacionados como
una porcidn de los o6rganos pericdrdicos (Cooke y Sullivan,

1982) .

1.1.1 Los Organos Pericardicos

Los drganos pericdrdicos se describieron en 1893 por Johlet
y ViallaAes (Cooke y Sullivan, 1982), sin embargo, Alejandrowicz
desde 1929 v durante la década de los 350's (Citado por Bern v
Hagadorn, 1%965), establecid la naturaleza de estas estructuras.
Estan formados por finas ramificaciones de fibras nerviosas que
rodean a la cavidad pericdrdica, o bién provienen de los plexos
de las membranas que llegan a dicha cavidad; ambos tipos se

pueden encontrar en un mismeo organismo (fig.4). Estas



estructuras son bafadas por la hemolinfa gque viene de las
branquias al corazén. Se les ha localizado en hoplocaridos,
decdpodos y anfipodos, y también en isdpodos (Cooke y Sullivan,

1982) .

Los axones de la segunda raiz del ganglio toréacico,
provienen de somas de células neurosecretoras que se ramifican
en el interior de la cavidad pericadrdica, como los ©Or3snos
pericdrdicos propiamente dichos. Estos nervios segmentarios de
la sequnda raiz son ademds portadores de nervios excitadores e
inhibidores del corazén, asi{ como de los axones motores de los

misculos dorsales (Cooke y Sullivan, 1982).

A la fecha se han descrito siete tipos de terminales
neurosecretoras en los ©Organos pericdrdicos, basados eéen el
tamaAo y ndmero de las vesiculas, su densidad electrdnica, asli
como por la forma y tamaro de 1os grdnulos de secrecidni en
algunos de ellos ha sido posible establecer la naturaleza de las
substancias liberadas (Cooke vy Sullivan, 1982). Se ha observado
que las secreciones de estas estructuras modifican la frecuencia
y amplitud de los latidos del corazdn (Alejandrowicz y Carlisle,
1953). Por 1la localizacidn de estos ©drganos y la actividad
fisioldgica observada resulta claro gue la principal funcidn de
estos drganos es la de regqular la frecuencia cardiaca (Bern vy
Hagadorn, 1965). Pero ademas, las ramificaciones anteriores
descargan Ssus secreciones a las wvenas que transportan la

hemolinfa del corazén a las branguias v misculoes respiratorios,
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Figura 4, Representacida esquewdtica de los drganos pericdedicos em a) Cangrejo Ermitano y b) Cangrejo Braguivro.
(Towado de Bern y Hagadora, 1945).



por lo que es posible que también la actividad respiratoria sea
regulada por estos drganos, o bién que la regulaciédn esté dada
para facilitar el funcionamiento de las estructuras
respiratorias y cardiacas a manera de un3 sola unidad funcional
(Cooke y Sullivan, 1982). Los drganos pericdrdicos, parecen ser
estructuras nsurohemales especializadas en 1a produccidn de
catecolaminas, fenolaminas vy péptidos Qque son liberadas al

torrente sanguinec como neurohormonas (Cooke y Sullivan, 1982),

Entre las neurchormonas reportadas para estos drganos, se
encuentran, la serotonina, la dopamina, la octopamina y algunos
péptidos cardioexcitadoresj estos Jltimos dependen para su
liberacidn del calcio ionico extracelular (Cooke vy Sullivan,

1982).

1.1.2 Los Organos Postcomisurales

La presencia de los dérganos postcomisurales se establecid
en la década de los 30's, con el descubrimiento de las
cromatoforotropinas en los crustdceos, las cuales se podian
obtener en parcionss de] SNC, a excepcidn de los tallos oculares
(Knowless, 1959) parﬁxcularmente la regidn de la comisura
tritocerebral, parecia ser una fuente importante de 23as
hormonas, por lo gue Carlisle y Knowless en 1$53, establecieron
su funcidn como dérgano neurohemal. Cooke y Sullivan (1982)
seAalan que las drganos postcomisurales presentan la morfologia

tipica de un érganc neurohemal, un epineuroc y un seno sanguineag,
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a los cuales llegan axones con terminales neurosecretoras
abultadasj también poseen la iridiscencia azulosa caracteristica
de los drganos neurohemales (fi9.5). Los drganos postcomisurales

se han descrito en Penaeus brasilensis, Palaemon serratus

(Carlisle y Knowless, 1953), y en Pachigrapsus crasipes (Maynard

y Maynard, 1962) dentro de los decdpodos; asi como en Squilla

mantis (Carlisle y Knowless, 1959).

La dnica actividad asociada a los 6rganos postcomisurales,
en peneidos y carideos, s un factor que induce la concentracidn
de los pigmentos en los cromatdforos blancos; otros factores,
como el factor de la dispersidn del pigmento rojo, se ha
localizado en la regidn en que se encuentran 1los drganos

postcomisurales.

Es relativamente poco 1o que se conoce acerca de las
células secretoras del GSpE. Se han descrito tres tipos
celulares para los braquiuros (Bliss y Welsh, 1954), solamente
dos tipos para el acocil (Durand, 1956). Los sitios de
liberacidn han sido parcialmente elucidados, ya qgue se han
sugerido axones que van al sistema OX-G§ y a los drganos
pericdrdicos (Bliss y Welsh, 1954 Carlisle y Knowless, 19594

McLaughlin, 1982),
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Figura §. £squemz que muestra 2 los drgames postcomisurales tal como se observam er Palaemon serratus. WsF, fibra
neurosecretorzy Maf, fibra motoraj C, cooexida circumesofdgica; Com, comisuraj PCO, Orgamo postcomiseral; Es,
2sdfaga; Mu, wiscula, Te, tendde, ESK, ::n:2lelp endofrageal.

{Temads de Cooke y Sullivam, 1982,
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1.1.3 El Sistema Organo X-Glandula Sinusal (GS)

El tallo ocular (TO) (fig.&6) de los crustdceos, =3 un

drgano complejo que contiene a las estructuras visualss, asi
comoc a otras que se han asociado con funciones olfativas
(Horridge, 1965), mecanodrreceptoras ({Kaestner, 1970) v

neurosecretoras (Carlisle ¥ Knowless, 19532).

E1 TQO de los crustdceos con ojos compuestos pedunculados,
presenta neuropilos bien definidos, de €1 se pueden i1dentificar
a la Ldmina Ganglionar, l!a Médula externa, la Médula Interna, la
Médula Terminal y el Cuerpo Hemielipsoide. Por lo 3eneral, entre
la médula externa y la interna, es posible encontrar a la GS
{Hanstrom, 1933; rcitado por Bern vy Hagadorn, 1965, esta
estructura estd formada por terminales nerviosas que provienen
del organo-X ganglionar de 1a médula terminal (Horridge, 1765:

Andrew y Saleudin, 1978).

Hanstrom en 1932, describid una estructura con aspecto

semejante al del tejido enddcrino, profusamente irrigada s la
que denomind Glandula Sanguinea o Glandula Sinusali actualmente
se sabe gque estd formada por terminales nerviosas, encargadas

del almacenamisnto ¥ liberacidn de neuronormonas, asi coma por

cédlulas gliales, cuya funcidn especifica alin se desconoce.

La GS, probablements se=a homdlegas a otras vias
neurosecretoras protocefidlicas presentes en otros grupos de

artrdpodos (Cooke v Sullivan, 1982), siendo =1 principal centro



Figara &, Esguema 48 tallo ocular zisliiz, como se observa es Procasbarss clarkii. ¢, cutfculaj 95, glindeia
sinesali la, ldwina ganalionar? we, »2:ils exbersaj mi, addula intermai at, sédula termimali o, aervio dptico; ox,
draano Ki r, retina; t, tracto 0X-65.

{En colaboracids con Vélez, ).
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de almacenamiento y liberacidn de hormonas en los malacostracos.
Se ha observado que interviene en los procesos de muda,
crecimiento, madurez sexual ¥ regulacidn del metabolismo, as i
como en las adaptaciones de las funciones metabdlicas como
respuesta a estimulos medipambientales, como 1a regulacién da
los niveles de glucosa en la hemolinfa, o bién, participando en
cambios miméticos, 'también interviene en la regulacidn de la

ritmicidad circadiana del animal (Aréchiqa, 1977).

La GS se ha observado unicamente en los malacostracos por
Hanstrom, excepto en Leptostraca, Syncarida y Cumacea desde 1948
(Citado por Bern y Hagadorn, 1965). En su forma mas simple, la
GS es un delgado disco sabre el neurilema de la médula terminal,
bordeando a un seno sanguineo, del cual estd separado por una
delgada membrana. En las formas superiores (Decapodal), esta
estructura es mas elaborada, como resultado de las
invaginaciones a manera de copas vy sus ramificaciones a lo largo
de canales sanguinsos. Hanstrom en 1948 reporta que el sistema
gque presentan los Astacura es e1 mds complejo (Citado por
Horridge, 1965). Curiosamente la GS estd ausente en los isdpodos
parasitos (Oguro, 1961). En la mavoria de los grupos estudiados
se presentan un par de gldndulas, siempre en estrecha asociacidn
con los centros dpticos. La relacidn {funcional s=ntre los
sistemas secretor y wvisual de cada o0jo, &s motivo en la

actualidad de diversos estudios (Bldzquez v cols., 1986).
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1.1.3.1 Caracteristicas Morfoldgicas de la GS

En su forma mads general, la GS es un agqregado de terminales
axdnicas de células neurosecretoras de! TO v probablemente de
sus alrededores (Bliss ¥y Welsh, 1954). A través de diversos
estudios mediante microscopi{a de luz y electrdnica, asi como por
técnicas histoquimicas, ha sido posible averiguar algunas de sus

caracteristicas.

La GS estd constituida por terminales neurosecretoras
provenientes, en su mayoria, de somas localizados principalmente
en la médula terminal (Andrew, Orchard vy Saleudin, 1978)
formando el Organo X Ganglionar de la Médula Terminal (OXGMT) .
Sin embargo, se ha postulado desde el pasado la posibilidad de
que la GS reciba vias neurosecretoras del cerebro, ganglios
conectivos y tordcicos y de otros centros dpticos (Bern vy
Hagadorn, 1965); de estas vias, algunas identificadas en adfos
recientes, solamente las provenientes del OXGMT poseen 4grdanulos

de secrecidn (Strolenberg v cols., 1977).

Se ha propuesto también que las terminales nerviosas
tienden a estar agrupadas, al menos para algunhas sspecies, por
su tipo célular y posiblemente por su funcidn (Bern y Hagadorn,
1945), como ha sido demostrado parcialmente por técnicas
histoquimicas para el caso de la muda (Rehm, 1959). Potter
(1958) relaciona seis tipos-de axones con seis tipos de células
neurosecretoras, gue ocupah posiciones caracteristicas en el

OXGMT. La hipdtesis de que cada tipo célular produce una
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secrecidn especifica se ve apoyada por la microscopia
electrdnica, por la que se pueden separar las diferentes
estirpes celulares a través de las caracteristicas de los
grdnulos de secrecidn, ¥ya que cada axdn tiende a contener
grdnulos de un sdlo tipo (Hodge y Chapman, 1258), Aungque algunos
estudios muestran granulos de distinta naturaleza cuando son
tratados por técnicas inmunohistoquimicas (Jaros, 1985). Asi,
adn no ha sido posible =stablecer la relacidn entre el tipo de

grdnulo v la naturaleza de la neurosecrecidn.

El examen de las granulaciones presentes en las diversas
terminales, sugiere que su nimero varia de acuerdo al sexo y a
la especie de que se trate (Tabla 1I), adn cuando sobre lo
anterior no hay un acuerdo undnime (Strolenbergq y cols., 19727 .
El contenido de las granulaciones es liberado por exocitosis, lo
que ha sido demostrado por criofractura (Shivers, 197é). En cada
terminal 21 nimero de éstas disminuye, ademds pueden observarse
miofibrillas en 1la porcidn preterminal del axdn (Hodge vy
Chapman, 1958), lo que puede estar relacionado con un transporte
axoplasmico de estas substancias (Garcia, 1982). Las células de
la qglia se encuentran distribuidas irregularmente y su
influencia sobre ii actividad secretora se desconoce

(Strolenberg y cols., 1977).

Existen en el TO diversas estructuras designadas con el
nombre genérico de "Organo X". Esencialmente son dos tipos de

células, aquellos que corresponden a los llamados organos-X
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Tabla I

NUMERO DE GRANULOS IDENTIFICADOS EN LA GLANDULA SINUSAL

DE ALGUNOS MALACOSTRACOS

ESFPECIE GRANULOS AUTOR
Gecarcinus lateralis 2 Hodge y Chapman, 1958
Gecarcinus lateralis 2 Wietzman, 1967
Squilla mantis 2 Knowles, 1959
Cambarellus shufledti 3 Fingerman y Aoto, 1959
Ortocnectes nais 3 Shivers, 1957
Carcinus maenas 3 Meusy, 1958
Porcellio dilatatus 3 Martin, 1972
Pachigrapsus marmoratu 49 Bresac, 1976
Palaemon pansidens 4 Hissano, 1976
Procambarus clarkii 5 Bunt y Ashby, 1967
Carcinus maenas 5 Smith, 1974
Uca pugnax S Silversthorn, 1975
Astacus leptodactylus 5 Strolenberg y cols., 1977
Callinectes sapidus 7 Andrew y Saleudin, 1977

Tomadeo de Strolenberg y cols., 1977
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ganglionares (0OXG), y aquellos que forman al drgano-X del poro
sensorial (OXPS), también llamado Papila Sensorial del Organo-X
(Carlisle y Passano, 1953). Estas dos estructuras pueden
encontrarse unidas sobre la médula terminal, lo cual == comdn 2n
Astacura, Palinura, Thalassinoidea vy Anomuraj pero sspecialmente
en los Brachyura, en los que la papila sensorial estd reducida o
ausente. En algunos malacostracos (Stomatopoda, Penaeida,
Caridea y Stenpopodidea) la papila sensorial estd separada del

drgano-X ganglionar.

El O0XG estd compuesto totalmente por células
neurosecretoras, el mads prominente de ellos es el OXGMT, vy se
presenta consistentemente en los diversos 4grupos estudiados,
también se ha descrito al Organo-X Ganglionar de la Médula
Interna (OXGMI) v =21 de la Médula Externa (OXGME); también se
presentan células neurosecretoras solitarias esparcidas en el
ldbulo d&ptico (Bern y Hagadorn, 1965). En Callinectes b4
Carcinides, la mayoria de las células neurosecretocras estan en
el OXGMT, de los qu2 se pueden distinguir seis tipos celulares
por sus caracteristicas tintoriales. En Pandalus, donde se puede
encontrar al OXGMI v al OXGME se presentan dos estirpes
celulares en el primerno, otras dos &n el segundo y tres =n el
OXGMT (Bern y Hagadorn, 19451, Como vya se menciond, son los
axanes del OXGMT los gue contribuyen principalmente a formar el
tracto 0OX-GS. El OXGMT también manda axones al 0XPS, cuande éste
se encuentra presente (Bern y Hagadorn, L963)f asi como fibras

gque muy probablements van al ldbulo optico en =1 cerebro (Jaros,
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1978) en tanto que el OXGMI y el OXGME, cuando éstan presentes

exclusivamente mandan sus axones a la GS.

En el acocil Orconectes virilis, el OXGMT estid constituido
por alrededor de 115 cuerpos celulares (Andrew, Orchard v
Saleudin, 1978). En general, se han descrito de tres a seis
tipos celulares en el OXGMT (Tabla II){ en cuanto a los granulos
secretores, éstos son evidentes tanto en el OXGMT, como en =l
tracto OX-6GS y en la GS para cada célula, lo que parece indicar,
gue por lo menos algunas de las substancias contenidas en los
granulos son producidas en el mismo OXGMT vy transportadas a la
GS donde son almacenadas vy liberadas, dicho transporte

axoplasmico es al parecer de tipo rapido (Garcia, 1982).
1.1.3.2 Caracteristicas Neuroquimicas

El sistema OXMT-GS es uno de los principales centros de
control neurocenddcrino del animal. Las hormonas, de naturaleza
péptidica, son liberadas de 1a GS a la circulacion actuando
sobre diversas estructuras, aungque es probable gue existan otros

sitios de liberacidn.

Hasta el momento se han caracterizado las 5i§uientes
hormonas:! a) Hormona Hiperglucemiante (HG). Es un péptido no
dializable, de PM 6400-7400, es inactivado por guimiotripsina,
pepsina y pronasa. La administracion de extractos de TO produce,

en animales normales, la hiperglucemia ¥ la glucogenolisis en
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TABLA II

CUERFOS CELULARES NEUROSECRETORES EN EL

TALLO OCULAR DE ALGUNOS DECAPODOS

ESPECIE

Sesarma dehaani

Sesarma dehaani

Sesarma dehaani

Ortochectes virilis

Chionectes opiliag

Carcinus maenas

CANTIDAD

AUTOR

Enami, 1951

Carlisle y Pasano, 1953

Bliss, Durand y Welsh, 1954

Durand, 195&

Matsumoto,

1958

(Citado por Flores,

1981)

T T

iy s ey
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misculo Yy gdnada, e inhibe 1la transglucosilasa de uridin
difosfato (UDPG-GT) (Tomado de Aréchiga, 1977).

b) Hormona Estimulante de 1la adaptacidn a la Luz del Pigmento
Retiniano Distal (HPDL). Aislada, purificada y descrita por
Fernlund en 1971, su estructura es: Asn-Ser-Gli-Met-Ile-Asn-Ser-
-Ile-Leu-Gli-Ile-Pro-Arg-Val-Met-Thr-Glu-Ala-NH2} se inactiva
con pepsina Yy quimiotripsina, pero no por papaina ni por
tripsina. Los extractos de TO promueven la migracidn del
pigmento retiniano distal a la posicidn de adaptacion a la luz
en condiciones de adaptacidn a la obscuridad (Kleinholz, 1976).
c) Hormona Concentradora de Eritrdforos (HCE). Ha sido descrita
y caracterizada por Fernlund en 1974 (a y b). Es un octapéptido,
termoestable can un PM de aproximadamente 1000 su estructura es!
pGlu-Leu-Asn-Phe-Ser-Pro-Gli-Trp-NH2, es inactivado por pepsina,
papaina y quimiotripsina. Los extractos de TO promueven la
concentraciédn de los pigmentos contenidos en los eritréforos
tegumentarios, la supresidn del riego sanguineo o la extirpacidn
de los TO's anulan la respuesta fotomotora (Josefsson ¥
Kleinholz, 1964).

d) Hormona Neurodepresora (HND). Es un péptido dializable vy
termngstable, inactivado por tripsina, con un PM de
aproximadamente 1500, estd compuesta por los siguientes
aminodcidos: Asp, Ser, Pro, Gli, Ala, Val, Leu, Thr, Ile y Arg.
La Extirpacidn de los T0's producen hiperactividad locomotora,
la inyeccidn de extractos de TO la inhiben, la estimulacidon de

la GS libera una substancia gue reproduce los mismos efectaos del
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extracto crudo, esta misma substancia se encuentra presente en
la hemolinfa (Aréchiga, 1977 Areéchiga, Huberman y Mtz-Palomo,

19773 Aréchiga, Garcia y Rodriguez-Sosa, 1985).

Existen otros efectos inducidos por la extirpacidn de los
T0’s, o por inyeccidn de extractos de 1los mismos, entre éstos
encantramos: La inhibicidn de la muda (Pasanno, 1960; Cooke vy
Sullivan, 1982); la dispersidn y concentracidn de leucdforos
tegumentarios;i dispersidn de melandforns vy eritrdforosi la
adaptacidn a la obscuridad del pigmento retiniano distalj la
depresidn de la sintesis de lipidosj la hipernatremiaj la
depresidn y estimulacidn de la respiracidon (Aréchiga, 1977); asi

como la regulacidn del metabolismo de las proteinas ¥

carbohidratos, requlacion hidromineral, inhibicidn gonadal,
control de crecimiento de apéndices, etc. (Cooke y Sullivan,
1982).

1.1.3.3 Caracteristicas eletrofisioldgicas

El sistema neurosecretor se encuentra formado por células
nerviosas especializadas; estas células conservan las
propi;dades generales de toda neurona, sin embargo, presentan
algun;s diferencias electrofisioldgicas con las neurcnas no
secretoras, entre ellos la base idnica de sus potenciales y la
duracidn de los mismos (Iwasaki y Satow, 1969; 19703 197114
Iwasaki y cols., 1973; Cooke, 1977} Cooke y cols., 1927).

Algunas de estas diferencias se encuentran relacionadas

probablemente con 21 fendmeno de secrecion.
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En la GS de diversas especies de crustdceos, se ha
documentado la presencia de actividad eléctrica espontdnea; esta
actividad ha gido estudiada empleando para elloe tanto el
registro intracelular (Iwasaki y Satow, 1969; Cooke ¥y cols.,
1977), como el extracelular (Flores, 1981). En el acocil
Procambarus clarkii la amplitud de estas serales es de entre 40
y 75 mV, cuando se emplean microelectrodos, y de entre S0 y 400
uV con el registro extracelular. Se han descrito potenciales
rdpidos seguidos de uno o varios potenciales lentos, lo que se
ha interpretado como potenciales de accidn de origen axdnico
dependientes de la activacidn de canales de sodio que provocan
la aparicidn de potenciales lentos en las terminales

dependientes de canales de calcio (Cooke, 1977).

Se ha documentado ademds una correlacidn entre la
depolarizacidn de las terminales y la liberaciédn de algunas
hormonas, tal es el caso de la liberacidn inducida por la
aplicacidon de pulsos de corriente o por incubacidn en un medio
con potasio para la HCE (Cooke, 1977), y la HND (Aréchiga,
Huberman vy Martinez-Palamo, 1972). Adicionalmente se ha
estab}ecidu esta relacidn para la actividad eléctrica espontanea

y la liberacidn de HND (Flores, 1981).

En la GS de los cangrejos, la frecuencia de la actividad
eléctrica se ve afectada por la disminucién del calcio
extracelular (Cooke, 1977), lo que ha servido como elemento para

postular su dependencia a este idn, en los trabajos de este
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autor, se observa gue la actividad eléctrica se ve notablemente

afectada por la ausencia de calcio extracelular.

La actividad eléctrica en la GS del acocil, se origina
fuera de las terminales, ya que es abolida por el empleo de
soluciones en las que se substituye el sodio por cloruro de
colina, o por la seccidn del tracto OX-GS; postulandose que
probablemente esta actividad se origina en un drea cercana al
soma neuronal (Flores, 1981). Asimismo, existen evidencias
empleando tecnicas de criofractura y tinciones con amarillo
lucifer, de uniones comunicantes tanto en el OX coma en la GS,
(Aréchiga, Chavez vy Glantz, 1985). Por otro lado, existen
evidencias de posibles acoples entre las GS's de ambos TO's

{(Chiang y Steel, 1985).

Se han descrito diferentes tipos de potenciales de accidn
en la GS del acocil, los cuales pueden ser agrupados en
poblaciones, con base a 1los criterios de amplitud, forma de
onda, duracidn y frecuencia de disparo. A partir de estos datos
se han descrito, en principio, seis poblaciones de potenciales
de accidn, obtenidos con el registro extracelular (Flores,
1981). Se ha observado, ademds, que la frecuencia de disparo de
la actividad eléctrica de la GS se ve modificada por la
temperatura, lo que sugiere que este fendmeno es dependiente del
metabolismo célular; siendo de entre 16°C ¥y 20°C la temperatura

para obtener una frecuencia de disparo dptima (Flores, 1981).
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Las caracteristicas de 1las substancias liberadas y los
propios patrones de liberacidn, sugieren que deben existir
mecanismos integrativos de gran complejidad dentro del SNC que
asumen el control de la liberacidn de estas neurosecreciones,
Para ello se han propussto mecanismos de control sindptico v no
sindptico que gobiernan 1la actividad de estas neuronas. En el
primer caso, hay evidencias de que los potenciales de accidn de
nheuronas secretoras inducen 1la liberacidn de las hormonas
contenidas en sus terminales. fPMorfoldgicamente, se conoce la
existencia de fibras colaterales en los axones que forman el
tracto 0OX-GS de algunos astiacidos (Andrew, Orchard y Saleudin,
1278). La presencia de estas fibras, sugiere que pudieran sar
una de las vias de control sinaptico de las células
neurosecretoras del TO (Cooke y Sullivan, 1982). Cabe mencionar
que hay evidencias de potenciales sindpticos en células del
OXGMT-GS (Iwasaki y Satow, 19705 1971), estos autores muestran
que mediante 1la estimulacién del nervio dptico es posible
registrar potenciales postsindpticos inhibitorios. por otro
lado, se han observado algunas células del drgano X que soan
inexcitables vy eléctricamente silentes (Cooke y Sullivan, 1982),
asi como neuronas que responden con potenciales en forma de

rdfagas (Iwasaki y Satow, 1969).

La activacidn sindptica de células secretoras implica la
presencia de receptores postsindpticos especificos que respondan
a neurotransmisores. En preparaciones aisladas de O0OX-GS de

cangrejo se ha evaluado la sensibilidad a algunos agentes (Cooke
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¥ Sullivan, 1982), entre 1los que sobresalen los efectos de la
serotonina (5-HT) v el acido gama-amino-butirico (GABA). La S5-HT

aplicada a los somas, inhibe potanciales de accidn espontéaneos,

utilizande 21 registre intracelular en Cardisoma y Podophtalmus;
cuando se aplica a las terminales, el efecto de la S-HT, en
Cardisoma inhibe potenciales de accidn, con un efecto similar al
GABA (1l x 10"-3), sin embargo en Podophtalmus se incrementa la
actividad eléctrica espentdnea. Los sitios farmacoldgicamente
activos pusden los axones colaterales del tracto 0OX-GS (Cooke vy
Sullivan, 1932) ademds, es factible que debido a las diferentes
hormonas liberadas, pudieran existir diferentes conexiones
sinipticas mediadas por transmisores diversos (Cooke y Sullivan,
1982), Ademds, puede ser Qque estos posibles transmisores esten
involucrados en otras actividades, como para el caso de las
encefalinas la modificacidn de la velocidad de adaptacidn 3 1la
obscuridad del electrorretinograma (Freijo, 1986); esto sugiere
la posibilidad en los crustaceos de sistemas peptidérgicos que
controlen la secrecidn de péptidos como se ha observado en

algunos vertebrados (Aréchiga, Garcia y Rodriguez-Sosa, (985!

Entre las evidencias de control no-sindptico de la
neurasecrecidn, se hal propuesto que las células secretoras
pueden regularse a si mismas, constituyendose como su propio
receptor, integrador e iniciador de la actividad (Cooke vy
Sullivan, 1982). Por ejemplo, se desconoce el mecanismo por
medio del cual se requlan los niveles de glucosa en la

hemalinfa, por lo gue la autorregulacidn de estas células podria
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ser postulado (Cooke y Sullivan, 1982). Asimismo, algunas
observaciones directas e indirectas sugieren que estimulos
externos como la luz, disparan los mecanismos de control
hormonal (Glantz, Kirk v Aréchiga, 1983), como ha sido

demostrado para la HPDL durante el ciclo nictameral en

Procambarus bouvieri (Aréchiga vy Mena, 1975)3 asi pues, es
factible suponer la existencia de mecanismos de liberacidn en
los que el estimulo externo sea la ausencia de luz (obscuridad)
para péptidos, como la HCE, que son liberados durante el periodo

de obscuridad (Aréchiga, Garcia y Rodriguez-Sosa, 1985).

Por otrao lado, la actividad de las células neurosecretoras
en el TO puede ser modulada trans-sindpticamente por dos vias:
a) El sistema visual intrinseco del TO, vy b) Por otras
influencias aferentes que convergen por canales multisensoriales
representados por el vasto ndmero de células eferentes del
nervio dptico, asimismo, se ha postulado que influencias
extrarretinales pueden modular liberacidn de neurohormonas del

TO (Aréchiga, Garcia y Rodriguez-Sosa, 1985).
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2. OBJETIVOS

El estudio de las propiedades electrofisioldgicas de la GS,
podria contribuir a la comprensiédn de algunos de los +fendmenos
de la actividad secretora. El sistema OX-GS regula una parte
importante de 1las funciones enddcrinas en los crust aceos
decdpodos, sin embargo, adn existen serias dudas sobre las
caracteristicas y el papel que la actividad eléctrica tiene en

este sistema.

Los objetivos gue se persiguen en la presente tesis son los
siguientes:

l.- Proseguir con la caracterizacidn de la actividad
eléctrica espontanea de la GS del acocil Procambarus clarkii en
preparaciones aisladas, empleanda el sistema de registro
extracelular.

2.- Analizar los patrones de actividad de las diversas
poblaciones de potenciales de accidn, mediante registros de 24

horas.

3.- Evaluar de manera preliminar el posible efecto de

neurotransmisores sobre esta actividad espontdnea.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Organismos

Los experimentos se realizaron en acociles de la especie
Procambarus clarkii Girard (Crustacea, Decapoda) CE£ig:2),
colectados a lo largo de todo el afo en el Rio Conchos, en el
estado de Chihuahua. Se wutilizaron organismos adultos, sin
distincion de sexo y en etapas C o D del ciclo de intermuda de
acuerdo al modelo propuesto por Drach en 1939 (Drach b4
Tchernigovtzeff, 1967). Los animales fueron sometidos a las
condiciones de laboratorio, para 1lo cual fueron depositados en
estanques de plastico transparente de 50 X 30 cm, a temperatura
ambiente ¥y con ciclos naturales de 1luz y obscuridad. Este
proceso de aclimatacidn tuvo una duracidn minima de siete dias

previos a la manipulacidn experimental.
3.2 Obtencidn de la Preparacidn

Mediante la seccidn con tijeras +finas se obtuvieron los
pedinculos oculares. Despldes de lo cual y a lo largo de todo el
experimento, fueron sumergidos en solucidn salina isotdnica para
crustaceos dulceacuicolas (Van Harreveld, 1936). A continuacién
se produjo la fractura del exoesqueleto, secciondndose las
inserciones musculares con la cuticula. Se eliminaron las fibras
musculares, capas pigmentarias y tejido conjuntivo., Utilizando
pinzas de relojero y bisturi, se dejd al descubierto a la GS,

que se encuentra rodeada por capas de tejido conjuntiva
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Figura 7. Acocil Procasbarus clarkii Girard (Crustacea, DBecapodal, colectado en el Ric Conchos en el Estado de
Chi buahea.
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esponjoso (Cooke y Sullivan, 1982). La GS es muy evidente debido

a su aspecto blanco iridiscente, relacionado probablemente con

el material neurosecretor contenide en el interior de las

terminales (Cooke, 1927) (¥ig.8). Posteriormente, las
preparaciones se mantuvieron a 16°C y en obscuridad constante
durante 30 minutos. Pasado este periodo, la preparaciédn se
colocd en una cémaré de lucita con fondo de silgard, a la cual
se le hizo pasar un flujo constante de sclucidn Van Harreveld,
El TO se fijd a la cdmara con ayuda de alfileres entomoldgicos
de acero inoxidable del ndmero 00. Posteriormente se colocd un
electrodo de aspiracidn fabricado a partir de tubos capilares de
vidrio, no heparinizados, estirados por calentamiento y con un
didmetro en 1la punta de aproximadamente 100 um, con una
resistencia de entrada despreciable respecto a la de los
amplificadores; la preparacidn se mantuvo con el flujo cerrado
en los primeros 30 minutos después de colocado el electrodo con
el fin de obtener un buen sello entre éste y'las terminales

nerviosas.

El tiempo desde que se realizd la ablacion de los
peddinculos oculares hasta la aplicacidn del electrodo fue de
aproximadamente 45 a &40 minutos. Las disecciones se llevaron a

cabo generalmente, entre las [2:00 y las 13:00 hrs.
3.3 Sistema de Registro

Las serales eléctricas fueron obtenidas mediante sistemas

de amplificacidn y registro convencionales (+ig9.?). Se utilizo,
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Figura 8. Fotograffa del tallo ocelar 2islado tal como se observa despuds de aplicar el electrodo de aspiracibm. Se
aprecia clarameate la forma y disposicidn de 12 gldedula sisusal.
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un osciloscopio de rayos catddicos con una impedancia de 1
megaochm (Tektronix 5223) amplificadores de fisidgrafo
(Narco-Biosystems 7070), acopladores de alta ganancia (z = 10
megaohm) Narco-Biosystems 7171 v un fisidgrafo (Marco-Biosystems
Desk DMP-4b), as! como una grabadora de registro fisioldgico

(Vetter, 4d).

Las sernales reqistradas se capturaron al azar, determinando
los siguientes pardmetros! duracidn, amplitud, forma de onda ¥y
frecuencia de los potenciales espontineos (fig. 10). Ademds para
su andlisis, los datos fueron almacenados en papel, cinta

magnética ¥ registro fotografico.
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Figera 9, Diagrasa gque suestra 1a disposicide del sistema de registro espleado, Jas flechas indican la direccida
del flujo de la solucidn salima.
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Figera [0, Fotograffa em la que se suestra como se deterwinarom los pardmetros de duraciden y amplitad. Amp =
Anplitadi bur = Duracids,
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4. RESULTADOS

4.1 LA ACTIVIDAD ELECTRICA ESPONTANEA DE LA GLANDULA SINUSAL

Uno de los aspectos cuyo esclarecimiento era obligatorio,
fue demostrar que lo que se estaba registrando eran
efectivamente sedales bioldgicas y no artefactos o ruido
provenientes del sistema de registro. En la figura 11 se
muestran, en la porcidn de la izguierda, registros en los que se
colocd el electrodo en el bafo, vy a la derecha, se presenta el
registro tomado inmediatamente después de colocar el electrodo

en la porcidn central de la GS.

Se aobserva, en primer término, que al colocar el electrodo
en el bafo, se obtiene un registro muy estable de la banda de
ruido, con una amplitud de 40 uV. Al colocar el electrodo en 1la
GS, de inmediato se observa la aparicidn de una serie de espigas
que muestran diferentes amplitudes Yy duraciones, Yy que saon
claramente diferenciables de la banda de ruidoj asimismo, se
observa que la amplitud de la banda de ruido en algunos casos
cambia. Ademds aparecen trenes de actividad caracterizados por

ré+agég de potenciales, como se verd mds adelante (fig.15).

Los experimentos colocando en forma alternada el electrodo
en el baRo y en la GS, muestran gque las sefales registradas no

son artefactos provenientes del sistema de registro, sino
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Figura 1L, Difereates registros ea pspel de la actividad eldctrica espontdsea de la 65 del acocil cuando se coloca
el electrodo ea el bado (izquierdal ; ceandc se coloca ea la glinduia sisusal (derechal, em este caso se aprecian
clarasente los potenciales de accion.
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potenciales de accidn resultado de la actividad eléctrica

espontdnea de la GS.

4.1.1 Algunas caracteristicas de la Actividad Eléctrica

Espontanea

En la figura 12 se muestran diferentes registros de 1la
actividad eléctrica espontdnea de la gldndula sinusal del acocil
obtenidos mediante técnicas extracelulares. En el trazo superior
se presanta el tipo de registros tomados de un osciloscopio de
rayos catodicos (ORC), y en el trazo inferior se muestra la
fotograffa de un registro en papel de un fisidgrafo. En ambos
casos, resulta evidente la existencia de serales gque sobresalen
de la banda de ruidoj por otro lado, se puede apreciar gque estas
senales no son similares entre si, sino que es posible separar
unas de otras a partir de criterios como la forma de onda, la
amplitud, la frecuencia y la duracidn. En el registro tomado del
ORC se aobservan con mayor claridad las serales puesto gque el
poder de resolucidn en voltaje y en tiempo de este aparato es
mayor gque el del fisidgrafo, ya gque la propia inercia de la
plumilla puede provocar distorsiones en la morfologia de las

sefrales.
4.1.2 Influencia del sistema de perfusidn

En la figura 13 se muestra el efecto mecdnico provocado al
realizar cambios en el flujo, los experimentos consistieron en

tomar registros de la actividad eléctrica de la glandula sinusal
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Figera 12, Registros extracelulares de la actividad eléctrica espontdnea de 12 gldedula simsal del acocil,
ghtenidos ex a) el Osciloscopio de rayos catddicos, y b) en ¢l tisidgrato.
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EFECTO MECANICO DEL TLUJO
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Figera 13. Modificaciones en la actividad eléctrica espontdnea por efecto secdnico del tlejo de perfusidn (Absisas,
tiempo en minutos; Ordemadas potesciales por minutol.
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en condiciones en las que modifica el flujo del sistema de
perfusidn, y observar las posibles modificaciones en el registro

de la actividad espontdnea.

En la figura, se grafica, el numero de potenciales
aparecidos por minuto, cuantificado durante 40 minutos

manteniendo el flujo abierto.

En la mayoria de los experimentos, el dispositivo del
sistema de perfusidn dependid de 1la accidn de la gravedad para
vaciar continuamente la cdmara para drgano aislado, por lo Qque
el volumen de la misma, no permanecid constante durante todo el
experimento, sino que preaentdhalgunas oscilaciones, Yy por lo
tanto el registro extracelular resulta relativamente afectado,
como se aprecia en la figura. En el resto de los experimentos se
acopld un sistema de succidn por vacio a la camara con la

finalidad de que se mantuviera un volumen constante en la misma.
4.1.3 Actividad Eléctrica en Diferentes Especies de Crustaceos

En la figura 14 se ilustran los registros obtenidos en dos
especies de crustdceos dulceacuicolas. Uno de ellos corresponde
a Procambarus clarkii y la otra a una especie no identifiéada de
la familia Astacidae, ambos fueron colectados en el Rio Conchos.
Ademds la actividad fue detectada en Procambarus bouvieri, de
Uruapan, Mich.; y dos especies de decdpodos marinos que

corresponden al camardén Penaeus setiferus y al cangrejo Ocipode

albicans, colectados en las costas de Veracruz. Lo anterior pone
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Figera 4. Registro extracelular tomado del fisidgrafo que muestra la actividad eléctrica espoatinea de dos
diferentes especies de crustdceos decipedos.
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de manifiesto que la actividad estudiada se presenta en una
amplia gama de crustdceos y valida 1la técnica de registro
empleado, va que esta actividad es similar a la reportada por

otros autores.
4.1.4 Trenes de Actividad

A lo largo de los diferentes experimentos, en algunos casos
se observd la aparicion de trenes de actividad para los
diferentes potenciales. Esta actividad se puede presentar a
manera de trenes de pequefos grupos de potenciales, o bién, de
una manera sostenida por periodos largos de tiempo. Asimismo, el
efecto de algunas substancias puede provocar la aparicidn de

este tipo de actividad.

En la figura 15 se presentan fragmentos de la actividad
eléctrica espontanea de 1la glandula sinusal tomados de los
diferentes experimentos en las que se observd esta actividad.
En los trazos superiores se muestran trenes de actividad
espontaneos obtenidos de preparaciones en las que no se
realizaron maniobras experimentalesj se puede observar que en la
mayoria de los casos, estos trenes estan formados por un solo
tipo de potencial, en otros es posible observar dos o mds tipos
de sefales (Ver seccidn 4.2); estos potenciales no son idénticos
entre si, sino que se observan pequefas variaciones en la

amplitud ¥y en la forma de onda.
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En los trazos inferiores se aprecian trenes i1nducidos por
la aplicacidn de diferentes substancias como es el caso de la
serctonina v de la leucinz encefalina, se pueden observar trenes
de potenciales tipo 2, cuando se aplica serotonina y potsnciales

tipe & v @ al aplicar leucins encefalina.
4.1.5 Influencia d=1 Calcio s=obre la Actividad Espontanea

Las s=fales bicsliédciricas se& caracterizan por 12
posibilidad de modificarss cusndo se alteran las concentraciones
de los 10nes =n =1 medi1o =2xtracelular. En 21 caso de las células
neuiasecretoras, s= ha reportado que uno de los  idnes mas
importantes es el calcio (Cooke, 1977), gue ha sido relacionada

con el f2ndmeno secretor.

En la figqura 16 se muestra la modificacidn en la frecuesncia
de disparo espontdneo de las terminales que forman a la glanduia
sinusal, al realizar alteraciones en la concentracidn del calcio
extracelularj para ello se substituyd el calcio externo por
cobalto, conservando la molaridad. Para este experimento (120
minutos de duracidn) se compard la frecuencia de aparicién de
los diferentes potenciales de accidn en un minuto de registro
con saolucidn WVan Harreveld, en relaci1dn a la que contenla
cobalto, determindandose la frecuencia de aparicidn observada en

cada cinco minutos, durante un tiempo total de 35 minutos.

Observando la grafica de la actividad global, se aprecia

que 21 efecto inicial del cambio de solucidn es un pequero
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incremento en la frecuencia de disparo de las terminales de la
GS; este aumento en la frecuencia desaparece a los pocos
minutos, observdndose una disminucidn gradual de la actividad
eépcntanea. este comportamisnte es similar al repor tado por
Cooke, Havlet ¥ Ueastherb+ (1%77idebido a la dependencia de 1la
actividad 2 la pressncia de calcio extracelular. Sin embargo, s=
puedsn obserwvar dos picos de actividad en los gque se aprecia un
aumsnto tranzitorio e=n la frecuencia, aungque no alcanzan los
valores 1nici1ales, =stos picos se observaron a los 20 v 30
minutos. Al analizar por separado la actividad de cada una 4=
las sefales designadas arbitrariamente (ver seccidn 4.2), se
observa que los potenciales | » 6 aumentaron su frecuencia como
r2sultado del cambio de socluciones. Los potenciales 3, 4, 8 v @
presentaron una disminuci1dn inicial en su frecuenci1a. En el caso
de los potenciales 2 ¥ 5 no se pueden establecer comparaciones
va que en 2] testigo no se abservaron potencisles de este tipo.

En =21 tiempo c=2ro no se abserwvaron potenciales 2 ni 9.

El comportamiento inicial de cada uno de los potenciales es
muy variadoj para las sefales L, 4 v 6, la tendencia inicial es
una disminucidn de ls +frecuencia de disparo éen los primeros

minutos, en cambiao, para las serales tipo 3 »

~4

presentan
algunos aumentos de su frecuencia desde el tiempo 1nicial
tminuta O) hasta los primeros S minutos o mds. Cabe hacer notar
que las seﬁaies que tuvieron wuna frecuencia inicial mayor a 1la
42l control, son las gue mostraron la tendencia, en los primeros

minutos, a disminuir la frecuencia de disparo. Lo contrario se
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incremento en la frecuencia de disparo de las terminales de 1la
GS; este aumento en la frecuencia desaparece a los pocos
minutos, observdndose unsa disminucidn gradual de la actividad
espontdnea, este comportamiento es similar al reportado por
Cooke, Hawvlet v \Ueatherb: (1977idebido a la dependencia de la
sctividad 2 la presencia de calcio extracelular. Sin embargo, se
puedsn observar des picos de actividad en los que se aprecia un
aumsnto tyransitorio  en 1z frecuencil1a, aungue no alcanzan los
valores iniciales, =stos picos se observaron a los 20 y 30
minutos. Al analizar por separado la actividad de cada una d=
las serales designadas arbitrariamentes (ver seccion 4.2), se
observa que los potenciales | » é aumentaron su frecuencia como
rasultado del cambio de soluciones. Los potenciales 3, 4, 8 v ©
presentaron una disminucidn inicial en su frecuencia. En el caso
de los paotenciales 2 ¥ S5 no se pueden establecer comparaciones
va que en 2] testigo no se observaron potenciales de este tipo.

En 21 tiempo c2ro ho se aobserwvaron potenciales 2 n1 9.

El romportamiento inicial de cada uno de los potenciales es
muy variadoj para las sefales |, 4 ¥ 6, la tendencia inicial es
una disminucidn de 13 frecuencia de disparo en los primeros
minutos, en cambia, p;ra las serales tipo 3 » 7 presentan
algunos aumentos de su frecuencia desde el tiempo inicial
tminuta 0) hasta los primeros S5 minutos o mds. Cabe hacer notar
que las sefales gque tuvieron una frecuencia inicial mayor a 1la

del control, son las gue mostraron la tendencia, en los primeros

minutos, a disminuir la frecuencia de disparo. Lo contrario se



47

observa en las serales que tuvieron una frecuencia inicial menor
a la del testigo, ya que éstas tuvieron la tendencia a aumentar

su frecuencia de disparo.

De la gréafica de actividad global de la figura 16 se puede
apreciar que los picos de actividad ocurridos a los 20 y 30
minutos parece deberse, en el primer caso, al incremento de la
frecuencia de los potenciales 3 ¥y & principalmente, y en el

sequnido caso a los potenciales 3 y 7.

De las gréaficas de cada una de las sefales, se pueden
agbservar potenciales que muestran claramente una disminucidn de
la frecuencia de disparo conforme transcurre 1 tiempo de
exposicidn al cobalto (potenciales |, 3 v &), ademids se observan
otros potenciales que no muestran modificaciones importantes en

su frecuencia de disparo (potenciales 4, 5, 7 y 8).
4.2 Pardmetros Estudiados,

En esta seccidn se discutirdn algunos datos relacionados
con la amplitud, duracidn vy frecuencia de los potenciales
registrados. Con este +fin, se realizaron experimentos cuyo
nbjet;vo fue establecer con precisidn los parametros de cada uno

de los potenciales estudiados.

De la observacién de los reqistros, tanto en los trazos del
ORC como en los correspondientes al fisidgrafo, se pueden
diferenciar varias sefales tomando como criteria inic:ial a la

forma de onda gue presentan. A cada una de estas serales se les
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ha asignado arbitrariamente un ndmero para diferenciarlas de las

demds (fig.17), esta asignacidn fue realizada al azar.

El protocclo experimental fue el siguiente: Una vez
obtenidos los registros de la actividad eléctrica espontdnea, se
tomaran lecturas en  la pantalla del osciloscopic utilizando

barridoz de S50 mseq de duracidn, producidas de manera aleatoria

(fig.1?7}. En cada lscturs se dstermind el tipo de potencial de
acuerdo a la forma de ondaj 12 amplitud de pice a pico, en
microvoltios (uV); duracidn medida desde 1la linea basal, en
milisegundos (mseg), ¥ el nimero de potenciales que aparecieron

por barrido en el ORC, asf como el ndmero total de barrides por

experimento, para calcular la frecuencia.

Hay que resaltar gue el nimero de potenciales registrados
es muy diferente para cada una de las senales, por ejemplo, del
potencial 7 se obtuvo en 1los experimentos realizados una
n = 1185, mientras que del potencial ? la n fue de 25, y para la

sefal 2 fue de 11,
4.2.1 Andlisis de la Forma de Onda

En este trabzjo hemos decidido utilizar el criterio de
forma de onda, entre oiros, para identificar a cada una de las
sefales registradas, en la figura 17 se pueden observar algunos
de los potenciales observados en el ORC; los potenciales 2 y ¢

se tomaron de registros del fisidgrafo.
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Figara 17, Registros extracelelarss cz ia actividad eléctrica espostdnea de la gldadula sisusal del acocil, & la

que se seestran las difersntes sefale: chservadas de acwerdo al criterio 40 forma de oada, correspondiendo 2
fotogratias durectas del osciioscopio, a excepcide e las sefales 2 y 9, que correspoaden a reqistro en papel.
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La seral de tipo |, se caracteriza par ser una seAal
bifdsica con una deflexidn inicial positiva de gran magnitud vy
de una parte negativa de menor amplitud (en promedic d= cerca de

la tercera parte del valor del pico positivol.

La seral 2, se caracteriza por ser tambien bifdsicaj en
este caso se observa una parte inicial negativa seguids de una
porcidn positiva en promedio de magnitud semzjante. Esta sehal
fue una de las mas dificiles de obserwvar, va que su frecusncia

de aparicion fue una de las mAs bajas en todos los experimentos.

En contraste, la sedal 3 fue una de las mds frecuentes en
los experimentos, se caracteriza por ser monofdsica muy rapida
siendo de poca amplitud . La morfologfa de esta seral =25 muy
similar a la presentada por la sedal 4, siendo la dJdnica
diferencia 13 duracidn de las mismas, ya que para esta dltima la

duracidn promedio s mayor.

La seAnal 5 es monofdsica positiva, siendo mas lenta vy

generalmente de menor amplitud que las serales precedentes.

En el caso de la seRral &, se consideraron a todas aquellas
que {geron manofdsicas neqativas, Si bién en los diferentss
experimentos se presenta lz misma forma de onda para esta senral,
en algunos casos sz presenta con pequedas deflexiones positivas
iniciales; ademds, por las diferencias de amplitud y duracidn en

-los diferentes experimentos, no se excluye la paosibilidad de que
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en este caso se trate de diferentes poblaciones de sefales muy

similares entre si.

La sefal 7 se caracteriza por ser bifdsica, teniendo en
promedio amplitudes similares en las deflexiones positiva ¥y la
negativa. A diferencia de la sefal 2, se pbserva la aparicidn de
la porcidn positiva previa a la negativaj encontréandose algunas
variaciones en los pardmetros mencionados para los diferentes

experimentos.

La se”ral 8 es una de las gue se pueden diferenciar mas
facilmente, esta sefal es caracteristica, ya que a primera vista
parece ser un pulso cuadrado de poca amplitud y gran rapidez. En
algqunos casas esta serdal es muy similar a la seral S5, siendo el

criterio de forma de onda el mas efectivo para diferenciarlas.

La seral 9 es quizds la mds dificil de observar, ya que no
s2 presentd consistentemente en todos los experimentos. Es una
sefdal bifdsica con un componente inicial negativo muy rdpido de
gran amplitud, sequido de un componente positivo lento de
amplitud menor. En algunos experimentos realizados a velocidades
de barrido mayores en el ORC, se puede observar entre las dos
porciones del potencial, wun punto de inflexidn, que podria
corresponder a dos sefales diferentes (tipo 6 ¥y tipo S), sin
embargo, en la mavoria d= los casos esta caracteristica no se

observd por lo gue se le considerd como una sedral individual.



52

El potencial 9§ +fue el que presentd la mayor amplitud
observada, segquido de los potenciales |, el potencial 7 y el
potencial &. De 1los potenciales que presentaron amplitudes
menores, se observa el potencial 4, el potencial 5, 1 potencial
2y el potencial 8; siendo esta Jdltima la sedal de menor
amplitud registrada. El potencial 2 solamente se observd en un

experimento de esta serie, presentando una amplitud de 29.10 uV.

En lo Qque respecta a 1a duracidn, los potenciales qgue
presentaron al mavor duracidn fueron el potencial @9, el
potencial | ¥ el potencial 2. Las serales restantes se pueden
agrupar dentro de un rango que va desde 2.02 mseq a 3.14 mseq. A
excepcidn de la sedfal 3 que presentd la menor duracidn (1.92

mseqg) .
4.2.2 Andlisis de la Amplitud

Como se aprecia en la figura 18, se puede observar que =21
potencial 7 tuve una amplitud promedio de 54.04 uV + 0.44 EE
siendo, conjuntamente con el potencial | (50.27 uV + 1.24 EE),
el potencial 6 (41 uV + 0.76 EE) y el potencial 9 (77.60 uV
+ 9.28 EE) las serales que presentaron la mayor amplitud. Entre
los potenciales que presentaron amplitudes menores se cuentan el
potencial 4, con 24.35 uV + 1.67 EE; el potencial 8, con
21.67 uV + 0.468 EE; el potencial 3, con 21.87 uV ¢ 0.78 EEj ¥y el
potencial S5, con 21.75 uV * 0.26 EE, siendo esta dltima donde se

registraron las menores amplitudes; el potencial 2 solo se
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Figura 18. Grdfica en la que se muestran !os promedios de las amplitedes alcanzadas por las diferentes sedales

registradas, con se error estandard,
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observd en un experimento de esta serie y presentd una amplitud

de 20.0% uV * 5.13 EE.

Después de aplicar la prueba t de Student se observd que
las serales fueron significativamente diferentes entre si
{p ¢ 0.005) a excepcidn de las re2laciones observadas entre los
potenciales ! y 7, potenciales 2 y 3, potenciales 2 vy 4,
potenciales 2 vy 5, potenciales 2 vy 8, potenciales 3 y 4,
potenciales 3 y S5, potenciales 3 v 8, potenciales 4 ¥y 8 ¥y los

potenciales 5 y 8.
4.2.3 Andlisis de la Duracidn

En la grafica que se presenta en la figura 19 se muestran
los promedios de los siete experimentos realizados, en los que
se mantuvo la velocidad de barrideo constante (50 mseg a lo largo
de la pantalla) donde se observa que la duracion de las senrales
va desde 1.92 mseg (potencial 3) hasta 5.88 mseg (potencial 9).
Analizando cada una de las serales encontramos que, al igqual que
para la amplitud, la duracidn presenta variaciones para la mayor
parte de las sedAales de un experimento a otro. Las que
presentaron variaciones mayores, Qque corresponden a los
potenciales 1, 2, 3, 4' y particularmente 21 potencial 93 las
sefales que presentaron pocas variaciones fueron los potenciales
Sy 8 v en el caso de los potenciales & y 7 casi no se

observaron variaciones.
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Figara 19, Grdfica en la que se suestra el promedio de la duracide com su error estandard de las diferentes seaales
registradas.
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El potencial | presentd una duracidn que oscild entre 2.3
hasta 6 mseg con un valor promedio de 4.06 mseq, aungue esta
dltima duracidn solo se observd en un experimento de esta serie,
El potencial 2, como ya se menciond, solo se presentd en un
experimento, con una duracidn promedio de 4.% mseg. En el caso
del potencial 3, se obtuvo unha duracidn minima de 1.0 mseq y un
maximo de 4.0 mseg con valor promedio de |.%92 mseg, siendo la
mayoria de las sedales menores a los 2.5 mwmseg. El potencial 4
genaralmente presentd una duracidn relativa mayor que la
observada para la sedal anterior, sin embargo, al observar los
valores promedio, se aprecia que el valor de la duracidn de esta
seral es muy cercano al gque s2 observa para 21 potencial 3, pero
al analizar los valores obtenidos en cada uno de las
experimentos se aprecia que la duracidn del potencial 4 es mavor
que la del potencial 3, siendo esta caracteristica el principal
pardmetro para diferenciarlas entre si. En este potencial (4) se
observd una duracion de 2.0 a 2.5 mseg, con un valor promedio de
2.33 mseq. El potencial 5 tuvo una duracidn minima de 1.7 mseqg y
una maxima de 3.0 mseg, con un valor promedio de 2.39 mseqg. La
duracidn del potencial 6 oscild desde 2.2 a 3.5 mseg, sin
embargo, la mayoria de las sefales se puede agrupar en un rango
que va desde 2.5 a 3.3 mseg, con un valor promedio de 2.%0 mseg.
Para el potencial 7 se observaron los valores de 3.0 mseg para
la duracidn minima v 4.5 mseg para la maxima, con promedio de
3.14 mseq. El potencial 8 presentd pocas variaciones

observandose desde 1.3 hasta 2.2 mseg, con promedio de
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2.02 mseg. Quizds la sefal que presentd las mayores variaciones
fue el potencial 9, va que se reqistraron duraciones promedio de

4.0, 4.95, 5.85, y 13.5 mseq.

Los datos mencionados anteriormente fueron significativos
con una p < 0.00S con la prueba de t de Student, a excepcidn de
las relaciones observadas 2ntre los potenciales 1 ¥ 2
{(p ¢ 0.6720), potenciales 2 y ? {(p { 0.3098), potenciales 3 v &

(p < 0.5454) vy los potenciales 4 ¥ 5 (p { 0.5422).
4,2.4 Andlisis de la Frecuencia

La frecuencia, al igual que los pardmetros anteriores,
también presentd variaciones en los diferentes experimentos, el
minimo de serales evaluadas fue, =in embargo, diferente en cada
uno de e&llos. De seis experimentos realizados en tales
condiciones se observd que para el primero de ellos se
obtuvieron 1,081 potenciales; para @1 segundo experimento, 159
potenciales; 43 potenciales para el terceroj 200 potenciales en
el cuarto experimsntao) para el guintao se oaobservaron 287

potenciales; y 876 potencialss para el dltimo experimento.

En la actividad global, es decir la sumatoria de 123
actividad de cada una de las serales, s& puede observar que la
mayar frecuencia de aparicidn la presentd 21 potencial 7, con el

38.467 % del total de seralss observadas, siguiendo los

potenciales 6 vy 5 con el 27.64 % v 15.24 % respectivanents; el



rasto de las ssdAales (potenciales L, 2, 3, 4, 8 y %) repressnt

el 18.4 %.

En la figura 20 se muzstran algunos datos de la frecuencia
de los potencizles de accidn 2szpontdneos de cuatro experimentos
realizados, =n 13 grdfica s2 obssrva la frecuencia de aparicidn
fen paot/segl de cada uno de los potenciales con respectao al

total de =2falessz obs=srvadas.

Entre las frecusncias obssrvadas del total de barridos del
ORC, se realizd =1 andlisis solamente de cuatro experimentos en
los que se determind con presicidn =l tiempo de muestreo, de
ellos s puede obssrvar que el potencial & tuvo una frecuencila
promedio de 2.43 pot/seg segquido por los potencial=ss 5
{1.86 pot/seg) vy 7 (1.04 pot/seg); el resto de las senales

presentd una frecuencia de entre 0.04 pot/seg y 0.464 pot/seq.

4.3 ACTIVIDAD ELECTRICA DE LA GS EN PERICODOS DE 24 HORAS

En los crustdceocs decdpodos se han reportado miltiples
funcion2s gque presentan variacione2s periddicas cercanas a las 24
haras en las que interviene el sistema OX-GS (Aréchiga, 19774
Aréchiga - Mena, 1975:i Aréchiga y Huberman, 1980; Hamann, 1274).
La presentes ser:e de experimentos tuvo como finalidad explorar
las posibles modificaciones en la actividad eléctrica espontanea
de la 3lédndula sinusal & lo largo del ciclo nictameral. En la

figura 21 se muestra la actividad global registrada en cuatro
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Figura 21, Gedfica en la que se muestra el prosedio en porcentaje de la actividad eléctrica espontdeea global de la
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experimentos durante un periodo de 24 horas, evaluandeo la
frecuencia de actividad espontdnea, durante diez minutos cada
hora, graficando en las ordenadas =1 porcentaje de la actividad
reqistrada para cada hora, tomando como 100 % la hora en la qus
=2 registrd la mayor actividad para cada uno  de los
exper imentos. En las abcisas, se rapressntan las horas del dia 3

las que fue obtenido =1 registro.
4.3.1 Actividad Global

Como se obzerva en la figqura 21, la actividad global de la
gldndula sinusal a lo largo del periodo de 24 horas presenta
miltiples variaciones, una maxima actividad 2 las 17:00, 20:00,
2:00, 6:00, 9:00 v 14:00 hrs. El tiempao en =1 gue se obssrvd la
minima actividad, correspondid & las 18:00, 23:00, 3:00 y 15:00
hrs, E1 periodo que presentd la mdxima frecuencia correspondid a
las 17:00 con un 83.5 % de actividad, y una minima de 50.25 %.

Las variaciones de la actividad a lo largo del ciclao de 24 horas

oscilan entre el 52 % v el &7 %.
4.3.2 Actividad de los Potenciales Individuales

En la figura 22 se muestran las graticas que corresponden a
la actividad eléctrica espontdnea de cada uno de los potenciales
en el perfodo de 24 horas. Al igqual gque la figura anterior, se
graficd en las ordenadas el porcentaje de actividad, v en las

abcisas la hora del dia en gue se realizd el registro.
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Para las sefales de tipo | se observan daos picos de mdxima
actividad, gue representan el 11.6 %, a las 0:00 hrsj vy el
9.45 % a las 4:00 hrs. Los tiempos de minims actividad para este
potencial fueron las 14:00 vy 15:00 hrs, tismpos =&n los que 1la
actividad representd menos del 1.0 % del total. En aeneral las
horas de minima actividad se registraron durants =1 dia, desde
las 6:00 hrs hasta 1las 12:00 hrs, en que la actividad fluctud
entre 1.5 v 1.7 %. A las 12:00 hrs, la frecuencia aumenta hasta
un poco mas de 4.0 %, vy desdes las 13100 hrs se observa un
retorno a los wvalores de 1.S %, con exzcepcidn de las (4:00 vy
15:00 hrs, en las que la actividad fus minima. Estos resultados
sugiersen que la actividad de esta serfal prssenta a una acraofass
nocturna con el pico de méaxima actividad cercano a la

medianoche.

La sefal 2 presentd su maxime actividad a las 21:00 hrs,
con 3.04 % del totsl, desde esa hora, la actividad de este
potencial fue decavendo hasta llegar a un minimo a las [1:00 hrs
con un 0.3 %. La actividad d= este potencial fus en ge2neral, muy
baja, observandose grandes oscilaciones en su frecuenclia de
disparo. En los resultados mostrados en la grafica, se aprecia
gue la actividad de este potencial corresponde muy probablemente
a una acrofase nocturna, con los picos de maxima actividad

cercanos a la hora del creplisculo vespertino.,

La sefal 3 fue una de las que presentaron wuha mayor

frecuencia de aparicion en los diferentes experimentos; sin
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embargo, también fue una de las que presentd un mayor ndimero de
oscilaciones., Por atra parte 1las horas en que se observd la
minima actividad fusron las 17:00 hrs, con 6.30 %, a las 23:00
hrs con 6.7 %, y las 15:100 hrs con 6.6 % de la actividad. Las
horas en gue s& presentd 1a médxima actividad, fueron las (7:00
hrs, con 11.385 %, las 21:00 hrs con 12.13 %, las &:00 hrs, con
12,00 %, las 8:00 hrs y 9:00 hrs, con (3.8 y 13,2 %
respectivamente, » a las 146:00 hrs con 12.35 %. Los rs2sultados
sugqieren que esta seAal presenta una acrofase diurna con los

picos de maxima actividad en las primeras horas del crepiscula

vespertino.

La sefal de tipo 4 también fue una de las que presentd una
frecuencia alta., Para esta sefal, se pueden distinguir dos
per ipdos de actividad, e! primero de ellos principia a las (%:00
hrs, con un 8,75 % de frecuencia, este periodo termina a las
4:00 hrs, tismpn que correspondid a la minima frecusncia, con
S5.05 % de la actividad. El segundo perifodo, comienza a partir de
esta hora vy termina a las 15:00 horas, con una frecuencia del
&.8 %. Las horas en las que se observd la maxima actividad,
fueran las 17:00 hrs, —an una frecuencia de 13.4 %; las 21:00

hrs con la wmaxima frecuencia de esta senal (13.6 %); las 9:00

hrs, e2n que s obssrvd una frecuencia de 11.25 %.

En =1 potencial S se observa que la mayor frecuencia de
actividad se presentd entre las 10:00 vy las 21:00 hrs, lo que

suglere la presencia de una acrofase diurna. La m&xima
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frecuencia observada fue a las 14:00 hrs con una frecuencia de
6.7 %, v la minima frecuencia de actividad se presentd a las

&6:00 hrs con 2.7 %.

El potencial & fue la seral que presentd el mavor
porcentaje de frecuencia de todos los experimentos de easta
serie, observandose un méximo a las 17:00 hrs con un 27.2 %,
un minimo de 13.0 % a las 23:00 hrs, sin  embargo, la
variabilidad de esta sefal fue muy marcada a lo largo dz todo el
ciclo nictameral; sdédlo en el periodo gque correspondid entre las
6:00 y las 11:00 hrs se observd una frecuencia que oscild entre

18.9 % y 22.0 %.

En la grafica que corresponde a la sedal 7 se aprecia
claramente una acrofase nocturna gue da comienzo a las 18:00 hrs
y que termina a la 1:00 hrs, donde se observa la minima
frecuencia de esta sefal con 1.7 %j can excepcidn de los casos
extremos (3:00 hrs v 4:00 hrs), en el resto del experimento la
frecuencia fue baja, oscilando entre 1.7 % v 4.7 % de actividad.
Las maximas frecuenciras observadas para esta seral fueron a las
20:00 hrs, con una frecuencia de 12.4 % v a las 3:00 hrs can

10.9 %.

Fara el potencial 8 s= observd una frecuencia de 11.45 % a
las 17:00 hrs, sisndo la mdrima frecuencia observada. La menor
frecuencia se observd a las 13:00 hrs con 4.8 % esta senal,

ademds, presentd un pico de maxima actividad a la 1100 y 2100

hrs con 10.4 % v 10.35 %. En a3general, se puede decir gque la
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actividad mostrada por esta seral oscild entre un porcentaje de

frecuencia de 4.6 % a 8.3 %.

El poctencial & fue la senal gue presentd la menor
frecusncia de aparicidn en todos los experimentos de esta serie,
presentando una frecuencia madxima de (.37 % a las 16:00 hrs, en

general la frecusncia oscild entre 0.04 % vy 0.30 %

4.3.3 £R1tmicidad Circadiana o Ultradiana en la Actividad

Eléctrica de la Glandula Sinusal?

Del andlisis de la actividad de cada uno de los potenciales
de accidn espontineos de la gldndula sinusal, se puede obserwvar
que algunos de ¢stos, parecen ajustarse a patrones de
comportamiento de tipo circadiano. En la figura 23 se muestran a
manera de ejemplo las 4graficas que corresponden a un salo
experimentaj =2n ellas s observa que para el potencial 7 s=2
puede apreciar una mayor frecuencia de actividad durante 1la
noche, observandose una acrofase a las 20:00 hrs, con 41.33 %.
El potencial 2 presentd una mavor frecuencia de descarga durante
la noche, sin embargo, se observa una acrofase a la hara
crepuscular (19:00 hrs, 7.0 potenciales por minuto). En ese
mismo experimento las :ariacicnes ciclicas para el potencial 3
son escasas, sih embargo, se observan acrofases nocturnas entre
las 21:00 v 22:00 hrs (21.67 ¥ 21.33 potenciales por minuto).
Otras sefales mostraron comportamientos diurnos, como es el caso
de las sefiales 4, 5 v &, en el caso de las dos primeras, se

aprecian ademds picos de actividad que sugieren la presencia de
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Figura 22, Presencia de diferentss cosportancertss en la actividad =idcteica, encontrada 2o uno 42 los experiwenta.
de 24 horas, En las abcisas, hera del diai crdeeadas, patenciales por minuts,
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algun tipo de ritmicidad wultradiana con los picos de minima
actividad hacia las horas crepusculares, en el caso del
potencial | se puede apreciar también un comportamiento de tipo
ultradiano, aungue en este caso se observa una acrofase nocturna

predominante.

Cabe aclarar, gue los resultados mostrados no son
concluyentes para establecer si la actividad eléctrica
espontdnea de 1la glandula sinusal del acocil presenta un
comportamiento de tipo circadiano o ultradiano, o bién si alguno
de los potenciales reportados se puede enmarcar dentro de estos
criterios, nuestros resultados muestran, sin embargo, que esta
posibilidad no se debe descartar, y que amerita una exploracion

mds detallada en el futuro.

4.4 EXPLORACION INICIAL DE LA POSIBLE MODULACION DE LA ACTIVIDAD

ELECTRICA ESPONTAMEA

4.4.1 Efecto de la Serotonina

La actividad eléctrica espontdnea de la GS es susceptible
de modificarse por la accidn de substancias provenientes del
medio interno, como oOcurre con algunos neuratransmisores vy
neuromodul adores, tal es el caso de la serotonina (5-HT)
presente en el TO (Laxnyr, 1984), la cual modifica la amplitud
del electrorretinograma {Baruelos, 1983). Ademas se ha
relacionado como modulador de la frecuencia cardiaca en otros

crustdceos decdpodos (Cooke y Sullivan, 1982). En el presente
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trabajo se inicio el estudio del efecto de algunas substancias
sobre la actividad eléctrica espontanea de la glandula sinusal
can el fin de evaluar las condiciones experimentales mas
apropiadas para este tipo de estudio farmacoldgico. Para ello se
empled la S5-HT de acuerdo al siguiente protocolo experimental.
Del registro obtenido se determind, durante diez minutos, la
frecuencia de disparo de la GS con el flujo abierto, pasado este
tiempo, se cerrd el flujo vy se realizaron mediciones durante
diez minutos de registro, que fueron tomados como testigos.
Inmediatamente después, se agregd un mililitro de la solucién de
prueba con ayuda de una jeringa desechable, a la vezr que se
extrajo 1 mismo volumen de solucion salina del baffio, conauxilio
de otra jeringa, y se tomaron otros diez minutos de registro,
pasado este tiempo, se reestablecid el flujo y se midieron otros
diez minutos de registro, tomdndolo como un criterio de Ila
recuperacidn. Para la parte experimental, se midid en cada
experimento, en primer lugar, el efecto provocado por el cambio
de soluciones, substituyendo el mililitro de solucidn del bado,
que contenfa también solucidn salina, posteriormente se probd el
efecto de la S-HT, introduciendo en todos los casos primero a
las concentraciones menores y al final las mayores (para el caso
3

de la S-HT se probaron concentraciones de | x 107t al x 10

M),

Los resultados preliminares, producto de dos experimentos
(£ig.24), =e muestran en grupos de tres barras correspondientes

a la frecuencia, en potenciales por minuto, testigo, la
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experimental vy la recuperacidn para cada wuna de las
concentraciones. En las ordenadas se graficd la frecuencia, y en
las absisas, estdn representadas las concentraciones de 5-HT

probadas.

Al aplicar a la glé&ndula sinusal aislada la S-HT a wuna
concentracion de 1 x 10" M se aprecia un pequedo incremento de
5.5 potenciales por minuto en la frecuencia de disparo, al
compararlo con el testigo para esza concentracidn, tampoco
aprecian diferencias importantes con la recuperacidn. Para la
concentracidon de | x 10 . s existen pocas diferencias entre la
parte experimental y la parte testigo. Para la concentracidn de
1 x 10 5 8 se observa una disminucidn considerable de 1la
actividad eléctrica espontdnea (de 63.75 potenciales por minuto,
para el testigo a 43.75 potenciales por minuto, en la
experimental) sin embargo, al compararlo con la recuperacidn
(40.5 potenciales por minuto) se puede observar que estas
diferencias no son grandesi{ es importante hacer notar que para
esta concentracidn el valor del testigqo es considerablemente
mayorque en casos anteriores. Para la siguiente concentracidn se
observa también que entre la parte testigo y la experimental
esta dltima tuvo una frecuencia menor, sin embargo la
recuperaciodn presentd un incremento en su frecuencia mayor que
la presentada por las partes testigo » experimental. En las
concentraciones de 1 x 10~ ' ¥ 4 ib'l , se aprecia claramente

que la actividad eléctrica espontanea decae probablemente por

efecto del incremento de 1la concentracidn apreciandose una
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disminucidn de aproximadamente un 50 % de la actividad al
caompararla con las concentraciaones previas. Todas las
concentraciones mostraron resultados significativos (p ¢ 0.005),
evaluados con la prusba de chi-cuadrada, al comparar testigos

contra experimentales, experimentales contra recuperaciones

testigo i1 ecuperaciones, a excepcidn de lo observado en la
-6

concantracidn de | x 10 y al  comparar el testigo contra la

experimantal, experimental contra recuperacidn y las tres

comparaciones 2nh la concentracion de 1| x 10'3.

De lo anterior se observa que a concentraciones bajas
(1 x 10 i al x !O-‘ )y la actividad eléctrica espontdnea es
muy variable, por 1lo que se requerirfa de un mayor nimero de
experimentos para poder postular de que manera se modifica la
actividad eléctrica por la accidn de esta substancia, Para
concentraciones farmacoldgicas (1 x 10_‘ Ma 1 x 10.3 M) se
observa que la frecuencia disminuye de manera significativa.
Quizds el efecto mds claro obtenido en estos experimentos es el
gue s= observa al analizar las sedales individuales: La S-HT
induce la aparicidn d= trenes de actividad correspondientes a
potenciales de tipo I A Yy en las cancentraciones

fzrmacoldédgicas, potenciales tipo 3 en concentraciones de

1 x 10~-6 (fig. 15b).
4.4,.2 Efecto de la Leucina-Encefalina

Dentro de esta exploracidn inicial de orden metodolégico,

se examino @1 posible afecto de la Leucina-Encefalina (Leu-Enc)



sobre la actividad eléctrica de 1la glandula sinusal (fig. 25);

esta substancia ha sido reportada en el TO de diferentes

especies de crustéceos (Mancillas v cole., 198!i Quackerbush ¥
Fingerman, !984; Jaros v cols., L®55). Al parscer influve en ol
desplazamiento de los pigmentos tegumentarios (Quackerbush v
Finaearman, 198413 en 13 adsptazidn a la obscuridad del
glectrorretinograma (Freijo v cols., 1985; Freijo 1928) ¥ en la
actividad de =2l19unas motoneuvuronas identificadas (Anava v cols.,
19647 Anaya ¥y Aréchigs, 1986), E1 protocolo experimental

utilizado en =stos sxperimentos, fue similar al empl=ado en los
experimentos con serotonina, en este caso se utilizaron

o | -4
concentraciones de 1 x 10 a2l x 10 M.

En la figura 25 s& muestran los promedios de dos
evperimentos en graficas de tres barras, que corresponden a la
frecuencia del testigo, la exp=rimental y la recuperacidni para
cada una de las concentraciones. En las ordenadas se 3rafico 1la
frecuencia oh potencizsles por minuto de dos experimentos, ¥y en
las abcisas estan representadas las diferentes concentraciones
de Leu-Enc probadas. Tados las concentracianss mostraron

resultados significativos (p ¢ 0,005}, evaluados con la prueba

de chi-cuadrada, al comparar t=stigos contra sxperimentales,

experimentales contra recuperaciones testigo recuperaciones, &
; -6

excepcidn de lo observado en la concentracidn de | =« 10, al

camparar 21 testigo contra la evperimental,
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En la grafica de actividad global, a una concentracién de !
% 10‘? para el grupo experimental, existe una frecuencia de 89
potenciales por minuto, incrementandose hasta 119.5 potenciales
por minuto para la sigquiente concentracién (1 x 10 =% )y migntras
que para una concentracion de I » 10 = § y se observa un
importante incremento en la actividad eléctrica, hasta alcanzar
162.5 potenciales por minutoj al aplicar wuna concentracidn
mayor, 1 x 10 ki M, se aprecia claramente una disminucidn =2n la

frecuencia de disparo, llegando a alcanzar 89.5 potenciales par

minuto.

Al observar en la grafica las barras correspondientes a los
valores testigo, se puede observar que la actividad eléctrica
espontdnea en concentraciones de | x 10 i a 1l x 10—5 M muestra
un creciente aumento en la frecuencia de disparo, lo que sugiere
que la accidn de la Leu-Enc puede ser de tipo acumulativo, sin
embarga, en concentraciones de | x 10 “* M se observa en el
control una disminucidn de la actividad sléctrica presentando

una frecuencia mayor que la que se obtuve para el grupo

experimental (152 potenciales por minuto).

Al observar en la grafica los valores correspondientes a
la recuperacion, se aprecia que la actividad eléctrica
espontdnea de la glandula sinusal disminuye notablemente al
compararlo con los casos anteriores, observdndose que a

1

- -5
concentraciones de | x50 al x 10 la frecuencia de

disparo generalmente es mayor que la del grupo experimental. Al
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caomparar estos resultados con los del grupo testigo, se abserva

que la recuperacidn de la preparacidn es parcial.

De estos exp=rimentos iniciales se aprecia, para el casa de
las sefdales individuales Qque el comportamiento de cada uno de
los potenciales es muy variado, siendoe posible distinguir en
esta exploracidn inicial diferentes efectos, asi el potencial 3
no parsece ser afsctadao oor la presencia de la Leu-Enc mientras
que lz seral 4 ipcrementa su frecuenci1a de disparo en
concentraciones de 1 x 10 - a1l x 10" , asimismo el potencial
1 presentd generalmente frecuencias menores gue las del testigo

mientras que el potencial 7 las tuvo mayores.



7D
5.0 DISCUSION

La actividad eléctrica espontdnea en las terminales que
forman a la gldndula sinusal se estudid empleando técnicas de
reqgistro extracelular. Asl, fue necesario demostrar inicialmente
que la actividad registrada se generaba efectivamente sn esta
estructura, Nuestros resultados muestran que la GS presenta una
actividad que es claramente distinguible de la banda de ruido,
como se demostrd al colocar alternadamente los electrodos en la
G5 v en 21 baAo. Este tipo de serales también se han observado
en diversas especies de crustdceos, como las que se muestran en
este trabajo, presentando caracteristicas semejantes a la
actividad reportada por otros autores mediante el empleo de
técnicas de registro diferentes (Iwasaki y Satow, 19493
Stuenkel, 19855 entre otros). Asimismo los potenciales, se
pueden presentar a manera de trenes, que también pueden ser
inducidos por algunas substancias presentes en estos organismos,
tal es el caso de algunos neurotransmisores ¥y neuromodul adores.
Nuestros resultados muestran que la actividad espontanea
observada es de origen bioldgico ya que depende de la presencia
del calcio extracelular, lo gque también concuerda <con lo
repor{adu por otros autores (Cooks, 1977} Flores, 19861). Los
registros obtenidos son, en consecuencia representativos de una

actividad de origen bioldgico.

Los experimentos muestran que las distintas sedrales

recogidas en la GS presentan miltiples variaciones en pardmetros



76

como la forma de aonda, la amplitud, la duracidn y la frecuencia.
Par lo que 2] siguiente aspecto a tratar fue el de
cuantificarlos con precision. Dentro de la evaluaci1én
metodoldgica que se persigue en la presente tesis se observd gue
el registro extracelular presenta diversas dificultades para su
correcta interpretacidn debido a la relacidn espacial entre los
electrodos de registro v las propias terminales nerviosas. FPor
otro lado, la resistencia externa, determinada por el sello
formado entre el electrode vy la GS, as{ como el volumen de
solucidn salina en la cdmara de perfusidn, influyen al parecer
en 21 registro de la actividad eléctrica, sin embargo, esta
tédcnica ha sido empleada por otros autores para la clasificacidn
de serales eléctricas, como es el caso del organo pericardico

(Cooke, 1964).

De los pardmetros sefalados se decidid utilizar a la forma
de onda como el criterio mds evidente para diferenciar a las
poblaciones de potenciales observados. Por este criterio se
seleccionaron inicialmente nueve sefales, mismas que se pueden
agrupar al analizar cada uno de los pardmetros aisladamente
{Tabla III). Si se utiliza el criterio de la amplitud, se pueden
formar tres grupos; el primero de ellos, de 15 a 30 uV, al que
corresponden las serales 2, 3, 4, 5 vy 8j; el segundo grupo can
amplitudes de 40 a 55 uV, correspondiente a los potenciales 1, &
y 734 vy el dltimo grupo correspondid a la seiral 9 que presento
amplitudes mayores a los &0 uV. Asimismo, utilizando como

criterio la duracién, también es posible separar a las sedales
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S=====sssssssssssssssssssszsssssssss==ssssossssassssz=s==ss==ss=zs=sssssszsssz=s
ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LOS POTENCIALES ESPONTANEQS
==s=====s==c==s=====s====szsssssssssssssssss=sssssssssssassSzsIssssszsssssssss===
AMPLITUD DURACION FRECUENCIA COBALTO ACTIVIDAD
Fot n microvoltios milis23undos pot/seg 249 HORAS
FROM SDEV SERR PROM SDEV SERR

1 87 50.27 11.53 1.24  4.06 1.44 .15 .31 +  noct

2 11 20,09 17.00 5.13 4.91 1.58 .48 .04 ? crep vesp
3 130 21.87 8.86 .78 1.92 1.53 .13 .51 t crep mat

+ 109 24.35 17.47 1.67 2.33 1.03 .10 .64 = ultra

5 467 21.75 S5.69 26 2.39 .80 .04 1.88 + diur

6 847 41,52 22.14 .76 2.%0 .94 .03 2.43 + arrit

7 1185 54.04 15.15 .44 3.14 .84 .02 1.04 = noct

8 113 21.67 7.2% .48 2.02 .60 .06 .44 > arrit

4 25 77.60 44.39 9.28 5.88 2.92 .58 .05 ? crep vesp?

From: Promediosi: Sdev: Desviacitn estandar; Serr: Error Estandarj +! Incremento

en la frecuenciaj -: Decremento en la frecuenciaj ?! Indeterminado.
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observadas en tres grupos; =1 primero con duraciones de 1.8 a
2.5 mseqg, potenciales 3, 4, 5, y 8; =] segundo con duraciones de
2.5 a 4.3 m=zeq, sefales 1, 6 v 75 vy el tercero con duraciones
mayores a los 4.3 mseq, s=fales 2 y ¢. De los potenciales
observados los mds frecusntes fueron las sedales & con 2.43
pot/seg, S con 1.84 pot/seg, ¥y 7 con 1.04 pot/seg; el resto de
las =erales s2 observaron con frecuencias entre 0.04 vy 0,64
pot/seq; =in embarsgo, se reconocen por su comportamienta tres
grupos de potenciales;, aquellos que fusron muy Frecuentes
(> 1.0 pot/seg), serales 5, 6 y 7§ los que fueron relativamente
frecuentes (de 0.3 a 0.7 pot/seg), sedales I, 3, 4y 8 vy

potenciales ocasionales ({ 0.1 pot/s=sg), serales 2 y 9.

Al comparar simultaneamente la forma de onda observada con
los otros tres pardametros, s pueden identificar seis

comportamientos para estas serales (fig 246):

a) Con amplitud de 15 a 30 uV, duracidn de 1.8 a 2.5 mseg y con

frecuencias mayores a |.0 potencial por segundo, potencial 5.

b) Con amplitud de 15 a 30 uV, duracidn de 1.8 a 2.5 mseg y con

frecuencias de entre 0.3 y 0.7 pot/seg, potenciales 3, 4 y 8,

c) Con amplitud de 15 & 30 uV¥, duracidn mayor a 4.3 mseg y con

frecuencia menor a 0.1 pot/seg, potencial 2.

d) Con amplitud de 40 a 55 uV, duracion de 2.5 a 4.3 mseg y con

frecuencia mavor a 1.0 pot/seg, potenciales & y 7.



79

15=30 4055 260

Figera 26. Biagrama en ol gue 5@ miestrar jas relaciones gue existes mtre los pardsetros registrados, para las

diferentes sedales.
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e) Con amplitud de 45 a 55 uV, duracidn de 2.5 a 4.3 mseg y con

frecuencias de entre 0.3 y 0.7 pot/seg, potencial 1.

f) Con amplitud mayor a 60 uV, duraciédn mayor a 4.3 mseq y con

frecuencia menor a 0.1 pot/seg, potencial 9.

De este andlisis se desprende, ademis de otros resultados,
que de las poblaciones mencicnadas los potenciales 3 v 4 parecen
corresponder & wn =solo tipo de seda! wva que todaos los
pardmetros, salvo el de la duracién (1.92 + 0.13 EE a
2.33 + 0.10 EE), son similares entre si. Algo parecido ocurre
con los potenciales S y 8 entre los gue la unica diferencia es
la frecuencia de las sefales. Ademas, s observa qgque existen
otras sefales de las gue no es posible asegurar categdricamente
su identidad como potenciales de accidn, ya sea por su baja
frecuencia de aparicidn, potencial 2, o porgque ademds no

aparentan ser potenciales unitarios, potencial 9.

Un aspecto que llama la atencidn es la diversidad entre los
datos reportados por distintos autores en relacidn con las
caracteristicas de las sefales que se estudian y la discrepancia
existente entre nuestros resultados vy laos obtenidos por otros
labor;tarias, principalmente en la duracidn y la amplitud de las
sefrales, puede obssrvarse en la Tabla IV; esto puede deberse a
diferencias en nuestro dispositivo de reqistro con los empleados
por otros autores, ya que nosotros utilizamos amplificadores
cuya constante de tiempo es diferente. Por otro lado, de acuerdo

al andlisis de la actividad eléctrica de la GS, realizado por
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TABLA 1%

ESPECIE DURACION  AMPLITUD FRECUENCIA Registro AUTOR
(mseg) (uv) {Pot/Seg)

Procambarus clarkii Sed + 1.7 ====- ————— Intracelular Iwasaki y Satow, 771
Cardisoma carnitex, ¥ 10 aprox 500  ----- Extracelular Cooke y cols., 1977
Portunus sanguinolentu
Procambarus clarkii, 4-10 50-200 0.37 - 5.7 Extracelular Flores, 1981
Procambarus bouvieri.
Cardisoma carnifex 10.4 + 2,2 20N W Seee= Intracelular Stuenkel, 1985

Extracelular

Procambarus clarkii 1.9 - & 20 - 100 0.04 - 2.4 Extracelular Este trabao
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Flores (1981l), los potenciales aqui reportados corresponderian a
los rangos de amplitud de los potenciales tipo I de este autor
(< 100 wuV}), sin embargao, las duraciones reportadas por ==zte
autor son relativamente mavyor=ss gue las encontradas en  nuestros
experimentos lo que apova la i1dea de que estas diferencias

pueden deberse al dispositivc de registro, ¥ ho  a 12

diferencias en actividad bioldgica de las tsrminales.

En la GS el contenido 4 alqunos péptidos con actividad
bicldaica, presenta variacionss #n el ciclo de 24 horas, como se
ha documentado para la HPDL (Aréchiga ¥ Mena, 1575), la HHG
(Hamann, L974), la HND (De la Vegs v cols., 1%980) y la HCE (De la
Vegz v cols., 19284). La liberacidédn de péptidos en el sistema
neurosecrstor de los crustaceos, se ha asociado con la
dzpolarizacidn de las terminales que los contienen. En el
sistema OXMT-GS se ha descrito esta relacidn para la liberacibén
de 1a HCE (Cooke, Havlet v Weatherby, 1977) ¥ la HMD (Aréchiga,
Huberman, y Martinez-Palomo, 1922). En este sistema, la
actividad espontdnea se ha asociado con la liberaciédn in wvitro
de HND (Flores, 1981). Es posible entonces que el estudio de
esta depolarizaci16n espontanea, traduzca diversos aspectos de la
funcidn secretora, por lo gue serd necssario esn 2l futuro
correlacionar los diversos aspectos estudiados 2n la actividad
eléctrica con fendmencos como la sintesis, 21 transporte y la

liberacidn de las hormonas gue han sido identificadas.
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En nuestros resultsdos se observaron, en periodos de 24
horas, pocas diferencias en la actividad global de la GS, sin
embarga, al analizar l=2= caracterfi{sticas de «cada una de las
sefales, se observd que algunas de éstas presentan una actividad
preferentamente nocturna (potenciales | yv 7)), otras mostraron
actividad diurna (potencial 3 ¥ 4) y otras sedales no mostraron
nin3unsa tendenciza o comportanisnto oscillatorio en 2i tiempo.
Ademis, er alguncs experimentos se pudieron apreciar
comportamisntos gque prooablements son de tipo circadiana con
mar-cadas acrofases, tarto nocturnas, como diurnas, as{ como
variaciones probablemente de tipo ultradiano para las diferentes

sefales.

La presencia de variacionss nictamerales en la +recuencia
de disparo de las terminales de 1a GS sugiere gque la actividad
eléctrica espontdnesa de este sistema podria intervenir en la
liberacidn de algunas de las hormonas contenidas en su interior.
Asi{ por ejemplo, tomando las frecuencias observadas 2n nuestros
experimentos, podriamos esperar que los potencirales | y 7
(mdxima actividad desde las 17:00 hasta las 24:00 hrs) pudieran
estar relacionados con los niveles de la HHG (maxima
concentracidn desde lzs 12:00 hasta las 23:00 hrs), asimismo el
potencial 3 debido a su actividad diurna (mdxima actividad desde
las 4:00 a las 21:00) podrian ser los candidatos para participar
en la secrecidn de HND (mdxima cantidad en el tallo occular desde
las 8:00 hasta las 23:00 hrs). Las sedales restantes gque no

mostraron tendencias durante el cicle nictameral podr ian
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intervenir en la liberacidn de otras substancias. En este caso
encontramos a las serales (6 vy £) gue aparecieron durante todo
el ciclo nictameral con alqunas variaciones en la frecuenciaj de
acuerdo a su ciclo nictameral {(potencial 5). Los cambios en el
ciclo de 24 horas observados en las sedales registradas, nos
aportan mds datos acerca de la identidad de cada una de ellas,
asl! los potenciales 3 y 4 parecen corresponder a un sdleo tipo de
senal, as!{ como los potenciales 2 y ? que también se presentaraon

ocasiaonalmente.

Por otro lado, en diferentes estructuras del crusticeoc en
las que interviene el sistema neurosecretor, s ha observado el
efecto de diversos neuromoduladores, como es el caso de las
encefalinas y la serotonina. Los efectos hasta ahora reportados
sobre diversas funciones en estos organismos bien podrian ser
explicados por un efecto secundario sobre estos efectores, pues
no es posible descartar que el organo blanco de estas
substancias sea la propia GS, ademds de otras estructuras. Por
ello, al iniciar en este trabajo la svaluacidn del efecto de
opiaceos esperamos aportar datos que contribuyan a una mejor
comprensitén del efecto de estos neuromoduladores sobre la
actividad espontdnea, asi como su posible influencia sobre la

actividad secretora.

Nuestros resultados preliminares son sugerentes de que la
serotonina ¥y la leucina encefalina producen incrementos en la

frecuencia de disparo de la GS dependientes de las
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concentraciones utilizadas, asf{ como la induccidn de trenes de
actividad. Sin embargo, el efecto parece ser diferente
depsndiendo de la substancia que se wutilize, ya que en el caso
de la leucina encefalina =1 efecta parece ser de tipo
acumulativo =n tanto gque para la serotonina ésto no se observa.
Otras substancias como es el caso de de la D Serina 2 Leucina
Erncefalina Treonina no presentd un efecto claro sobre la

actividad de la GS.

Por otro lado, el criterio farmacoldgico empleado nos
permite distinguir algunas difesrencias entre las poblaciones de
potenciales de accidn descritas, asi{ se observd que al aplicar
leucina encefalina es posible diferenciar a las poblaciones de
potenciales 3 ¥y 4 va que la sedal 3 incrementa su frecuencia vy
la sedal 4 1la disminuye o0 permanece sin modificaciones, algo
similar se aprecia para las poblaciones 1 ¥ 7 en que la senal 1

presenta frecuencias menores que el potencial 7

Estos resultados que deberdn ser documentados con mayor
detalle en el futuro, sugieren la existencia de un control sobre
el sistema 0OX-GS, siendo éste altamente especifico. El efecto de
las substancias probadas es al parecer sobre la frecuencia de
descarga de estas neuronas, ya sea incrementando o aboliendo 1la
actividad. Si esto es correcto, la regulacidn del sistema O0OX-GS
estaria dado por diferentes estructuras del crustdceo, adn

aguellas localizadas a distancia.
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Ahora bien, si cada potencial de accidn generado por la GS
promueve la liberacidn de un solo tipo de péptido, entonces la
actividad registrada podris ser indicativa de las difsrentes
hormonas liberadasj en este ceso, el efecto observado por la
acciédn de las substancias probadas, provocaria variaciones en la
liberacidn de péptidos ecspecificos de 1la GS. La evaluacidn del
efecto de substancias presentes en el tallo ocular, realizado en
este trabajo, revela 1a inportancia de los aspectos
metodoldgicos. Se ha documentado que la accidn de substancias
neuroactivas en el tensorreceptor abdominal del acocil (Pinsda y
Flores, 1986) pueden conducir a resultados contradictorios
dependiendo de la mstodologia empleada, por 1lo que serd
necesario precisar la estrategia experimental para los estudios

farmacoldgicos de la GS.
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