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Q = ohm

a-Bng = alfa-bungarotoxina
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Ach = acetilcolina

CCVD = canales de calcio voltaje dependientes
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DHP = dihidropiridina
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hr = hora

HVA = high voltage activated (alto umbral de activación)
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SNC = sistema nervioso central
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(o-AgalVA = omega agatoxina IVA
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co-MVIIC= omega conotoxína MVlIC
(o-MVIID = omega conotoxína MVIID
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Transmisión sináptica

Aspectos Generales

Luego de haberse aceptado la teoría celular a principios de este siglo surgió la cuestión de

cómo pasaba la información contenida en secuencias de impulsos nerviosos de una neurona a

otra o a los órganos efectores. En el año 1877, Du Bois-Reymond sugirió que la célula

presináptíca podía influenciar a la celula postsináptica mediante el flujo de corriente eléctrica

o mediante la secreción de una sustancia química. En el año 1921, Otto Loewi realizó un

experimento simple y sencillo que permitió establecer la naturaleza química de la transmisión

entre el nervio vago y el corazón (ver Nicholls y col, 1992). Algunos años después, Dale y sus

colaboradores (1936), demostraron que la estimulación de los nervios motores que inervan los

músculos esqueléticos en mamíferos provoca, al igual que la estimulación del nervio vago, la

liberación de Ach. Finalmente, el uso de técnicas de registro intracelular permitieron que se

estableciera fehacientemente la naturaleza química de la transmisión neuromuscular (Fatt y

Katz, 1951), de la ganglionar (Blackman y col, 1963) y de la transmisión excitatoria e

inhibitoria en el sistema nervioso central (Brock y col, 1952; Eccles y coI., 1954).

Posteriormente se descubrieron algunas sinapsis en las cuales la transmisión es eléctrica y

otras en las cuales es de carácter dual, eléctrica y química (ver Nicholls y col., 1992; Kuno,

1995).

En las sinapsis químicas el neurotransmisor es liberado a partir de los terminales sinápticos,

vía exocitosis, a medida que las vesículas conteniendo el neurotransmisor se fusionan con la

membrana plasmática y liberan su contenido a la brecha sináptica. Los terminales nerviosos

de las sinapsis químicas donde se liberan neurotransmisores de acción rápida (tales como

aspartato, glutamato, ácido y-amino butírico, glicina y acetilcolina) presentan zonas

especializadas llamadas “zonas activas de liberación”. Las zonas activas incluyen un área de

membrana presináptica especializada, un arreglo citoplasmático cercano de vesículas

pequeñas y transparentes junto con elementos del citoesqueleto. Estas estructuras
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presinápticas se hallan perfectamente alineadas frente a especializaciones de la membrana

postsináptica que incluyen agrupamientos de los receptores postsinápticos para el

neurotransmisor en cuestión. Muchas de las especializaciones estructurales de las sinapsis

químicas pueden ser visualizadas como adaptaciones para una señalización rápida y

focalizada (ver Smith y Augustine, l988).

La sinapsis gigante del calamar y la placa neuromuscular de vertebrados son preparaciones

que han tenido un rol fundamental para el entendimiento de la fisiología y estructura de las

sinapsis químicas. Además, la placa neuromuscular de vertebrados ha resultado un modelo útil

para el estudio del desarrollo y establecimiento de las conexiones sinapticas que tienen lugar

durante la ontogenía normal o luego de un daño al nervio motor.

La placa neuromuscular ¿levertebrados

Las fibras musculares esqueléticas de vertebrados son células multinucleadas, alargadas y

cilíndricas, las cuales están inervadas en un punto o a veces dos, a lo largo de toda su

extensión, por las ramas de un axón de una motoneurona cuyo cuerpo celular se halla ubicado

en la médula espinal o en el tallo cerebral. Cada motoneurona, a través de un plexo de nervios

periféricos, envía su axón a un múscqu donde se ramifica para inervar entre decenas y

centenas de fibras musculares. En base a estudios realizados con microscopía de luz,

conjuntamente con técnicas especiales de tinción (Couteaux, 1960) se ha observado que en la

zona de contacto nervio-músculo, Ia .fibra muscular está modificada para formar la placa

motora terminal, la cual contiene numerosas mitocondrias y núcleos. El axón del nervio motor

pierde su vaina de mielina cerca de la zona terminal y luego las ramas terminales del axón se

hunden parcialmente, a medida que se extienden sobre la superficie de la placa motora

terminal, en los “surcos sinápticos” (ver esquema más abajo). Los núcleos de Ia célula de

Schwann (teloglia) se hallan asociados con los terminales amielínicos, pero la distribución

precisa de su citoplasma no puede determinarse con microscopía de luz. Se había observado

además la presencia de una serie de “lamelas subneurales” que se proyectan dentro del

citoplasma de la placa motora terminal por debajo de las ramas terminales del axón. Estas

observaciones fueron luego extendidas mediante el uso de microscopía electrónica (Birks y
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col., 1960; Heuser y col., 1974, 1979; Heuser y Reese, |98|) que permitió visualizar la brecha

sináptica, espacio de 500 Á de ancho entre los terminales del axón y la membrana de la célula

muscular. Con este tipo de microscopía se vio que las “lamelas subneurales” son pliegues de

la membrana postsináptica. En las crestas de estos pliegues de la membrana postsináptica es

donde se concentran los receptores nicotínicos de Ach. En la brecha sináptica hay un material

extracelular, la lámina basal, que sigue completamente los contornos de la superficie del

músculo. En la lámina basal se halla altamente concentrada la enzima acetilcolinesterasa que

degrada la Ach, mecanismo mediante el cual se termina el efecto de este neurotransmisor.

Mientras que las células de Schwan pre-terminales forman la mielina, las células de Schwann

terminales cubren al terminal nervioso en todas las zonas en las cuales este no contacta con el

músculo. Dentro del citoplasma del terminal hay mitocondrias y vesículas sinápticas. Muchas

de estas vesículas sinápticas de 50 nm de diámetro están alineadas en doble fila a lo largo de

barras transversales de material electrodenso adosado a la membrana presináptica. Estas

regiones se conocen como zonas activas de liberación y se encuentran justamente enfrentadas

con los pliegues de la membrana postsináptica donde se halla la mayor concentración de

receptores de Ach (ver esquema más abajo). El receptor postsináptico de Ach, es una proteína

pentamérica de subunidades arregladas en forma pseudo simétrica alrededor de un poro

central el cual se abre cuando se le une la Ach presente en la brecha sináptica (Changeaux,

1990). Estos receptores se expresan en una densidad de «lO4/um2 en las crestas de los

pliegues postisnápticos, siendo la concentración de estos receptores < lO/um2 en las áreas

extra-sinápticas (Salpeter y Loring, 198.5).La llegada de un potencial de acción al terminal del

axón motor provoca la liberación de Ach a la brecha sináptica y una despolarización en la

zona de la placa de la libra muscular conocida como potencial de placa evocado (EPP) que

ocurre como consecuencia del influjo de Na+ a la postsinapsis (Takeuchi y Takeuchi, 1960).

En condiciones normales, el influjo de Na" a traves de los receptores de Ach provoca una

despolarización suficiente para alcanzar el umbral de activación de los canales de Na+

dependientes de voltaje presentes en la membrana de la fibra muscular, lo cual inicia un

potencial de acción propagado que culmina en la contracción del músculo (ver Aidley, 1989).

Con la técnica de criofractura se han podido estudiar más detalles de las zonas activas. Heuser

y sus colaboradores (Heuser y col., 1974, 1979; Heuser y Reese, 198]) utilizando esta técnica
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de criofractura combinada con estimulación de la preparación neuromuscular de la rana en

presencia de un bloqueante de los canales de IC, la 4-aminopiridina, pudieron evidenciar más

detalles de las vesículas sinápticas en las zonas activas en estado de reposo e inmediatamente

luego de promover la liberación de neurotransmisor mediante la estimulación del nervio

motor y rápido congelamiento del tejido. Estos estudios han permitido visualizar en la cara

citoplasmática interna (superficie creada por el plano de clivaje de la criofractura), a las

vesículas sinápticas alineadas, algunas de las cuales se hallan en estado de exocitosís y

correlacionar la cantidad de vesículas liberadas con el contenido cuántico estimado por

metodos electrofisiológicos. Se pudieron observar además partículas intramembranosas de

aproximadamente lO nm protruyendo en la cara citoplasmática externa; en la parte interna de

la cara extracelular (superficie creada por el plano de clivaje de la criofractura) se observan

depresiones que coinciden precisamente con estas protrusiones (ver esquema más abajo). En

base a estudios de criofractura realizados en la sinapsis gigante del calamar y a la densidad de

la corriente de Ca”, se ha postulado que estas partículas de lO nm presentes en las zonas

activas corresponderían a canales de calcio (Pumplin y col, 1981).

Asimismo, estudios realizados en la placa neuromuscular de la rana con toxinas conjugadas

con fluoróforos, (o-conotoxina GVIA y caribdotoxína, las cuales se unen específicamente a los

canales presináptícos de Ca2+ y de potasio activados por Ca“, respectivamente,

conjuntamente con la toxina a-bungarotoxina que se une específicamente a los receptores

nicotínicos de Ach, altamente concentrados en las crestas de los pliegues postsinápticos,

sugieren que esas partículas corresponden no solo a los canales de Ca2+ involucrados en la

liberación de Ach sino también al los canales de potasio dependientes de Ca“, los cuales

participan en la modulación del proceso de liberación en varios sistemas (Robítaille y col.,

1990; Cohen y co|., 199]; Robitaille y col., 1993). Asimismo, se han detectado en las zonas

activas otras moléculas asociadas a los canales de Ca2+que forman parte de la maquinaria de

fusión y liberación de las vesículas sinápticas (Bennett y col, 1992; Jhan y Südhof, 1994; Van

der Kloot y Molgó, 1994, Boudier y coI., ¡996).
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Estructura de la Placa Neuromuscular de la Rana
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Arriba sc muestra un esquema dcl área dc contacto sináptico de la placa ncuromuscular de la rana, Abajo, microcrafia
electrónica dc una sección longitudinal a través de mm porción dc! temunal nervioso. Zonas activas (flechas), procesos dc la
célula de Schwann(S). Figura sacada de “From Neuron to Brain” de Nicholls y col., 1992, pág 192.
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Estructura de la membrana sináptica: Vista tridimensional de las membranas pre- y
postsinápticas de la unión neuromuscular de la rana. Cada membrana está partida a lo largo
de los planos intramembranosos como ocurriría con la técnica de criofractura. Figura de
sacada de “From Neuron to Brain” de Nicholls y col., 1992, pág. 194.
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Desnervacióny reinervación de la placa neuromuscu/ar

Como se mencionó más arriba, las sinapsis ncuromusculares son un modelo útil para el

entendimiento de los eventos que ocurren frente a la disrupción y regeneración de las

conexiones en el sistema nervioso. Luego de la axotomía de una motoneurona, el terminal

nervioso, el segmento distal y un pequeño segmento proximal del axón degeneran. Las células

de Schwann se desdiferencian, proliferan y, junto con las células de la microglía y los

macrófagos, fagocitan los restos del axón y de la mielina. La neurona axotomizada sufre

varios cambios: se hinchan tanto el soma como el núcleo, el núcleo se ubica en una posición

excéntrica, los ordenados arreglos del reticulo endoplasmático conocidos como sustancia de

Nissil, se dispersan y esta dispersión causa que la sustancia de Nissl que habitualmente se tiñe

fuertemente con colorantes básicos, sea tiña pálidamente (fenómeno conocido como

cromatólisis). A pocas horas luego de la axotomía, nuevos brotes o “sprouts” de axón emergen

cerca del extremo del muñón proximal y el nervio comienza a regenerar. A nivel de la

postsinapsis, aparece supersensibilidad a la Ach y fibrilaciones, contracciones asincrónicas

espontáneas de la fibra muscular. La supersensibilidad a la Ach se debe a la alteración de la

distribución de receptores de Ach. Luego de la desnervación aumenta la síntesis de receptores

extra-sinápticos que se expresan a lo largo de toda la membrana de la fibra muscular. La

densidad de los mismos en las áreas extra-placa aumenta a de 10 a lO3/um2,con poco cambio

en la densidad de los receptores en las zonas de la placa original (cambia la vida media que

disminuye de lO a 3 días). Estos nuevos receptores tienen las características del receptor

colinérgico que aparece durante el desarrollo, una de las subunidades que lo componen es

diferente (tienen la subunidad y en vez de la e) y funcionalmente presenta menor conductancia

y tiempos de abierto más prolongados (revisado por Hall y Sanes, 1993). En las zonas de las

placas originales hay una mezcla de ambos tipos de receptores. Apenas se establece

nuevamente el contacto sináptico, la actividad eléctrica causa la inhibición de la síntesis de

los nuevos receptores. Si un músculo está inervado, el mismo no acepta contactos sinápticos o

placas motoras provenientes de otros axones, sin embargo apenas se desnerva un músculo,

otros axones, además del axón correspondiente en crecimiento, son capaces de dar brotes e

inervar a estas fibras en más de un lugar. Este fenómeno conocido como inervación polineural
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es similar al que ocurre durante el desarrollo normal. Como ocurre con la supersensibilidad a

la Ach, la actividad parece ser un factor clave en el proceso de inducción del crecimiento de

nuevos brotes de axón o “sprouting” y de la inervación polineural, dado que estos fenómenos

ocurren también cuando se bloquea la neurotransmisión con TTX o con toxina botulínica, que

bloquean la actividad por inactivación de la conducción del potencial de acción o por el

bloqueo del aparato de liberación del neurotransmisor, respectivamente, pero que no causan la

degeneración del axón o del terminal nervioso (Angaut-Petit y col., 1990). Todos estos

eventos son disparados y regulados por distintas sustancias y factores tróficos tanto del cono

de crecimiento como de la fibra muscular. Un elemento clave en Ia regeneración de las

sinapsis neuromusculares es la lámina basal. Experimentos realizados en el músculo

cutaneous pectoris de la rana, demostraron que este elemento permanece intacto luego de

dañar al nervio y/o al músculo, y que contiene factores que disparan la diferenciación de las

especializaciones postsinápticas en las fibras en regeneración. Una de estas moléculas es la

agrina que se sintetiza en las motoneuronas y que es liberada para inducir la diferenciación del

aparato postsináptico durante el desarrollo. Aparentemente la agrina se incorpora en la lámina

basal, donde contribuye al mantenimiento del aparato postsináptico en el adulto y al disparo

de la formación del mismo durante la regeneración (Nicholls y col., 1992; Hall y Sanes., 1993;

Connor y Smith, 1994). Otras moléculas involucradas en Ia diferenciación del aparato

postsináptico son el ARIAy el CGRPsecretadas por el terminal nervioso en crecimiento (Dham

y Landmesser, 1991). Cuando llegan a su blanco, los axones dejan de crecer y pasan por un

período de diferenciación estructural 'y molecular, en el cual el cono de crecimiento se

transforma en un terminal nervioso especializado. Un tipo de señales que parecen estar

involucradas en la maduración del terminal nervioso y que incluye la maduración del aparato

de liberación del neurotransmisor, son las que están mediadas por el contacto nervio-músculo.

Una de estas señales es el aumento de la [Ca2+].mque parece depender de un efecto sobre los

canales de Ca2+presentes en la membrana del terminal (Dai y Peng, 1993). Se ha reportado

que la actividad de los canales de Ca2+puede ser elevada por el factor de crecimiento básico

de fibroblastos (bFGF) aplicado en forma exógena (Puro y Mano, ¡991). Otras moléculas cuya

injerencia puede ser mediada por el contacto nervio-músculo son las moléculas de adhesión

N-CAM y N-cadherina (Covault y Sanes, 1985; Landmesser y col., ¡988; Connor y Smith,
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l994). Asimismo, varios estudios sugieren que el músculo provee factores dil'usibles que

regularían en forma retrógrada la maduración del terminal y del aparato de liberación del

neurotransmisor. En co-cultivos nervio-músculo, se ha reportado que varias neurotrofinas

están involucradas en la maduración de las sinapsis. Se ha observado que las mismas producen

cambios morfológicos en los terminales y promueven un aumento de la eficacia sinaptica

(Lohofy P00, 1993, Hall y Sanes, ¡993; Wang y col., 1995; Berninger y Poo, l996; Stoop y

Poo, 1996).

Iz‘lrol del calcio en la transmisión sináplicu

Katz y Miledi (l967b) utilizando como modelo la sinapsis gigante del calamar determinaron,

mediante la técnica de fijación de voltaje tanto en la pre- como en la postsinapsis, la relación

entre la despolarización de la membrana presináptica y la cantidad de neurotransmisor

liberado. Asimismo, utilizando tetrodotoxina (TTX) para bloquear los canales de Na+,

pudieron establecer que los cambios normales de permeabilidad al Na+ y al K+ responsables

del potencial de acción no eran necesarios para la liberación del neurotransmisor, siendo

solamente la despolarización de la membrana lo que se requería para que este fenómeno

ocurriese. Katz y Miledi (l967a) encontraron que entre el comienzo del potencial de acción

presináptico y el del potencial post-sináptico existía un retardo de 0.5-] ms. Establecieron que

este “retardo sináptico”, característico de todas las sinapsis químicas, estaba relacionado con

el mecanismo de liberación del neurotransmisor.

Katz y Miledi (l965b, I967a) trabajando con la placa neuromuscular de la rana demostraron

que el Ca2+extracelular no solo es esencial para la liberación del neurotransmisor sino que el

mismo debe estar presente en el momento en que ocurre la despolarización del terminal

presináptico. Asimismo, encontraron que la aplicación iontoforética de Ca2+ sin la

despolarización del terminal, no promovia la liberación. Estos autores, trabajando con la

sinapsis gigante del calamar, mostraron que, aún en presencia de calcio en el medio

extracelular, si fijaban el voltaje de la membrana presináptica en un valor cercano al potencial

de equilibrio del calcio (Eu) no se producía liberación del neurotransmisor durante el pulso

de voltaje. En cambio, sí se producía liberación cuando se repolarizaba la membrana (Katz y
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Miledi, l967b). Estos experimentos indicaban que la liberación de neurotransmisor debía ser

mediada por la entrada de calcio a trave’s de canales de calcio dependientes de voltaje. La

inyección iontoforética de Ca2+en el terminal presináptico de la sinapsis gigante del calamar

permitió establecer en forma contundente que el aumento de la [Cah],nl era un requisito

indispensable para que se produjese la liberación del neurotransmisor ya que la magnitud de la

respuesta postsináptica aumentaba en forma proporcional a la cantidad de Ca2+inyectado en

la presinapsis (Miledi, ¡973).

Llinás y sus colaboradores, utilizando colorantes sensibles al calcio demostraron en forma

directa la entrada de este ion a los terminales sinápticos como consecuencia de la

despolarización de los mismos (Llinás y col., ¡972). Asimismo, empleando técnicas de

fijación de voltaje y bloqueantes de las conductancias de Na+ y IC, TTX y TEA,

respectivamente, pudieron medir la magnitud y el curso temporal de la corriente de Ca2+

producida por la despolarización presináptica. Demostraron que gran parte («0.8 ms) del

retardo sináptico característico de las sinapsis químicas se debía al tiempo requerido para la

activación de la conductancia de calcio (Llinás y col., 1976, 1982). Estos autores también

pudieron deducir la magnitud y el curso temporal de la corriente de calcio producida por un

potencial de acción grabado en presencia de los bloqueantes TTX y TEA. La misma

comenzaba cerca del pico del potencial de acción y aumentaba rápidamente a un máximo

durante la fase de repolarización del mismo, declinando hasta desaparecer en el subsiguiente

milisegundo. Asimismo, se pudieron registrar las corrientes de Ca2+asociadas a la liberación

del neurotransmisor en los terminales sinápticos del ganglio ciliar del lagarto (Martin y col.,

¡989) y del pollo (Yawo y Momiyama, 1993; Stanley, ¡993). En experimentos muy recientes

realizados por Borst y Sackman (¡996) en la sinapsis de Held, una sinapsis de tipo caliciforme

presente en el SNC de la rata, se pudo determinar con precisión el curso temporal de los

eventos pre- y postsinápticos que ocurren durante la neurotransmisión. Estos autores

encontraron que la corriente de Ca2+asociada con la liberación del neurotransmisor ocurre,

como en la sinapsis gigante del calamar, en la fase de repolarización del potencial de acción

presináptico y que el evento postsináptico se detecta aproximadamente a los 0.5 ms del pico

de la corriente de Ca2+
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Naturaleza cuántica de la liberación del neurotransmisor

Fatt y Katz (1952) mostraron, en experimentos realizados en la unión neuromuscular de la

rana, que la Ach se liberaba en forma de paquetes multimoleculares a los cuales llamaron

cuantos. Estos autores obtuvieron la primer evidencia de la naturaleza cuántica de la

liberación de Ach cuando, al insertar un electrodo intracelular en la zona de la placa

neuromuscular, detectaban despolarizaciones de 0.5-] mV que ocurrían en forma espontánea e

irregular y que las mismas no ocurrían en otras zonas de la fibra muscular. Estos eventos

tenían el mismo curso temporal que los potenciales evocados por estimulación del nervio y su

amplitud disminuía con el agregado de curare al medio extracelular. Asimismo, observaron

que los agentes anticolinesterásicos aumentaban tanto la amplitud como el curso temporal de

estos eventos. Estos resultados sugirieron que esos potenciales se debían a la liberación

espontánea de una cantidad discreta de Ach. Evidencias posteriores confirmaron que estos

potenciales espontáneos se debían a Ach liberada a partir del terminal presináptico. Se

encontró por ejemplo que la despolarización del terminal nervioso (del Castillo y Katz, l954a)

provocaba un aumento en la frecuencia de potenciales espontáneos, mientras que la

despolarización de la ce’lulapostsináptica carecía de efecto alguno sobre ese parámetro. Fatt y

Katz (1952) también observaron que si se reducía el Ca2+y se aumentaba el Mg2+extracelular,

las amplitudes de los potenciales evocados neuralmente fluctuaban en forma escalonada, no

encontrándose a veces respuesta ante la estimulación y a veces respuestas de 0.5-l mV

idénticas a los potenciales que ocurrían en forma espontánea. Fatt y Katz, propusieron

entonces, que estos potenciales espontáneos eran los elementos a partir de los cuales estaban

compuestos los potenciales evocados neuralmente.

En el año 1954, De Robertis y Bennet, Palade y Palay fueron los primeros tres grupos de

investigadores en reportar la presencia en los terminales sinápticos de grandes números de

organelas agrupadas en zonas contiguas de la membrana presináptica (ver Aidley, 1989).

Estudios de fraccionamiento subcelular de terminales colinérgicos conjuntamente con ensayos

bioquímicos mostraron que la mayor parte de la Ach presente en los terminales sinápticos se

halla concentrada en estas “vesículas sinápticas” (Whittaker y Zimmermann, 1974). Otros



Introducción

estudios bioquímicos mostraron que las vesículas cargadas de Ach también contienen

adenosina trifosfato (ATP), alrededor de una molécula por cada siete de ACh (Dowdall y col.,

1974). Estas vesículas sinápticas, de aproximadamente 50 nm de diámetro, han sido luego

encontradas en todas las sinapsis químicas en las cuales han sido buscadas. De Robertis y

Bennett (1955) sugirieron que las vesículas sinápticas perforan la membrana presináptica y

descargan su contenido (neurotransmisor) en la brecha sináptica. Las vesículas sinápticas

actuarían así como unidad de liberación y unidad de almacenamiento para la sustancia

transmisora. Casi al mismo tiempo, del Castillo y Katz (l954b) estudiaron la naturaleza de las

fluctuaciones de los potenciales evocados en soluciones con distintos contenidos de Ca2+ y

Mg2+con más detalle.

Estos estudios les permitieron confirmar que la respuesta evocada (EPP) estaba siempre

compuesta de las unidades cuánticas (MEPPS). Determinaron que si bien el número de

cuantos liberados por un terminal nervioso o contenido cuántico de la respuesta evocada,

podía variar considerablemente, el número de moléculas en cada cuanto o tamaño del cuanto

era relativamente constante. En experimentos posteriores, Kuffler y Yoshikami (1975),

mediante la aplicación iontoforética de ACh sobre un músculo de serpiente pudieron

reproducir casi con exactitud un potencial eSpontáneo. Estos mismos autores evaluaron que la

cantidad de Ach contenida en cada vesícula sináptica era de aproximadamente 10.000

moléculas. Del Castillo y Katz (l954b) propusieron que las fluctuaciones de las amplitudes de

los EPPs ocurrían al azar y que estas fluctuaciones podían predecirse por métodos estadísticos.

Formularon entonces lo que se conoce como Hipótesis Cuántica de Ia Liberación, en la cual

postularon que en cada placa neuromuscular existe una población de n unidades capaces de

responder a un estímulo nervioso, y que la probabilidad media de responder es p. El contenido

cuántico promedio por impulso (m) sería: m = np. Un problema de la suposición de una

distribución binomial era que los correlatos fisicos del n y del p, no podían ser claramente

establecidos. Estos autores propusieron que en condiciones normales p sería bastante grande

pero que si se disminuía el Ca2+ y se aumentaba el Mg“, la probabilidad sería lo

suficientemente baja como para que la liberación siguiese una distribución de Poisson, con lo

cual, no se necesitaba conocer n y p, solo se requería evaluar la media de la distribución (del

Castillo y Katz, l954b; Katz, 1969).
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Relacron entre el Influjo de (.a ' y la liberación del neurolrunwusor

Del Castillo y Katz (l954a) sugirieron que el efecto del Ca2+sobre la transmisión sináptica se

podía deber a una reacción entre el Ca2+y algunos sitios receptores críticos para el proceso de

liberación presentes en los terminales sinápticos, lo cual llevaba a la formación de un

complejo reversible entre el Ca2+y ese receptor. Dodge y Rahamimoff (1967), trabajando en

la placa neuromuscular de la rana, encontraron que la relación entre la amplitud del potencial

postsináptico y la formación del postulado complejo Can-receptor se aproximaba a una

relación de potencia de orden cuatro y que esto se podía explicar asumiendo la acción

cooperativa de cuatro iones calcio para liberar un cuanto o vesícula de neurotransmisor por

impulso nervioso. Asimismo, postularon que Ia cantidad de este complejo Ca2+-receptor

dependía de la relación entre el Ca2+y el Mg2+en el medio extracelular. Estudios posteriores

mostraron que la relación entre la liberación del neurotransmisor y la [Can]cxl sigue una

función de orden 2 a 4 en todos los sistemas estudiados (entre otros, Katz y Miledi, 1970;

Hubbard y col, l968; Augustine y Charlton, 1986; Wu y Saggau, 1994; Borst y Sackman,

1996).

Si bien ha sido claramente establecida la elevada dependencia entre la [Can]ext y la cantidad

de neurotransmisor liberado, no se ha clarificado aún de qué manera un aumento en la

[Cazmll cuyo valor de reposo es de Nl0'7 M y el cual globalmente aumenta a valores en el

rango micromolar durante el proceso de liberación, se traduce en una mayor probabilidad de

exocitosis. Una de las razones para este desconocimiento es que no se sabe con exactitud

cuanto Ca2+se necesita para que se produzca la liberación (Augustine y col, |99|). En los

casos en los cuales ha sido posible determinar la relación entre el influjo de Ca2+ y la

liberación del neurotransmisor se han obtenido diversos resultados. En la sinapsis gigante del

calamar, existe una relación lineal entre el influjo de Ca2+ y la liberación cuando la

transmisión es evocada mediante potenciales de acción (Llínás y col, ¡982; Augustine, 1990).

En cambio, en esta misma preparación cuando se evoca la liberación mediante la

despolanzacron sostenida de la presmapSIS, la relacron entre el mflup de Ca y la liberac10n

12
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sigue una función de tercer orden mientras que la relación entre la corriente de Ca2+ y la

[Ca2+]m sigue una función de primer orden. (Augustine y col., 1985; Augustine y Charlton,

1986). Asimismo, en otras sinapsis, aún estimulando con un potencial de acción la relación

entre el influjo de Ca2+y la respuesta postsináptica sigue una función de orden «3-4 (Wu y

Saggau, 1994; Mintz y col., 1995; Borst y Sackman, 1996). Diversos factores contribuyen a la

compleja relación entre el influjo de Ca2+y la fuerza sináptica en los sistemas estudiados: la

cooperatividad de los iones Ca“ para promover la fusión de las vesículas sinápticas a la

membrana plasmática (Schweizer y co|., 1995), la ubicación de los canales de Ca2+respecto

de los sitios de liberación, la presencia de uno o más tipos de canales controlando un mismo

sitio de liberación, las propiedades de los canales de Ca“ y la manera en la cual los mismos

son activados (Augustine y col, |99l; Takahashi y Momiyama, 1993; Artalejo y col, ¡994;

Mintz y col, 1995; Borst y Sackman, 1996). Asimismo, se sabe que estas correlaciones

realizadas en base a cambios en la [Ca2+],.,.¡,a las corrientes de Ca2+o a cambios globales en la

[CaP'Lnl determinadas mediante indicadores de Ca“ fluorescentes, presentan dificultades

debido a que no reflejan con exactitud la magnitud y el curso temporal de los cambios que

ocurren en la [Ca2+]¡men distintos puntos o “compartimentos” del citoplasma (Augustine y

col., l99l). Llinás y sus colaboradores (1977), sugirieron que en los terminales sinápticos se

debían producir perfiles restringidos de elevada concentración de Ca2+como consecuencia de

la apertura de los canales de Ca2+en las zonas activas de liberación. Esto, conjuntamente con

varios estudios realizados en los años 80 en los cuales se utilizaron diversas técnicas

electroflsiológicas, colorime’tricas y de'criofractura (ver Smith y Augustine, 1988; Augustine y

col., l99l), sugirió que el Ca2+debia actuar en un área muy cercana a los sitios de liberación y

que los canales de Caz' debían ser parte de las zonas activas. Estudios realizados en la sinapsis

gigante del calamar con la proteína n-aqueorina-J de baja sensibilidad al Ca“, permitieron la

detección de “microdominios” de elevada Ca2+ (>l00 pM) en zonas adyacentes a la

membrana presináptica, cuyo curso temporal de formación y desaparición, ante la

estimulación del terminal presináptico con un potencial de acción, es similar al de las

corrientes de calcio asociadas con la exocitosis y compatible con el curso temporal del

proceso de liberación (Llinás y col., 19923; 1995). Se han reportado diferencias en cuanto al
, . . . + . .numero de canales necesarios o dominios de Ca2 que se deben superponer para producnr cada
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evento exocitótico, lo cual sugiere que existen diferencias en cuanto a la distancia a la cual el

Ca2+ debe actuar luego de su entrada al citosol para que se produzca la liberación. Stanley

(¡993), muestra que en la sinapsis del ganglio ciliar del pollo, la entrada de Ca2+a través de un

solo canal es suficiente para producir la liberación de una vesícula de Ach, mientras que Borst

y Sackman (1996) han recientemente mostrado que en la sinapsis de Held del SNC de la rata,

se requiere la entrada de Ca2+ a través de 60 canales para promover la liberación de una

vesícula de neurotransmisor. Asimismo, el hecho de que en la sinapsis gigante del calamar un

quelante de Ca2+ de asociación lenta como el EGTA no pueda impedir la liberación

(Augustine y col., l99l) mientras que en la sinapsis de Held, este quelante de Ca2+ sí sea

capaz de bloquear la liberación, evidencia que existen diferencias en Cuanto a la distancia en

que se encuentran los “sensores” de Ca2+ para la liberación en ambas preparaciones. En

algunos sistemas, como las células secretoras de la médula adrenal y en la sinapsis gigante de

las neuronas bipolares de la retina, se realizaron estudios en los cuales se han podido medir los

cambios en la capacitancia de la membrana debido a la fusión y recuperación de las vesículas

durante el proceso de exo- y endocitosis que ocurre durante la liberación del neurotransmisor,

conjuntamente con indicadores del aumento de la [Ca2‘”]¡nl. Estos estudios muestran que la

2+“ para que se produzca laconcentración de Ca2+ que debe detectar el “sensor de Ca

liberación de una vesícula de neurotransmisor es de lOOpM o mayor, lo cual indica que el

sensor de Ca2+es de baja afinidad por este ion y que debe estar en la inmediata cercanía de la

boca del canal, o que si está más alejado, la entrada de Ca2+a trave's de muchos canales debe

contribuir para que se produzca un evento exocitótico (revisado por Mathews, 1996).

Aunque las corrientes iónicas en los terminales motores de la placa neuromuscular de

vertebrados no pueden registrarse directamente con electrodos intracelulares, se pueden

monitorear eventos eléctricos locales con electrodos colocados en las proximidades de los

terminales (Katz y Miledi, l965a; Brigant y Mallart, 1982) o mediante la inserción de un

electrodo en la vaina perineural a distancias de entre 50 y 500 uM de las arborizaciones

terminales (Gundersen y co|., 1982; Mallart, l985a; Penner y Dreyer, ¡986; Redman y

Silinsky, l995). Asimismo, han sido registrados potenciales intracelulares en las fibras
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motoras en las cercanías de los terminales (Morita y Barrett, 1989; ¡990). Por medio de estas

tecnicas, los potenciales producidos por las corrientes de Ca2+ generadas en los terminales

motores pueden, en presencia de bloqueantes de los canales de IC, ser registradas. A juzgar

por el comportamiento de las corrientes de Ca2+monitoreadas de esta forma, se ha postulado

que en la placa neuromuscular, al igual que ocurre en las sinapsis neuronales, la generación de

una corriente de Ca2+entrante regenerativa inducida por la llegada del potencial de acción al

terminal sináptico es esencial para la liberación del neurotransmisor (Gundersen y col., 1982;

ver revisión por Van der Kloot y Molgó, 1994)



Canales de calcio dependientes de voltaje

Genera/¡dades

La primer evidencia de la existencia de canales de Ca2+dependientes de voltaje (CCVD) fue

el hallazgo accidental de Fatt y Katz (1953) de que el potencial de acción en las fibras

musculares del cangrejo no disminuía al reducir el Na+ extracelular. La excitabilidad en

ausencia de iones Na+ fue explicada en base a la existencia de “espigas de calcio”, es decir,

potenciales de acción cuya fase de subida se basaba en el influjo de Ca2+en vez del influjo de

Na+ como había sido establecido en el axón gigante de calamar (Hodgkin y Huxley, ¡952).

Hagiwara y Naka (1964) midieron el flujo de 45Ca2+durante el potencial de acción en estos

músculos con lo cual proveyeron evidencia contundente a la hipótesis del potencial de acción

llevado por Ca“. Actualmente se sabe que los canales de Ca2+ son total o parcialmente

responsables de la excitabilidad eléctrica en numerosos sistemas (Hagiwara y Byerly, 198];

Bean, l989; Bertolino y LLinás, [992; Hille, 1992; Reuter, 1996). La primer evidencia de dos

corrientes de calcio con características biofisicas distintas, las cuales se hipotetizó resultaban

de la entrada de Ca2+a través de dos proteínas estructuralmente diferentes, fue demostrada por

Hagiwara y sus colaboradores en los años 70 (revisado por Hagiwara y Byerly, 198l ). Estudios

subsiguientes en la última década confirmaron dicha hipótesis y han revelado que existen

diversos canales de Ca2+con una gran riqueza y complejidad estructural, lo que sugiere que

existe una especialización funcional de los distintos canales de Ca2+(revisado por Catterall,

1995; Dunlap y col., 1995; Reuter, 1996). Esta diversidad está además potenciada por la

cantidad de agentes que modulan, ya sea en forma directa o a través de proteínas G o de

reacciones de fosforilación-delbsforilación, la actividad de los distintos canales presentes en

las membranas celulares (Scott y col, l99l; Dolphin, ¡995). Durante la última década se ha

vuelto cada vez más evidente que además del rol fundamental que tienen los flujos de Ca2+en

la excitabilidad neuronal y la liberación del neurotransmisor, los cambios en la [Ca2+]¡,,¡están

involucrados en la regulación de eventos tan diversos de la fisiología celular como la

supervivencia neuronal, el crecimiento neurítico, la motilidad del citoesqueleto, la eficacia

sináptica y la expresión de algunos genes (Ghosh y Greenberg, ¡995).
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A pesar del alto grado de diversidad, los CCVD presentan un conjunto común de elementos

estructurales. Los mismos han sido caracterizados principalmente en base a la purificación de

canales de calcio a partir de los túbulos T del músculo esquéletico donde, a diferencia de lo

que ocurre en el sistema nervioso y en la mayoria de los tejidos, existe una elevada expresión

de canales de Ca”. Los canales de Ca2+son complejos de proteínas heteroméricas compuestos

por una subunidad al, que forma el poro por el cual permean los iones Ca“, asociada con las

subunidades B y la a2-8. Existe una subunidad y, la cual solo se expresa en el músculo

esquelético (ver Catterall, 1995). La subunidad a¡_ la cual es también sitio de unión de los

distintos agonistas y antagonistas de los CCVD, es una proteína de aproximadamente 175

kDa, que contiene 4 dominios homólogos unidos por secuencias de aminoácidos que forman

bucles o “loops” intracelulares, cada uno de los cuales presenta seis regiones

transmembranales putativas (Sl-86). En analogía con los canales de Na+y en base al efecto de

ciertas mutaciones puntuales, se piensa que el sensor de voltaje estaría en el segmento S4, el

cual presenta residuos de lisina y arginina espaciados en forma regular, los cuales ante una

despolarización se desplazarían, debido a su carga positiva, hacia la cara externa de la

membrana favoreciendo una conformación abierta del poro (ver Dolphin, 1995). Un “loop”

extracelular entre los segmentos SS y Só y que se dobla hacia adentro de la membrana,

conocido como horquilla SSI-SSZ formaría el recubrimiento de la cara interna del poro. Estas

regiones de la subunidad al del canal de Ca2+ presentan una elevada homología con las

regiones de los canales de Na+ y K+ involucradas en las mismas funciones. En esta horquilla

SSI-SSZ existen cuatro residuos de glutamato que serían los responsables de la selectividad

del canal por el ion Ca2+dado que mutaciones puntuales en cualquiera de ellos hace que se

pierda la selectividad por este ion pero que no se modifique el pasaje de iones monovalentes

(Ellinor, 1995). Los canales de Ca2+pueden también conducir Na+ en ausencia de Ca2+ pero

son altamente selectivos por el Ca“, la presencia de concentraciones micromolares de Ca2+

impiden el pasaje de iones Na)r a traves del canal. Si bien la selectividad del canal es mayor

para el Ca2+que para el Ba“, la conductancia relativa es mayor para el Ba2+que para el Ca2+

(Hille, 1992). La subunidad B, de aproximadamente 60 kDa, está asociada al la a. del lado

citoplasmático y tiene una estructura similar a las proteínas del citoesqueleto. Si bien la

expresión de la subunidad a. en oocitos o en lineas celulares es suficiente para obtener un
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canal funcional, la co-expresión de la subunidad 0L.con la B aumenta la amplitud de las

corrientes. También parece estar involucrada en la sensibilidad al voltaje y ser un factor

importante en la cinética de inactivación del canal (Zhang y col., l993; Stea y col., l994). Las

subunidades (12-6, están unidas por un puente disulfuro y co-purifican formando una unidad

de aproximadamente ¡25 kDA. Los estudios indican que la a2 estaría ubicada

extracelulannente y unida por el puente disulfuro a la subunidad transmembranal 6 (ver

esquema más abajo). Si bien la función de estas subunidades no se conoce con certeza, hay

evidencias de que, al igual que la subunidad B, cumplen importantes funciones regulatorias

(Bouron y col., 1995; Reuter, 1996). Las secuencias de genes derivadas inicialmente de los

canales purificados a partir del músculo esquelético, han permitido revelar que existe una

enorme diversidad estructural principalmente en las 'subunidades al y B. Las subunidades oq

son codificadas por al menos seis genes diferentes. Cinco de estos genes, se expresan en el

sistema nervioso, y se sabe que presentan además splicing alternativo. Al presente se conocen

al menos 19 subunidades 0L¡estructuralmente diferentes, 16 de las cuales se expresan en el

sistema nervioso. Similarmente, hay al menos cuatro genes para las subunidades B, con los

cual la potencialidad para mayor heterogeneidad al combinarse es enorme (ver Catterall,

1995; Dunlap y col, 1995; Reuter, ¡996).

Diversidad

La presencia en las membranas celulares de diversos tipos de CCVD fue en principio

establecida a partir de las distintas características biofisicas (cinética de activación,

inactivación, conductancia, sensibilidad al voltaje) de las corrientes de Ca2+ tanto

macroscópicas como de canal único, luego por diferencias en la sensibilidad de estas

corrientes a distintas toxinas y agentes farmacológicos, y más recientemente confirmadas y

ampliadas por estudios bioquímicos y de clonado molecular. Un primer criterio para clasificar

los tipos de corrientes de Ca2+es a través de la sensibilidad al voltaje. Llinás y Yaróm (1981),

en experimentos realizados en neuronas de la oliva inferior de mamíferos, describieron la

presencia de espigas de Ca2+ de bajo umbral y de alto umbral de activación. Registros de
. . . 2+

campo extracelulares, confirmaron la exrstencra de una corriente de Ca de alto umbral de

18



Introducción

EXTRACELULAR

a. IriaMIliaM ¡ma/i ¡iraquí
I ¡Vj‘

m u
INTRACELULAR

ENSAMBLADO DE

B LASUBUNIDADal

EXTRACELULAR

INTRACELULAR

Cail­

Modelo estructural de los canales de Ca2+dependientes de voltaje.
A Esquema de la subunídad a. donde se distinguen los cuatro dominios (l, ll, III, lV) con sus correspondientes
regiones transmembranales putativas (Sl, 82, S3, S4, SS, Só). B Esquema que representa la disposición aparente
de las regiones transmembranales de la subunídad a, en la membrana plasmática. C Esquema de la disposición
aparente en la membrana plasmática de las distintas subunídades (oq, B, az-S, y) que conforman a los CCVD.
Modelo realizado en base a estudios bioquímicos y de biología molecular de los canales de tipo L de músculo
esquelético (ver Catterall, 1995). Este esquema es gentileza de V. Alvarez y O.D. Uchitel.
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activación denominada HVA por “high voltage activated”, localizada en las dendritas de estas

neuronas y una corriente de bajo umbral de activación denominada LVA por “low voltage

activated”, localizada en el soma. Aparte de esta primer gran subdivisión de los CCVD entre

los de bajo y alto umbral de activación, entre los CCVD del tipo HVA se encuentran varias

clases de canales que si bien presentan varias características biofisicas similares, pueden

discriminarse principalmente en base a su sensibilidad a drogas y toxinas especificas. En

mamíferos, los mismos han sido clasificados en los tipos L, N, P y Q (Bean, 1989; Bertolino y

Llinás, 1992; Sather y col., 1993; Randall y Tsien, 1995). Asimismo, actualmente se postula la

presencia de otro tipo de canal, el R, cuyo voltaje de activación sería intermedio entre los

LVA y HVA (Wheeler y col., l994a; Randall y Tsien, l995; Fisher y Bourque, l996). Además

de esta clasificación en base a las caracteristicas biofisicas y farmacológicas, se ha realizado

una clasificación en base a las distintas subunidades a. en las clases A-E y S (ver Tabla l). En

base a las características biofisicas y farmacológicas de los distintos canales expresados en

oocitos y lineas celulares (Mori y col., 199]; Snutch y Reiner, 1992; Sather y col., 1993;

Zhang y col., 1993; ver Dunlap y col., 1995) y a estudios inmunohistoquimicos con

anticuerpos contra las subunidades a. (Westenbroek y col., 1992; Ousley y Froehener, 1994;

Westenbroek y col., 1995; ver Reuter, 1996), se ha podido, en algunos casos, correlacionar el

tipo de subunidad con el tipo/s de canal presente en algunos tejidos.

Las corrientes LVA, las cuales fueron llamadas “T” por transitorias fueron caracterizadas a

nivel macroscópico y de canal único en_las células del ganglio de la raiz dorsal en el pollo y la

rata (Carbone y Lux 1984, l987a, l987b; Nowycky y col, l985). Los canales de tipo T solo

requieren una pequeña despolarización para activarse y llevan una corriente pequeña y

transitoria a potenciales negativos, la cual se inactiva rápidamente durante un pulso

prolongado. Esta corriente que se activa a aproximadamente los -50 mV, se halla totalmente

inactivada si se parte de potenciales de membrana menores que -60 mV. La inactivación

desaparece progresivamente a potenciales más negativos que -60 mV. Estas caracteristicas son

consistentes con la injerencia que tienen estos canales en la regulación de la frecuencia de

disparo y de la actividad oscilatoria que presentan algunas neuronas (Llinás y Yarom, l981).

La estructura del canal de tipo T no ha sido determinada, principalmente por la falta de

ligandos específicos. Estos canales no son sensibles a ninguna de las drogas o toxinas
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antagonistas de canales de Ca“ conocidos. Los canales de tipo T son sensibles a bajas

concentraciones de Ni“, al amiloride y al octanol y casi insensibles al Cd2+bloqueante de

todos los canales de tipo HVA (Bertolino y Llinás, 1992).

Entre los canales de tipo HVA, los canales de tipo L o “long lasting”, llamados así por

presentar una nula o escasa inactivación, fueron descriptos por primera vez por Nowycky y

colaboradores (1985) en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal del pollo. Estos canales

presentan muy poca inactivación durante un pulso de 200 ms, tienen una conductancia de

aproximadamente 25 pS, deben estar fosoforilados para activarse y se inactivan por Ca2+en el

lado interno (Amstrong y Eckert, 1987). Las funciones de los canales de tipo L se relacionan

principalmente con la generación de potenciales de acción, el acople excitación-contracción

en el tejido muscular, la liberación de neuropéptidos en la neurohipófisis y con la liberación

de adrenalina y noradrenalina en las células cromafines de la médula adrenal (Lemos y

Nowycky, 1989; Analejo y col., l992; Artalejo y col., 1994). Los CCVD de tipo L pueden

distinguirse del resto de los HVA por presentar una elevada sensibilidad a los agonistas y

antagonistas de la familia de las dihidropiridinas (DHPs). (Hess y col., 1984; Bertolino y

Llinás, 1992; Catterall y Striessnig, 1992). Los canales de tipo L del músculo esquelético

fueron los primeros canales de Ca2+en ser purificados, reconstituidos y clonados. La (1.3 está

presente solo en músculo esquelético. La subunidad cnc, purificada a partir de músculo

cardíaco se expresa también en cerebro, aona, tráquea y pulmón y en músculo esquelético

durante el desarrollo. La subunidad a”) se expresa en páncreas, cerebro y riñón (revisado por

Perez-Reyes y Schneider, 1994).

Los canales de tipo N fueron descriptos por primera vez en las neuronas del ganglio de la raíz

dorsal del pollo (Nowyky y col, 1985, Fox y coI., l987a, l987b) y llamados así por “ni L ni T”

debido a que presentaban una conductancia y rango de inactivación diferente. Estudios

posteriores mostraron que las características biofisicas son muy similares a la de los canales

de tipo L, excepto que presentan una mayor inactivación por voltaje. La farmacología

característica de los canales de tipo N es su insensibilidad a las DHPs y su alta sensibilidad a
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la (o-conotoxina GVlA (co-Cng) (McCleskey, l987; Bean, 1989; Bertolino y Llinás, 1992;

Olivera y col., 1994). Un rol prominente de los canales de tipo N, es su participación en la

liberación del neurotransmisor en diversos sistemas (Olivera y col., l994; Dunlap y col.,

l995). Las características de los canales de tipo N se corresponden con los canales codificados

por la subunidad a“, (Dubel y col., l992; Williams y col, ¡992; Fujita y col., 1993). Estudios

de hibridización in situ en mamíferos indican que este tipo de canal tiene una distribución

amplia y no uniforme en el cerebro (Dubel y col., 1992; Fujita y col., 1993; Coppola y col.,

1994) y que no se expresa en tejidos periféricos (Dubel y col., l992).

La primer evidencia directa de la existencia de un tercer tipo de CCVD de tipo HVA en el

cerebro de mamíferos fue provisto por la presencia de una conductancia de Ca2+insensible a

las DHPs y a la (o-Cng, y altamente sensible a una toxina extraída del veneno de arañas, la

FTX (Llinás y col., ¡989). Este canal se llamó P por haber sido descripto en las células de

Purkinje en las cuales > 90% de las corrientes de Ca2+ HVA son de este tipo (Llinás y col.,

1989; Usowicz y col., 1992). Los canales de tipo P tienen una conductancia de 10 a 15 pS, la

inactivación por voltaje es muy baja y son sensibles a la FTX, a la (o-agatoxina IVA (a)­

AgalVA) y al Cd2+e insensibles a las DHPs y la co-Cng . En mamíferos, estos canales están

mayoritariamente involucrados en el proceso de liberación del neurotransmisor en el SNC

(Llinás y col., l992b; Wu y Saggau, ¡994; Mintz y col., 1995) y en la placa neuromuscular

(Uchitel y col., 1992; Protti y Uchitel, ¡993; Uchitel y Protti, 1994). Dada la elevada

expresión de los transcriptos am en las celulas de Purkinje (Mori y col., l99l; Westenbroek y

col., 1995) se cree que es esta la subunidad que codifica para el canal de tipo P. Sin embargo,

las características farmacológicas y biofisicas de los canales nativos y en algunos casos la

distribución celular no coinciden totalmente con la de los canales clonados y expresados en

oocitos y líneas celulares (Sather y col., ¡993; Ousley y Froehner, 1994; Stea y col., ¡994).

Esta discrepancia en las características farmacológicas entre los canales de tipo P nativos y los

canales codificados por la subunidad am y expresados en oocitos de Xenopus, llevó a la

determinación de un nuevo tipo de canal, el de tipo Q, que se encuentra mayoritariamente en

las células grano del cerebelo (Zhang y col., 1993; Randall y Tsien, 1995). Los canales de tipo
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Q, solo se diferencian de los de tipo P por presentar una menor sensibilidad a la co-AgalVA y

un mayor grado de inactivación por el voltaje (Zhang y col., 1993; Randall y Tsien, ¡995).

Estudios inmunohistoquímicos y de hibridización in situ indican que la subunidad am se

expresa predominantemente en el cerebro (cerebelo, hipocampo, bulbo olfatorio y médula

espinal), muy escasamente en el corazón y no está presente en músculo esquelético, estómago

y riñones (Mori y co|., l99l; Stea y col., 1994; Westenbroek y col, 1995). Las diferencias

entre los canales de tipo P y Q podrían deberse a splicing alternativo de Ia subunidad am, a

modificaci0nes postraduccionales o a diferencias en la subunidad B asociada a la misma (Stea

y col., l994).

Finalmente, también en las celulas grano de cerebelo, se detectó una fracción de corriente,

remanente luego de la aplicación conjunta de nifedipina (bloqueante del tipo L), (o-Cng

(bloqueante del tipo N), m-AgalVA (bloqueante de los tipos P y Q) y (o-MVIIC (bloqueante de

los tipos P, Q y N), a la cual se llamó de tipo R por ser “resistente” a todos los bloqueantes del

resto de los CCVD de tipo HVA conocidos. Además a diferencia del resto de los HVA, resulta

muy sensible al Ni2+ (Zhang y col, 1993). Esta corriente de Ca2+ requiere un voltaje de

activación menor que Ia del resto de los canales ubicados dentro del grupo HVA (positivo a ­

40 mV), y se inactiva rápidamente (20-30 ms) durante un pulso de voltaje a O mV (Zhang y

col., ¡993; Randall y Tsien, 1995). Una de las subunidades a”; expresada en oocitos resulta en

un canal cuyo voltaje de activación es intermedio entre los HVA y los LVA y que es además

resistente a los bloqueantes de los CCVD de tipo L, N , P y Q (Ellínor y col., 1993; Soong y

col., ¡993; Williams y col., I994). En base a estas características y a la presencia de

transcriptos de la subunidad a”; en varias regiones del cerebro de mamíferos, incluyendo las

celulas grano del cercbelo (Soong y col., 1993; Williams y col., 1994), se postula que esta

subunidad podría codificar para el canal de tipo R (Randall y Tsien, l995) pero esto es aún

altamente especulativo (Dunlap y col., ¡995).



Tabla l: Canales de Ca2+neuronales

Tipo T

Subunidad a.
clonada ?

Conductancia
de canal único 8 pS

Voltaje de
Activación

(rnll)
< -70

(LVA)

Tasa de
lnactivación rápida

Antagonistas

iones Ni2+>>Cd2

inorgánicos

DHPs

co-Cng

m-AgalVA

FTX

(o-MVIIC

L

Clic

all)

25 pS

< -10

(HVA)

lenta

Cd“>N¡2+

++

N P Q

0m am aIA

13 pS 9-14-19 pS l6 pS
(*l)

< -20 <-lS <-lS
(HVA) (HVA) (HVA)

moderada casi nula moderada

Cd2+>Ni2+ Cd2+>Ni2+ Cd2+>Ni2+

++

++ +

++ n.d.

+ + +

(*2)

am?

n.d.

<—4o

rápida

NPKCd2

n.d.

Tabla que resume algunas de las caracteristicas bioñsicas y farmacológicas de los distintos tipos de CCVD y su
correlación con las subunidades (1| clonadas y expresadas en sistemas heterólogos. Los datos para construir esta
tabla fiJeron sacados de Tsien y col., ¡988; Bertolino y Llinás, l992; Usowicz y col, 1992; Mintz y col._ l992a,b;
Zhang y col, 1993; Randall y Tsien., 1995; Olivera y col, l994; Dunlap y col., 1995.
Tasa de inactivación: rápida < 50 ms; moderada SO-IOOms; lenta > 500 ms
("' l) conductancia de canal único se refiere solo a la de la subunidad am expresada en oocitos de Xenopus
(’2) La cinética del bloqueo de los canales de tipo N es de carácter rápido y reversible mientras que la de los
CCVD de tipo “no-N" resulta muy lenta y casi irreversible (McDonough y col, 1996).
n.d. = no determinado
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Herramientas farmacológicas para el estudio de los canales de Ca2+

Evaluar las consecuencias funcionales de la enorme diversidad estructural de los canales

iónicos y receptores es uno de los desafios de la neurociencia y el uso de drogas y toxinas

como sondas especificas es una estrategia ampliamente utilizada para este fin. Uno de los

primeros ejemplos del uso de drogas y toxinas como estrategia para discriminar canales

iónicos parte de los experimentos de electrofisiología en axones, donde las acciones selectivas

de la tetrodotoxina (TTX), extraída del pez “Fugu” y la saxitoxina (STX), extraída de

dinoflagelados marinos, sobre los canales de Na+ y del tetraetilamonio (TEA) sobre los

canales de KÏ confirmaron las predicciones de Hodgkin y Huxley de que en las membranas

existían vías de acceso selectivas para el Na+y para el K+(Narahashi y col., 1967). Desde esos

experimentos pioneros, drogas como las dihidropiridinas y toxinas de diversa especificidad

han sido los instrumentos para la purificación y posterior clonado de los canales de calcio de

tipo L (DHPs) (Tanabe y col., ¡987; Perez-Reyes y col., 1990) y de tipo N (m-Cng)

(McEnery y co|., |99|; Witcher y col., ¡993), del receptor de glicina (estricnina) y la

elucidación de las proteinas presentes en los terminales nerviosos involucradas en la

liberación vesicular del neurotransmisor (toxinas botulínica y tetánica, latrotoxina) (Betz,

1991; Jahn y Südhof, 1994).

La farmacología de los CCVD es extremadamente compleja lo cual se pone en evidencia por

la enorme diversidad de iones y compuestos orgánicos que pueden alterar sus propiedades y

por las diversas formas en que los agentes farmacológicos interactúan con los CCVD. Los

iones y ligandos se pueden unir tanto a sitios regulatorios intracelulares o extracelulares no

asociados con el poro iónico como a sitios dentro del poro y obstruir el acceso al mismo (Scott

y col., l99l). El flujo de Ca2+a través de los CCVD puede ser inhibido por varios cationes que

incluyen al Mg2+, Mn2+, Co“, Cd“, Ni2+, Zn“, Gd3+y La“, los cuales en muchos casos se

unen a sitios dentro del poro y compiten por los sitios con el Ca2+ (Lansman y col., 1986).
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Drogas antagonistas de los cana/es de ( .‘a‘,

Existen tres clases principales de compuestos orgánicos bloqueantes de canales de Ca“: las

fenilalquilaminas, las dihidropiridinas y las benzotiazepinas. La mayoría de estos compuestos

afectan principalmente a los canales de tipo L, y varios de ellos se utilizan comúnmente en el

tratamiento de varios desórdenes cardiovasculares Las propiedades funcionales de los canales

de tipo L son moduladas en forma muy compleja por estas drogas que actúan en diversos sitios

receptores presentes en la subunídad al del canal. De estos tres grupos de drogas comúnmente

utilizadas como ligandos de los canales de tipo L, las dihidropiridinas (DHPs), tanto

antagonistas (i.e., nifedipina, nitrendipina, nicardipina) como agonistas (i.e., Bay K 8644, PN

202-791 y CGP 28-392), son los compuestos más selectivos y los que permitieron purificar,

caracterizar y clonar a los canales de tipo L (revisado por Catterall y Striessnig, l992; Rampe

y Kane, 1994).

Las DHPs modulan la actividad de los canales de tipo L y su capacidad para ejercer su efecto

modulatorio es dependiente del voltaje. Estas drogas pueden actuar como activadores o

inhibidores y los pares enantioméricos ejercen muy a menudo efectos opuestos en la función

del canal. Estudios electroflsiológicos a nivel de canal único, conjuntamente con el uso de

distintos agonistas y antagonistas de la familia de las DHPs, han permitido identificar tres

tipos o modos de “gating” del canal (transiciones moleculares de la proteína canal entre los

distintos estados cerrados, y el estado abierto). En base a estos estudios, se observó que la

unión de las DHPs, tanto agonistas como antagonistas, al canal no taponan el poro sino que

favorecen uno o más modos de “gating” del canal. En el modo de “gating”de tipo l, el canal

tiene una baja probabilidad de apertura a voltajes hiperpolarizados pero la misma aumenta

considerablemente a grandes despolarízaciones. En el modo de tipo 2 el canal presenta una

elevada probabilidad de apertura (> 0.7) aún a potenciales relativamente negativos. El modo 0

o nulo se refiere a una situación en la cual el canal no se halla disponible para activarse por

voltaje (Hess y col., 1984). Las DHPs con características agonistas puras favorecerían el modo

de tipo 2, mientras que los antagonistas puros el modo de tipo 0. Entre estos extremos se

encuentra un amplio rango de efectos mixtos producidos por estas drogas. Las DHPs se unen a
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un sitio receptor que se encuentra en una región hidrofóbica de la cara extracelular de la

subunídad a. (Catterall y Striessnig, 1992).

Estructuras representativas de las drogas antagonistas de los canales de Ca2+
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Toxinasderivadas del veneno de animales predadores como herramientas farmacológicas

El uso de venenos para capturar a las presas representa una estrategia global de un animal para

incapacitar a otro, por ende no es sorprendente que las neurotoxinas derivadas de los venenos

de animales predadores scan extremadamente potentes. Las neurotoxinas presentan una alta

especificidad para los distintos subtipos de canales o receptores. Esto podria ser una ventaja

para el predador, particularmente si la velocidad con que se paraliza a la presa en cuestión

resulta una caracteristica adaptativa de importancia. Si se restringe el “binding” de la toxina a

los receptores más relevantes para el movimiento, esto haria que la presa quedara paralizada

rápidamente con solo unas pocas moléculas de toxina. Así, en los venenos de animales

predadores debe haber una fuerte selección para toxinas de alta especificidad (Adams y

Olivera, 1994). Los canales iónicos y receptores de mamíferos se examinan utilizando
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neurotoxinas aisladas de diferentes animales venenosos cuyas presas estan taxonómicamente

muy alejadas de los sistemas biológicos en estudio. Si bien las toxinas presentan una marcada

especificidad para los distintos subtipos de canales, lo cual sugiere que los mismos están muy

conservados y podrían ser evolutivamente muy antiguos, debe tenerse en mente que todas las

toxinas naturales evolucionaron para funcionar en un contexto biológico especifico. Esto

significa que no debe asumirse que la especificidad farmacológica de las toxinas va a

permanecer constante en todos los contextos experimentales en los cuales se las utilice y que

si bien las neurotoxinas son excelentes herramientas como ligandos de alta afinidad, los

resultados deben ser interpretados con cuidado (Adams y Olivera, 1994; Olivera y co|., l994;

Olivera y col., 1995).

Toxinasderivadas del veneno de caracoles marinos

Los caracoles marinos del género (‘onus producen una bateria de péptidos pequeños, ricos en

puentes disulfuro, antagonistas de los canales de Ca“, conocidos como omega conotoxinas.

Las omega conotoxinas no son los únicos componentes paralizantes del veneno de estos

caracoles. En la especie (Ïonus'geographus se conocen al menos otras dos familias de toxinas,

las a-conotoxinas, que tienen como blanco a los receptores nicotínicos de Ach (Hopkins y

col., 1995) y las u-conotoxinas que inhiben a los canales de Na+ sensibles a voltaje,

preferencialmente a los que se expresan en el músculo (Mclntosh y col., 1995). En otras

especies de Conus también se producen otras familias de toxinas como las 8-conotoxinas que

bloquean la inactivación del canal de Na+, las conantokinas cuyo blanco es el receptor de

NMDA y la conopresina que se une al receptor de vasopresina (revisado por Olivera y col.,

l994; Olivera, 1995).

Las omega conotoxinas han sido purificadas, secuenciadas y luego químicamente sintetizadas

a partir de seis especies diferentes de (fonus predadoras de peces (Olivera y col., 1995), de las

cuales las más comúnmente empleadas son las que provienen de las especies Conus

geographus (m-conotoxinas GVlA y GVllA), Conus magus (w-conotoxinas MVllA, MVIIB,
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MVllC y MVlID) y (.‘(mus Siria/IIS (co-conotoxinas SVIA y SVIB). Los omega conopéptidos

son péptidos muy básicos, que contienen entre 24 y 29 residuos de aminoácidos. El producto

inicial de la traducción del mRNA es un precursor que debe sufrir varias modificaciones

postraduccionales para dar el péptido maduro. Todas las (o-conotoxinas contienen seis

residuos de cisteina unidos formando tres puentes disulfuro. Existe una elevada variabilidad

entre las distintas co-conotoxinas producidas por una misma especie y entre las producidas por

las distintas especies (.‘onus. Sin embargo esta estructura de puentes disulfuro, así como una

glicina en el residuo 5 están altamente conservados (ver Tabla 2). A pesar de esta escasa

homología entre las conotoxinas de las distintas especies (solo 30% si se descuentan los

residuos de cisteína), cn algunos casos como es el de la co-conotoxina GVlA de Conm­

geograp/ms y la (o-conotoxina MllVA de Conus Magus, compiten por el mismo sitio y

producen los mismos efectos fisiológicos en la mayoría de los sistemas filogenéticos en los

cuales han sido estudiadas (Olivera y col., 1994). Las co-conotoxinas han sido iodinadas con

ml, y estos derivados han sido ampliamente utilizados para ensayos de “binding”,

autoradiográficos y para estudios bioquímicos de “cross-linking”, que han permitido

identificar la localización anatómica de los canales de Ca2+(Cruz y Olivera, l986; Olivera y

col., 1987; Kristipati y col., l993; Haak y col., 1993). Derivados biotinilados fluorescentes de

estas toxinas han servido como marcadores de la localización de los canales de Ca2+a nivel de

las zonas activas de algunos terminales sinápticos (Robitaille y col., ¡990; Robitaille y col.,

1993; Haydon y col, l994; Sugiura y col., 1995).
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Tabla 2: Secuencias de las co-conotoxinas

C(mus geograph us

GVIA CKSOGSSCSOTSYNCCR-SCNOYTKRCY*

GVIIA CKSOGTOCSRGMRDCCT-SCLLYSNKCRRY’r

Conus magus

MVIIA CKGKGAKCSRLMYDCCTGSC--RSGKC*

MVIIB CKGKGASCHRTSYDCCTGSC--NRGKC*

MVIIC CKGKGAPCRKTMYDCCSGSC-GRRGKC*

MVIID CQGRGASCRKTMYNCCSGSC--NRGRC*

Conus slrial us

SVIA CRSSGSOCGVTSI-CC-GRC--YRGKCT*

SVIB CKLKGQSCRKTSYDCCSGSC-GRSGKC*

Tabln de Olivera y col, (1994). Los asteriscos indican que el extremo C tenninnl esta nmidado. Lu Ictrn O designa a ln
4-trans-hidroxiprolina. Las letras en negrita indican los residuos conservados.

La siguiente es la estructura con puentes disulfuro presente en todas las (o-conotoxinas:

-—n

La co-conotoxina GVIA (m-Cng) fue aislada a partir de la especie (.7.geographus por Olivera

y col. (1984). Esta toxina, que en mamíferos ejerce un bloqueo total e irreversible, fue

utilizada extensivamente para estudiar y caracterizar los canales de tipo N en diversos

sistemas (Kerr y Yoshikami, 1984; McCIeskey y col., ¡987; Bertolino y Llinás, 1992; Olivera

y col., 1994; Dunlap y col., 1995; Reuter, ¡996). Asimismo, los canales clonados formados
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por la subunidad a”, son fuertemente antagonizados por la (o-Cng (Williams y col., 1992,

Fujita y col., 1993). Esta toxina fue además utilizada como sonda molecular para la

purificación y reconstitución del canal de tipo N de cerebro de rata (McEnery y col., [991;

Witcher y col., 1993). A pesar de ser una toxina altamente selectiva para los canales de tipo N,

hay evidencias de que en algunos casos esta toxina bloquea corrientes a través de canales

sensibles a las DHPs, aunque en forma reversible, por lo cual se la consideraba un bloqueante

de canales de tipo N y L (McCleskey y col., 1987, Hirning y col., 1988).

Actualmente se utilizan estrategias de clonado molecular utilizando como sondas secuencias

homólogas de los pe'ptidos ya aislados. De esta manera, utilizando secuencias de genes

clonados a partir de una biblioteca de cDNA del conducto venenoso de C. mugus fueron

identificadas y luego sintetizadas las omega conotoxinas MVllC y MVllD, co-MVllC y co­

MVIlD, respectivamente (Hillyard y col., 1992; Monje y col., 1993; Kristipati y col., ¡993).

Estas dos toxinas, al igual que la co-Cng, tienen como blanco los canales de tipo N. Sin

embargo no son muy selectivas dado que además son efectivas para unirse a los sitios “no-N”

presentes en membranas purificadas a partir de cerebro de rata (Monje y col., ¡993).

Asimismo, bloquean corrientes HVA tanto sensibles como insensibles a la (o-Cng e

insensibles a las DHPs (Hillyard y col., 1992; Randall y Tsien, 1995; Tottene y col., 1996), por

lo cual se las considera bloqueantes de los canales de tipo N, P y Q.

Toxinasderivadas del veneno de arañas

Hasta el momento se han examinado los venenos de unas pocas especies de arañas y solo el

veneno de la araña americana Age/cnopsis uperta ha sido estudiado en detalle. Como en el

caso de los Conus, el veneno de esta araña contiene una mezcla de toxinas dirigidas a

múltiples blancos moleculares de la placa neuromuscular de insectos: las poliaminas, entre las

que se encuentran la FTX y las a-agatoxinas, bloqueantes de canales de Ca2+y de receptores

de glutamato (Llinás y col., ¡989; Scott y col., l992), respectivamente, y las toxinas

polipeptídicas entre las que se encuentran las u-agatoxinas, activadoras de los canales de Na+
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neuronalcs y las (o-agatoxinas, antagonistas de los canales de Ca2+ presinápticos (Adams y

col., 1990; Olivera y col., 1994).

La primera toxina aislada a partir del veneno de A. aperta, fue un componente de bajo peso

molecular al cual se llamo F'I‘X. Se observó que esta toxina presentaba efectos bloqueantes

sobre las corrientes de Ca2+ insensibles a la co-Cng y a las DHPs. Llinás y col, (1989)

mostraron que esta toxina era capaz de inhibir los potenciales de tipo “plateau” y las

conductancias de tipo HVA de Ca2+en las células de Purkinje y la transmisión sináptica en el

calamar. A partir de estos experimentos se describió y caracterizó a los canales de tipo P que

son responsables de >90% de las corrientes HVA de las células de Purkinje (Llinás y col.,

l992b, Usowickz y col., ¡992). La estructura molecular de la FI‘X se estudió por

espectrofotometría de masa y bombardeo atómico rápido, a partir de lo cual se concluyó que

era una poliamina de bajo peso molecular (Cherksey y col., l99l). A pesar de que la

estructura de la FTX no ha podido ser determinada con exactitud, se construyó, en base a la

estructura putativa que se muestra a continuación, un análogo sintético, la SFTX-3.3, aducto

sintetizado a partir de espennidina y arginina, que solo se diferencia de la estructura putativa

por presentar un carbonilo oxigeno, el cual no pudo ser eliminado durante el proceso de

síntesis. Utilizando esta toxina sintética, se pudo purificar una proteina de membrana del

cerebro de mamíferos y del cerebro de calamar que al ser incorporada en bicapas lipídicas

tenía características similares a las descriptas para los canales de tipo P nativos de las células

de Purkinje (Cherksey y col., |99|; Llinás y col., l992b). Con esta proteína purificada se

produjo un anticuerpo policlonal que reaccionó positivamente con las dendritas y porciones

terminales de los axoncs de las neuronas de Purkinje de cerebelo y en otras áreas del cerebro,

como hipocampo, corteza, bulbo olfatorio, tálamo, protuberancia, habénula y oliva inferior

(Hillman y col., |99|). Esta toxina sintética presenta un perfil farmacológico similar a del la

nativa (Cherksey y col, 199], Llinás y col., l992b; Uchitel y col., l992), sin embargo su

selectividad por los canales de tipo P no está clara dado que se ha reportado que la sFTX

bloquea corrientes de tipo T (Scott y col, 1992) además de otras corrientes de tipo HVA

(Brown y col., 1994; Norris y col., 1996).
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Estructura putativa de la FTX natural (Llinás y co|., 1992)

HZN“ ' xNHz

Las co-agatoxinas son un grupo heterogéneo de polipéptidos de entre 7 y lO kDa. Las (o­

agatoxinas de “Tipo I” como la (o-AgalA, (o-AgaIB y la m-AgalC son similares en tamaño (7

kDA) y secuencia de aminoácidos y son todas heterodímeros con lO residuos de cisteina. Las

de “Tipo ll” como la co-AgallA y la co-AgallB tienen un tamaño de «9 kDa y presentan poca

similitud en Ia secuencia de aminoácidos con las de Tipo I. Ambos grupos son potentes

antagonistas de la transmisión neuromuscular en los insectos y su aplicación conjunta produce

un efecto sinérgico consistente con su selectividad por distintos blancos (Adams y col., 1990).

Utilizando como ensayos el desplazamiento del “binding” de la ['zslko-conotoxina GVIA y la

inhibición de la captación de 45Ca2‘iestimulada por alto K+ en sinaptosomas purificados a

partir del cerebro de aves y mamíferos, se encontraron otros componentes del veneno de A.

aperta con capacidad para unirse selectivamente a distintos tipos de canales de Ca“. Entre

estas (o-agatoxinas se encuentran, las de Tipo lll como la m-AgaIlIA (Mintz y col., l99l;

Venema y col., 1992; Ertel y col., |993'; Mintz, 1994) y las de tipo lV como la (o-AgalVA y (o­

AgalVB (Mintz y col, l992b; Adams y col., 1993), que no se habían detectado previamente

dado que no eran efectivas para bloquear la transmisión sináptica en insectos. La co-AgalVA

no desplaza el “binding” de la ['251](o—conotoxinaGVlA ni inhibe la captación de 45Ca2+en

aves y, al igual que las (o-conotoxinas MVllC y MVllD, es muy efectiva para bloquear la

captación de Ca2+en sinaptosomas de cerebro de rata (Mintz y col., l992b; Hillyard y col.,

1993; Alvarez-Maubecin y col., 1995).

Las co-agatoxinas de tipo lV, son polipéptidos de 48 aminoácidos, las mas pequeñas de todas

las (o-agatoxinas, con secuencias que presentan muy poca homologia con las de tipo I a Ill y
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su farmacología es opuesta la farmacología que presenta la m-conotoxina GVlA, indicativo de

poca superposición en los blancos preferenciales de ambas toxinas. La (o-agatoxina IVA fue

luego caracterizada como un bloqueante selectivo de los canales de tipo P, ya que era capaz de

bloquear las corrientes insensibles a la (D-Cng GVIA y a las DHPs en neuronas de Purkinje

de cerebelo con elevada sensibilidad (Kd de 1-2 nM) (Mintz y col, l992a,b). Más

recientemente, se encontraron corrientes de Ca2+de tipo HVA, en los canales que se expresan

en oocitos a panir de la subunidad am y en las células grano del cerebelo de mamíferos, que

son antagonizadas por Ia (o-AgalVA con menor sensibilidad (Kd 90-200 nM). Estas son las

corrientes llamadas de tipo Q (Zhang y col., 1993; Randall y Tsien, 1995). La co-AgaIVA, a)­

agatoxina que ha podido ser sintetizada con éxito, es un polipéptido de 48 aminoácidos, cuya

efectividad para bloquear las corrientes de Ca2+es idéntica a la de la toxina nativa (Mintz y

Bean, 1993). Una secuencia conservada presente en todas las toxinas antagonistas de los

canales de Ca", y que les confiere una estructura característica, es el arreglo espacial de los

residuos de cisteína que forman los puentes disulfuro (Kim y col, 1995). La secuencia de

aminoácidos y la estructura de puentes disulfuro que presenta la w-AgalVA son las siguientes:

KKKCIAKDYGRCKWGGTPCCRGRGC ICS IMGTNCECK PRL IMEGLGLA

i "ll r'"'“I
C -c- cc »»»»n cxc CEC-­

Estudios recientes en los cuales se determinó la estructura tridimensional de la co-AgaIVA por

espectroscopía de resonancia magnética nuclear, muestran que presenta un plegamiento

similar al de otras co-agatoxinas y al de la (o-conotoxina GVIA (Kim y col., 1995). A pesar de

la baja homología que presentan las secuencias primarias, estas dos toxinas presentan una gran

similitud en la localización de las estructuras secundarias en sus estructuras tridimensionales.

En base a estudios funcionales realizados con el extremo C-terminal completo y truncado de

la (o-AgaIVA, Kim y col, (¡995) sugieren que la especificidad de esta toxina para bloquear

canales de tipo P estaría en un segmento hidrofóbico presente en el extremo C-terminal de

esta toxina y el cual está ausente en la secuencia primaria de la (o-conotoxina GVIA.
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Canales de Ca2+involucrados en la transmisión sináptica

Debido al pequeño tamaño, y en muchos casos al dificil acceso, de la mayoría de los

terminales nerviosos, solo en pocos casos ha sido posible identificar la participación de uno u

otro de tipo de canal en el proceso de liberación por medio de técnicas electrofisiológicas de

fijación de voltaje en los terminales sinápticos. La identificación de los canales de Ca2+que

median la transmisión sináptica, proviene principalmente de la sensibilidad farmacológica del

proceso de liberación evaluado mediante el uso neurotransmisores marcados radioactivamente

o, mediante el registro de los potenciales de campo extracelulares o de potenciales y/o

corrientes de placa intracelulares en la postsinapsis. El uso de drogas y toxinas selectivas para

los distintos tipos de CCVD, ha permitido evidenciar que existe una gran diversidad en los

canales involucrados en la liberación del neurotransmisor en los distintos sistemas estudiados.

La primer evidencia de que existían diferencias en los tipos de canales asociados al proceso de

liberación proviene de los experimentos realizados con la m-Cng en la placa neuromuscular

de vertebrados, en los cuales se encontró que esta toxina era muy efectiva en bloquear la

transmisión sináptica en la rana y que carecía de efectos en el ratón, mientras que las DHPs no

resultaban efectivas en ninguno de los dos sistemas (Kerr y Yoshikami, 1984; Sano y col.,

l987). Esta falta de efecto de la m-Cng en la transmisión sináptica en la placa neuromuscular

del ratón contrastaba con el hecho de que esta toxina al ser inyectada en forma intracranial en

el cerebro de mamíferos producía un síntoma característico de temblores en el animal

inyectado (Olivera, 1985), lo cual indicaba que en el SNC había posiblemente canales

sensibles a la co-Cng relacionados con la transmisión sináptica, como fue luego ampliamente

comprobado (ver Olivera y col, 1994; Dunlap y col., 1995). Asimismo, se reportó que la (o­

Cng no era capaz de bloquear la contracción muscular en conejos pero era altamente efectiva

para bloquear este fenómeno en aves (Yoshikami y col., 1989; De Luca y col., 1991). Luego se

descubrió que la FTX, toxina capaz de bloquear corrientes de Ca2+ insensibles a DHPs y co­

Cng en el cerebro de mamíferos, era capaz de bloquear la transmisión sináptica en el
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calamar, la cual era también insensible a la co-Cng y a las DHPs (Llinás , ¡989). La FTX

resultó también muy efectiva para antagonizar la transmisión sináptica en la placa

neuromuscular del ratón, por Io cual se postuló que los CCVD involucrados en la liberación

del neurotransmisor en la placa neuromuscular de mamíferos son los canales de tipo P

(Uchitel y col., 1992). Estudios posteriores realizados con la m-AgaIVA y la (o-MVllC

sugieren que los mismos podrían ser de tipo P o de tipo Q (Protti y Uchitel., 1993; Bowersox y

co|., 1995; Hong y Chang, l995; Sugiura y col., 1995; Protti y col., l996; Wright y Angus,

[996). A diferencia de lo que ocurre en la placa neuromuscular de la rana y del ratón donde

los canales de tipo L no tienen una participación relevante en condiciones normales (Sano y

col., 1987; Atchinson, 1989), en la placa neuromuscular del lagarto, el proceso de liberación

es bloqueado por la (o-Cng y por la nifedipina e incrementado por el Bay K, lo cual indica

que en esta preparación los canales de tipo L participan junto con los de tipo N en el proceso

de liberación del neurotransmisor (Lindgren y Moore, 1989; l99l).

En los sistemas simpáticos el canal dominante que media la liberación de noradrenalina es el

canal de tipo N. Tanto la (o-Cng como la (o-MVIIA tienen efectos hipotensores debido a la

inhibición de la liberación de norepinefrina de la inervación simpática del sistema vascular

(Pruneau y Angus, ¡990). En células cultivadas del ganglio cervical superior de rata, la

liberación de adrenalina es completamente bloqueada por (o-Cng pero no por las DHPs

(Himing y col., 1988). En la transmisión sináptica simpática periférica en ratas y ratones, se

ha postulado que los canales sensibles a la co-AgalVA pueden tener participación en caso de

bloqueo de los canales de tipo N por alta frecuencia de estimulación (Wright y Angus, 1996).

Asimismo, se ha reportado que la liberación del neurotransmisor a partir de neuronas

parasimpáticas está controlada principalmente por canales de tipo N y en menor grado por

canales de tipo P y Q (Waterman, 1996). En mamíferos, en las células cromafines de la

médula adrenal, la liberación de catecolaminas está mediada principalmente por entrada de

Ca” a través de canales sensibles a las DHP, quiescentes en condiciones normales pero

reclutados por condiciones que favorezcan la fosforilación, y en menor medida, por canales
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sensibles a la w-Cng, a la FTX y a la m-AgaVA (Analejo y col., 1992, ¡994; Duarte y col.,

l993).

En neuronas centrales, hay abundante evidencia que apoya la participación de los canales de

tipo N y P y Q en la exocitosis del neurotransmisor. Asimismo hay evidencias de que el grado

de participación de uno u otro tipo de canal varía en las distintas regiones y según las

condiciones fisiológicas a las cuales estén sujetos y que, en algunos casos, más de un tipo de

canal puede participar en el control de la liberación en un mismo sitio. Existe consenso de que

los canales de tipo L no están involucrados en la liberación del neurotransmisor a nivel del

SNC dada la ineficacia de las DHPs para bloquear el proceso de liberación en la mayoría de

los sistemas estudiados (Takahashi y Momiyama, ¡993; Wheeler y col., l994a,b; Dunlap y

col, 1995; Mintz y col, ¡995; Reuter, ¡995; Reuter, ¡996). La única excepción conocida hasta

el momento es la liberación de Pépl’idos de los terminales gigantes de la neurohipófisis,

la cual está mediada por entrada de Ca2+a través de canales de tipo L y N (Lemos y Nowicky,

1989). En estudios bioquímicos realizados en rebanadas de tejido o en sinaptosomas cargados

con neurotransmisores marcados radioactivamente, se ha demostrado que la co-Cng es un

potente inhibidor de la liberación de glutamato y de ácido y-aminobutírico en el hipocampo,

de Ach de la corteza, de dopamina en el estriado y de noradrenalina del hipocampo (revisado

por Dunlap y col., l995). Aunque la (o-Cng tiene gran potencia (ICSO«1-10 nM), el bloqueo

que ejerce en mamíferos es parcial («30%) Contrariamente, en sinaptosomas aislados a partir

de cerebro de ave, la (o-Cng inhibe casi completamente la captación de 45Ca2+estimulada

por K+(Alvarez-Maubecin y col., 1995). Los estudios electrofisiológicos, si bien mostraron en

algunos casos un porcentaje mayor de bloqueo por la (o-Cng en algunas regiones del cerebro,

sobre todo en la transmisión inhibitoria gabae’rgica, reafirmaban la noción de que múltiples

tipos de CCVD participan en el proceso exocitótico (Luebke y col., l993; Takahashi y

Momiyama, 1993; Wu y Saggau, ¡994). Se ha encontrado que los canales sensibles a la co­

AgaVA (CCVD de tipo P y Q) se hallan muy relacionados con las exocitosis en el SNC. En

sinaptosomas de cerebro de rata la captación de 45Ca2+y la liberación de [3H]glutamato y

[3H]dopamina dependientes de Ca“, son inhibidas con un leo de 20-30 nM por la co-AgaVA,

la cual a concentraciones saturantes de l00-200 nM produce un bloqueo del 50-70% (Turner y
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col., 1992, 1993; Mintz y col., l992b). Este mismo efecto se observa en estudios

electrofisiológicos en rebanadas de tejido en los cuales se ha reportado que esta toxina inhibe

tanto eventos excitatorios como inhibitorios en un 80-90% (Luebke y col., 1993; Takahashi y

Momiyama, 1993). Estudios realizados en la sinapsis entre las células grano y las células de

Purkinje de cerebelo de rata, en los cuales se monitorearon las corrientes postsinápticas

conjuntamente con las variaciones de calcio en la presinapsis sugieren, en base a los efectos

del Cd”, la (o-Cng y Ia (o-AgaIVA, que múltiples tipos de canales ejercerían un control

sinérgico sobre cada sitio activo de liberación (Mintz y col., 1995). En estudios realizados en

células de hipocampo de rata en cultivo (Reuter, 1995), en los cuales se utilizó el colorante

fluorescente impermeable FMI-43, el cual puede incorporarse a las vesículas sinápticas

durante la endocitosis y es luego liberado durante la exocitosis (Betz y col, 1992), se ha

podido monitorear la liberación a partir de botones presinápticos identificados. Mediante el

uso de las toxinas (o-Cng y m-AgalVA y del colorante fluorescente sensible al Ca2+Fluo-3,

se encontró que la distribución de los canales de Ca2+ no era homogénea en los distintos

botones y que la exocitosis estaba controlada en algunos botones por canales de tipo P y Q y

en otros por canales de tipo P, Q y N (Reuter, 1995). En experimentos realizados en rebanadas

de tejido obtenidos de la región del hipocampo de rata, también se encontró que la aplicación

conjunta de co-Cng y m-AgaVA a concentraciones saturantes para bloquear los canales N y P,

respectivamente, no logra inhibir completamente la transmisión glutamatérgica (Takahashi y

Momiyama, 1993; Wheeler y col., l994a,b) y que la misma es inhibida por elevadas

concentraciones de (o-MVllC, bloquea-nte de los canales N, P y Q (Wheeler y col., l994a,b).

En base a estos estudios y al uso de diferentes patrones de estimulación y agentes

moduladores, Wheeler y col (l994a), postulan que los canales involucrados en la transmisión

glutamatérgica entre las neuronas de la región CA3 y CAI del hipocampo serían de tipo N y

de tipo Q, con un grado de participación que varía según las condiciones fisiológicas en que se

encuentre el tejido.

Estas evidencias muestran que existe una gran diversidad en cuanto al grado de inhibición y a

la potencia con la cual las distintas toxinas afectan el proceso de liberación en las distintas
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especies. Esta variabilidad puede, en algunos casos, reflejar genuinamente diversidad en los

tipos de canales involucrados y en otros, puede deberse a diferencias en la acción y

especificidad de las toxinas en los distintos sistemas filogenéticos (revisado por Olivera y col.,

1994). Asimismo, en un mismo sistema, se han observado diferencias en la potencia con la

cual algunas toxinas bloquean el proceso de liberación con respecto a la potencia con la cual

afectan las corrientes de Ca2+(revisado por Dunlap y col., l995). Además de las diferencias

debidas a la complejidad del proceso de liberación en si mismo y a las condiciones

experimentales, una de las fuentes posibles de variabilidad es el hecho de que en general, las

corrientes de Ca2+son evaluadas en los somas neuronales y/o en sistemas heterólogos y no se

sabe si en los terminales sinápticos se expresan los mismos tipos de canales de Ca".

Recientemente, se han detectado diferencias tanto en los tipos de canales de Ca“ como en la

cinética de un mismo tipo de canal, definido farmacológicamente, entre el soma y los

terminales sinápticos de las neuronas magnocelulares de la neurohipófisis (Fisher y Bourque,

1996). Como puede apreciarse, la elucidación de los tipos de canales acoplados al proceso de

liberación del neurotransmisor es un campo de estudio complejo e interesante, el cual está en

permanentemente revisión ante la disponibilidad de nuevas toxinas y de técnicas, tanto

electrofisiológicas como bioquímicas y moleculares, que permiten realizar una mejor

discriminación de los diversos tipos de canales de Ca2+presentes en los terminales sinápticos.



Objetivos

Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo caracterizar, utilizando métodos electrofisiológicos y

farmacológicos, los distintos tipos de CCVD involucrados en la transmisión sináptica en la

placa neuromuscular de vertebrados.

Se estudiarán la placa neuromuscular del ratón y de la rana adultos, apuntando a elucidar las

similitudes y diferencias en los CCVD que median la entrada de Ca2+necesaria para que se

produzca la liberación de Ach en distintas especies de vertebrados.

Se estudiará, en el ratón, la farmacología de los CCVD involucrados en la transmisión

sináptica en terminales motores recientemente formados. Esto apunta a investigar si los

cambios que ocurren en la transmisión sináptica durante la reinervación de la placa

neuromuscular son acompañados por cambios en los tipos de CCVD acoplados al proceso de

liberación del neurotransmisor.

Para realizar esta caracterización se evaluará el efecto de diferentes drogas y toxinas

antagonistas de los CCVD sobre distintos aspectos de la liberación del neurotransmisor. Se

estudiará asimismo, el efecto de los antagonistas de los CCVD sobre las corrientes

perineurales de Ca2+ (lu) y de K+ activadas por Ca2+ (lKCu).Esto apunta a correlacionar el

perfil farmacológico de la liberación del neurotransmisor con los tipos de canales presentes

en las membranas de estos terminales motores.
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Animales

Para los experimentos en la placa neuromuscular de mamíferos, tanto normal como en

reinervación, se utilizaron ratones macho adultos de la cepa Swiss de 30-40g de peso corporal.

Hasta el momento de su utilización, se los mantuvo en el bioterio bajo un régimen de l2 horas

de luz-oscuridad, con agua y alimento balanceado ad libitum.

Para los experimentos en la placa neuromuscular de anfibios se utilizaron ranas toro, R.

cataesbiana de 40-60 g de peso corporal. Hasta el momento de su utilización, estos animales

fueron mantenidos en una pileta con agua, a temperatura ambiente y alimentados, una vez por

dia, con pellets de alimento balanceado.

Preparaciones

Placa neuromuscular normal de ratón: Se sacrificó a los animales por medio de una sobredosis

de anestesia (tribromoetanol al 2% en HZObidestilada, 0.3 ml/lOg de peso corporal, ip.) y

posterior desangrado. Se removió el músculo levator auris con el nervio motor que lo inerva.

El levator auris es un músculo superficial que se ubica inmediatamente debajo de la piel que

cubre Ia parte dorsal de la cabeza y cuello. Es un músculo fino de 2 o 3 capas de fibras y

consta de una parte cranial y una caudal. Las fibras de la parte cranial surgen de las espinas de

las primeras cuatro vértebras y se extienden transversalmente hacia la parte anterior de la base

de la aurícula donde se insertan. Las fibras de la parte caudal se extienden desde la cuarta y

quinta vértebras cervicales hasta la parte posterior de la base de la auricula. Ambas partes son

inervadas por la rama auricular posterior del nervio facial que correjunto a la arteria auricular

posterior y alcanza al músculo en su parte caudal, cerca de la auricula (Angaut-Petit y col.,

1987). Se cuidó de extraer el nervio en forma intacta y dejando un cabo de extensión

suficiente para facilitar la succión y estimulación del mismo. Para la disección fina, el

músculo fue inmediatamente transferido a una caja de Petri con base de Sylgard que contenía

una solución de Ringer normal para ratón de la siguiente composición: (en mM) NaCl, 137;

KC], 5; CaClz, 2; MgSO4, l; NaHCO3, 12; NaHzPO4, l; D-glucosa, ll, bajo burbujeo

constante con carbógeno (95% Oz, 5% C02), pH = 7.2, temperatura ambiente (19-22 °C). La
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preparación se transfirió luego a una cámara de acríclico, con base de vidrio cubierta con

Sylgard, para registros electrotisiológicos. El músculo se montó sobre el Sylgard y sujetándolo

con alfileres de disección, se lo estiró al máximo de su extensión con el objeto de obtener una

buena separación entre los lascículos.

En algunos de los experimentos en los cuales se evaluó la liberación evocada de

neurotransmisor en condiciones normales, se utilizó también la preparación frénico-diafragma

del ratón (en la sección de resultados del Capítulo l se especifica la preparación con la cual se

trabajó en cada caso). El procedimiento utilizado para su disección y montado en la cámara de

registros electrofisiológicos fue el mismo que el descripto para el levator auris.

Placa neuromuscular de ratón en regeneración: Los ratones fueron anestesiados

(tribromoetanol al 2% en HZO bidestilada, 0.15 ml/lOg de peso corporal, i.p.) y luego se

procedió a la desnervación del músculo levator auris izquierdo. Se realizó una pequeña

incisión en la piel que cubre la parte posterior de la aurícula, se localizó el nervio bajo Ia lupa

de disección y se realizó la desnervación por medio de una compresión del mismo, con una

pinza de disección, durante 20-30 s. La compresión del nervio se realizó a una distancia de

aproximadamente lmm de su entrada al músculo. Inmediatamente luego de la compresión al

nervio, se cerró la incisión en la piel con un punto de sutura. Los animales fueron luego

mantenidos en el bioterio con el mismo régimen que los animales control.

En estas condiciones, a las 48 hs de la operación no se registró actividad sináptica. La

interrupción de la transmisión sináptic‘a fue constatada por ausencia de contracción muscular

ante un estímulo al nervio motor y ausencia de potenciales de placa evocados y espontáneos.

La transmisión sináptica se reanuda aproximadamente a los 6-8 días de la desnervación. Se

trabajó con músculos en reinervación en los estadios temprano (8-18 días), intermedios (25-35

días) y tardío (> 60 dias). Para la disección del músculo en el momento de realizar el

experimento, se procedió de la misma manera que la descripta para la preparación de placa

neuromuscular normal.

Placa neuromuscular normal de rana: Se sacrificó a los animales por doble punción (cerebral­

medular). Se removió el músculo cutaneous pectoris con el nervio motor que lo inerva

(pectoralis proprius). El cutaneous pectoris es un músculo fino (2 o 3 capas de fibras
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musculares) y superficial que se ubica inmediatamente debajo de la piel que cubre la parte

ventral del torax del animal. Para su disección y posterior montado en la cámara de registros

electrofisiológicos se siguieron los procedimientos descriptos en el ítem 1. La solución de

Ringer normal para anfibios utilizada fue de la siguiente composición: (en mM) NaCl, 115;

KC], 2; CaClz, 1.8; Hepes, 5, pH 7.3.

Registros electrofisiológicos

La cámara de registros, sobre la cual se monta la preparación a estudiar, se coloca sobre la

platina del microscopio del sistema de registros electrofisiológicos. Para los registros de

potenciales de placa evocados y espontáneos se utilizaron técnicas convencionales con

microelectrodos intracelulares. Los microelectrodos fueron preparados a partir de capilares de

borosilícato de aluminio con microfilamento (A-M Systems, Inc. #6030) en un estirador de

pipetas marca David Kopf, modelo 700 C y luego llenados con solución de KCl 3M. En estas

condiciones la resistencia de los mismos varió entre 10 y 20 MQ. Para los registros

extracelulares en el perineuro de las ramas finas del nervio motor (registro de corrientes

presinápticas) se utilizaron microelectrodos extracelulares preparados de la misma forma que

los intracelulares pero llenados con solución de NaCl 2M, la resistencia de los mismos varió

entre 5 y 15 MQ.

Esquema de una preparación nervio-músculo de ratón

Registro extracelular
(corriente perineural)

Registro intracelular
(EPP, MEPP)
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El microelectrodo de registro se conectó al cabezal de un amplificador Axoclamp 2A. Como

referencia se utilizó un electrodo de Ag-AgCl distante, conectado a la solución del baño vía un

puente de agar (agar 3.5% en l lS mM NaCl o 137 mM NaCl, dependiendo de si la solución

del baño era Ringer normal para rana o ratón, respectivamente). El cabezal del amplificador se

halla montado sobre un micromanipulador que permite realizar movimientos finos del

microelectrodo en los tres ejes del espacio. La salida del Axoclamp 2A (Vm = 10x) fue

amplificada lOOxen un amplificador Axon Instruments, modelo Al 2020. La señal de salida

de este amplificador fue visualizada en un osciloscopio Tektronik Sl l3 y al mismo tiempo

enviada, via una interfase analógico-digital, a una computadora para su posterior análisis. En

algunos casos, los registros fueron digitalizados por medio de un sistema PCM (Medical

System Corp.) y grabados en una videograbadora Sony Betamax.

Tanto para los registros de potenciales de placa evocados neuralmente como para los registros

de corrientes perineurales se estimuló el nervio mediante un electrodo de succión. Estos

electrodos se construyeron con pipetas de vidrio de tamaño adecuado al grosor del cabo del

nervio a fin de que este quedara firmemente succionado, evitándose así fugas de corriente.

Para la generación de pulsos de estimulación se utilizó un conversor analógico-digital,

controlado por una computadora, para disparar el estímulo en la unidad aisladora. Esta unidad

de estimulación se halla acoplada al electrodo de succión, el cual se montó sobre un

micromanipulador que permite movimientos del electrodo en los tres ejes del espacio. La

generación de pulsos y adquisición de señales se realizaron por computadora, a través de un

conversor A/D-D/A Tecmar Labmaster, con el programa PCLAMP, versión 5.5.

Liberación de neurolransmisor evocada por estimulación del nervio

Luego de succionar el nervio motor con el electrodo de estimulación, se estimuló el nervio

con pulsos de 0.01 ms de duración, variándose la amplitud del estímulo hasta encontrar el

umbral para la contracción del músculo. Luego de determinar el umbral, se trabajó con una

amplitud de estímulo supramáxima (5- 10x el umbral).
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En los casos en los cuales se utilizaron soluciones de Ringer normal (tanto para mamíferos

como para anfibios), la contracción muscular fue suprimida con d-tubocurarina (d-Tc),

antagonista del receptor nicotiníco de acetilcolina (Ach). La concentración de d-Tc fue

graduada de manera tal que las amplitudes de los potenciales de placa evocados fiuctuaran

entre los 0.5 y 4 mV. Este rango de amplitudes proporciona una adecuada relación señal-ruido

y asimismo evita tener que corregir la amplitud de los potenciales de placa por sumación no

lineal (McLachlan y Martin, 1981). En los casos en los cuales se utilizaron soluciones de bajo

calcio, no fue necesario el uso de d-Tc para suprimir la contracción muscular ya que la misma

se inhibe luego de unos minutos de incubación de la preparación en soluciones con una baja

relación Can/Mg2+ En todos los casos, se comenzaron los registros de potenciales de placa

luego de 30-40 min de incubación de la preparación en la solución de trabajo correspondiente.

El microelectrodo de registro se insenó en las fibras musculares en las regiones de las placas,

identificadas mediante el seguimiento visual de las ramificaciones finas del nervio motor (ver

Esquema). La correcta ubicación del microelectrodo respecto de la placa neuromuscular, se

evaluó por el tiempo que tarda el potencial de placa en alcanzar su amplitud máxima (¿um-da).

Se descartaron todos aquellos registros en los cuales el ¡sum-da,contabilizado entre el lO y el

90% de la excursión temporal total (desde el pie al pico del potencial de placa) fuese mayor

que l ms. Se descartaron también todos aquellos registros en los cuales el potencial de reposo

(Vm) de la fibra muscular fuese < -60 mV. En los estadios tempranos de la reinervación (8­

12d), solo se descartaron los registros con un ¿"m-da> |.3 ms y con un Vm < -50 mV. En todos

los casos, se descartaron todos aquellos registros en los cuales la variación del Vm fuese > 5

mV durante el período de adquisición.

Cada experimento se realizó al menos dos veces y se evaluaron las respuestas de al menos 10

fibras por músculo (a menos que se indique otra cosa) en cada una de las diferentes

condiciones experimentales que se especifican en la sección de Resultados. Todos los

experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (excepto aquellos en los cuales se

especifica la temperatura de trabajo), la cual variaba entre los l9 y 23 °C. En algunos

experimentos se controló la temperatura (i l °C ) de la solución del baño en la cámara de

registros por medio de dispositivos termoeléctricos Peltier.
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Para todas las preparaciones utilizadas, la solución del baño fue cambiada cada 30 min por

solución fresca burbujeada con Oz (Ringer para rana) o con carbógcno (Ringer para ratón).

Además, los experimentos con músculos de ratón (tanto controles como en reinervación)

fueron realizados bajo burbujeo constante con carbógeno (95% 02, 5% C02).

Evaluación del contenido cuántico de la liberación

Para la evaluación del contenido cuántico (m), número medio de cuantos liberados por

impulso nervioso, de la respuesta evocada en soluciones de Ringer normal se utilizó el método

de la varianza (Martin, ¡966). Como el número de cuantos en el potencial de placa fluctúan de

acuerdo a la ley de Poisson, bajo condiciones constantes, se puede derivar m a partir de la

varianza de las amplitudes de los potenciales de placa (EPPs) y de la media de las amplitudes

de los mismos.

_ 2 2 2 _
"7 —(XEI’I’) / ((GEPP) ' (onrirla) ),

donde XEM,es la amplitud media de 50-100 potenciales de placa sucesivos y om, y crm-doson

la desviación estándar de las amplitudes de los potenciales de placa y del ruido,

respectivamente. La varianza del ruido se midió utilizando intervalos de tiempo iguales a los

utilizados para obtener la media y la varianza de la amplitudes de los EPPs.

Luego de haber incubado la preparación durante 30-40 min en solución de Ringer normal con

la concentración adecuada de d-Tc, se‘procedió de la siguiente manera: una vez impalada la

fibra muscular en Ia zona de placa, se estimuló el nervio a una frecuencia de 0.5 Hz y se

registraron SO-IOO EPPs. Se descartaron los primeros 20-30 potenciales previos a la

adquisición de los 50-100 potenciales que se utilizaron para el análisis. Dado que un

requerimiento importante para la utilización del método de la varianza, es que la varianza

medida solo refleje las fluctuaciones debidas a la naturaleza estadística del proceso de

liberación, además de descontar la varianza producida por el ruido en cada registro, se

descartaron los primeros potenciales del tren de estimulación a fln de evitar la varianza debida

a la disminución de la amplitud de los EPPs que ocurre al comienzo de la estimulación, ya sea

por variaciones en el tamaño del cuanto o por fluctuaciones en el m (Hubbard y col., 1969).
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Para la evaluación de los valores de contenido cuántico en condición control (sin bloqueantes

de CCVD) se trabajó a una concentración final de d-Tc de entre l y 1.6 uM (músculos

normales de ratón); 0.5 y 1.2 uM (músculos en reinervación de ratón) y de 3-4 uM (músculos

de rana). Se registró la actividad sináptica en lO fibras en ausencia de bloqueantes de CCVD,

luego se cambió la solución del baño por una solución conteniendo el bloqueante de CCVD a

estudiar y, luego de al menos l hr de incubación, se registró la actividad sináptica en otras lO

fibras. En los casos en los cuales se utilizaron varias concentraciones del bloqueante, las

mismas fueron aplicadas en forma creciente y siempre se evaluaron las fibras tratadas luego

de al menos l hr de incubación en presencia de la concentración correspondiente. Con el

objeto de obtener una buena relación señal-ruido, la concentración de d-Tc utilizada en los

registros en presencia de bloqueantes de CCVD fue reducida de acuerdo al grado de bloqueo

observado a menos que se quisiese evaluar el efecto del bloqueante sobre las amplitudes de

los EPPs, casos en los cuales la concentración de d-Tc no fue modificada a lo largo del

experimento. En algunos experimentos, aquellos en los cuales se muestra el efecto de alguno

de los bloqueantes de CCVD sobre una fibra muscular en particular, la droga o toxina se

agregó directamente a la solución del baño para evitar movimientos del electrodo y

variaciones en el Vm.

Para la evaluación del contenido cuántico en soluciones de bajo calcio se utilizaron el método

directo y el método de las fallas (Martin, 1966). El método utilizado en cada caso se

especifica en la sección de Resultados. El método directo es un método que se basa en el

hecho de que los potenciales miniatura representan a las unidades cuánticas que conforman el

potencial del placa evocado (del Castillo y Katz, l954b). En los experimentos en los cuales se

evaluó el contenido cuántico por el método directo, se incubó la preparación (cutaneous

pectoris de rana toro) durante 30 min en una solución de bajo Ca2+(0.6 mM) y elevado Mg2+

(6 mM), el resto de los componentes y su concentración en la solución del baño fueron los

mismos que los utilizados para preparar la solución de Ringer normal. Una vez impalada la

fibra muscular en la zona de la placa, se registraron l00 potenciales de placa espontáneos

(MEPPs) y luego 50-l00 potenciales de placa evocados (EPPs) a 0.5 Hz, descartándose, como

se mencionó en el ítem anterior, los primeros 20-30 potenciales del tren. El contenido

cuántico se calculó de la siguiente manera:
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m z XM’P/ XMEH'

donde XM» es la media de las amplitudes de los potenciales de placa evocados por

estimulación del nervio y XM“, es la media de las amplitudes de los potenciales espontáneos

o miniatura. Las amplitudes de los potenciales de placa evocados y espontáneos se corrigieron

al valor de Vm promedio de las fibras musculares de la preparación en estudio.

El método de las fallas es un método estadístico que, al igual que el método de la varianza, se

basa en la distribución de Poisson. En este caso se utiliza otra propiedad de esta distribución.

La proporción esperada de veces en las cuales la variable toma el valor x está dada por e""

mx/xl. En el caso particular en que este valor es O,es decir que no hay potencial de placa o que

ocurre una “falla” en la liberación del transmisor ante un estímulo, esto se convierte en e'"‘.

Por lo tanto el contenido cuántico (m) puede estimarse a partir de:

m = ln (N / xo)

donde N y x0representan, el número total de estímulos sucesivos por ensayo y el número de

veces en el cual no se observa potencial postsináptico ante un estímulo, respectivamente.

En los experimentos en los cuales se utilizó el método de fallas, la preparación (frénico­

diafragma de ratón) se incubó durante 30 min en una solución de bajo Ca2+ (0.9 mM) y

elevado Mg2+(7 mM), el resto de los componentes y su concentración en la solución del baño

fueron los mismos que los utilizados para preparar la solución de Ringer normal. Una vez

impalada la fibra muscular en la zona de la placa, se dieron 100-200 estímulos sucesivos a una

frecuencia de 0.5 Hz, contabilizándose el número de estímulos para los cuales no había

respuesta postsináptica (falla).

En ambos casos, método directo o de fallas, se registró la actividad sináptica en lO fibras en

ausencia de bloqueantes de CCVD, luego se cambió la solución del baño por una solución con

la concentración a estudiar del bloqueante de CCVD y luego de al menos l hr, se registró la

actividad sináptica en otras lO fibras. En los casos en los cuales se utilizaron varias

concentraciones de bloqueante, las mismas fueron aplicadas en forma creciente y siempre se

evaluaron las fibras tratadas luego de al menos l hr de incubación en presencia de la

concentración correspondiente del bloqueante.

48



Materia/es y Métodos

Liberación espontánea del neurotransmixor

Una vez disecada la preparación y montada en la cámara de registros electrofisiológicos, se

procedió de la forma descripta para el registro de los potenciales evocados, excepto que en

este caso no se succionó el nervio motor ni se agregó d-tc para inhibir la contracción

muscular. Se utilizaron las soluciones de Ringer normal descriptas y en algunos casos también

las de bajo Ca2+y elevado Mg“

Una vez impalada la fibra muscular en la zona de la placa, se registraron los potenciales

miniatura durante períodos adecuados para obtener entre 50 y 200 eventos por fibra. De

acuerdo a la preparación estudiada, este período variaba entre l y lO min. Se estudió la

actividad espontánea solo cuando los potenciales miniatura presentaban un IMM,”< l ms

(excepto en los músculos en reinervación tempranos, en los cuales se aceptaban todos

aquellos con un 1mm,”< l.3 ms). Cuando se estudió la amplitud de los potenciales miniatura,

se descartaron todos aquellos registros en los cuales el Vm de la fibra muscular fuese < -60

mV (< -50 mV para los músculos en reinervación tempranos) y/o la variación del Vm fuese >

5 mV durante el período de adquisición.

Se registró la actividad sináptica en lS fibras en la solución control (sin bloqueantes de

CCVD), se cambió luego la solución del baño por una solución conteniendo la concentración

de bloqueante de CCVD a estudiar, se esperaron al menos 40 min y se procedió a registrar la

actividad sináptica en otras l5 fibras. En algunos casos se midió la frecuencia de aparición de

los potenciales miniatura directamente'de la pantalla del osciloscopio, en otros casos, la señal

fue digitalizada y grabada para su posterior análisis.

Liberación de neurotransmixor evocada por alla potasio extracelular

El tratamiento de la preparación y el registro de los potenciales miniatura se realizaron de la

manera arriba descripta. Se incubó la preparación en solución de Ringer normal, se midió la

frecuencia de aparición de las señales en 15 fibras (como minimo). Luego se cambió la

solución del baño por una solución de Ringer con una concentración de K+ elevada (12-20

mM), se esperaron 30 min y se procedió a registrar la frecuencia en IS fibras. Luego se
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cambió la solución del baño por una solución con la misma concentración de potasio con el

agregado del bloqueante de CCVD. Se esperaron al menos 40 min y se registró la frecuencia

de potenciales miniatura en l5 fibras. La frecuencia de potenciales miniatura evocada por alto

potasio es aquella medida en la solución de alto potasio a la cual se le resta la frecuencia

medida en la solución de Ringer normal.

Análisis de los datos

En los casos en los cuales se expresan los valores de contenido cuántico, frecuencia y/o

amplitud de potenciales miniatura como porcentajes del control, el valor de 100% fueron la

media y el error estandar obtenidos en ausencia de bloqueantes de CCVD en todos los

experimentos realizados bajo una dada condición. El porcentaje remanente en presencia de

una dada concentración de CCVD se realizó con respecto a la media del control de cada

experimento. Los datos se expresan como media i error estándar de la media.

El ajuste de los datos experimentales de las curvas dosis-respuesta se realizó mediante una

función sigmoidea con pendiente variable de la forma: y = lOO/(l + (10"((log ICSO- x)n,,));

donde y = % del valor control (considerado como 100%) en presencia del antagonista de

CCVD, x = log[antagonista de CCVD] y nf, = coeficiente de Hill. Para estos ajustes se utilizó

el programa GraphPad Prism, versión 1.3 (GraphPad Software, Inc.)

La significancia estadística (expresada en valores de p en las secciones de Resultados) se

evaluó mediante el Test de t de Student, de dos colas y para datos no pareados. Para realizar

estos análisis se utilizó el programa GraphPad lnstat tm (GraphPad Software, Inc.)
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Corrientespresinápticas

Las preparaciones utilizadas para realizar estos registros fueron el levator auris dc ratón

(normal y en reinervación) y el cutaneous pectoris de rana. Una vez disecada la preparación y

montada en la cámara de registros electrofisiológicos, se procedió, como se especificó

previamente, a la succión del nervio motor con el electrodo de estimulación y a la evaluación

del estímulo umbral para la contracción del músculo. Luego se cambió la solución del baño

por una solución de Ringer normal conteniendo entre 20 y 50 uM d-Tc para inhibir la

contracción muscular y evitar cualquier contribución postsináptica a los registros perineurales.

Se utilizó la técnica de registro perineural descripta por Gundersen y col., (1982) y

perfeccionada por Mallart (|984, |985). La misma consiste en insertar un microelectrodo

llenado con NaCl 2M en la vaina perineural de la ramas finas del nervio motor en las

cercanias de las zonas de las placas. Las señales que se registran con un electrodo en esta

posición no son exactamente “corrientes de membrana” sino que reflejan los cambios de

conductancia que se producen en los últimos nodos de Ranvier y en los terminales sinápticos

como consecuencia de la estimulación del nervio. En esta localización, las corrientes

generadas en los terminales, las cuales circulan a través de la resistencia del perineuro

provocando una caída de tensión en el electrodo de registro, se recogen con polaridad

invertida. En todos los casos, las deflexiones positivas señalan positividad en el electrodo de

registro, por lo tanto, una corriente saliente en el terminal se verá como una deflexión negativa

en el sitio de registro y una corriente entrante, como una deflexión positiva.

Para estudiar las corrientes de calcio (IL-u),la preparación se incubó durante 30 min en

solución de Ringer normal, con el agregado de d-Tc y bloqueantes de los canales de potasio

dependientes de voltaje (gKv) y de los canales de potasio dependientes de calcio (gKCu).Las

soluciones particulares para aislar Ia ICllen las distintas preparaciones, y las combinaciones y

concentraciones de los bloqueantes de los canales de potasio utilizadas, se especifican en las

secciones de Resultados. Para el estudio de las corrientes de potasio activadas por calcio (IKCu)

se trabajó en presencia del bloqueante de los canales gKv, DAP (0.5 - l mM). En los casos en

los cuales el agregado de bloqueantes de los canales de potasio provocaba disparos repetitivos

se agregó a la solución del baño procaina (50-200 uM). Como tanto la amplitud y la forma de
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la señal varían de acuerdo a la posición del electrodo respecto de los terminales sinápticos y

con la calidad del sello entre el electrodo y el perineuro, los registros (control y tratado) se

obtuvieron sin cambiar la posición del electrodo. Los bloqueantes fueron agregados

directamente a la solución del baño luego de haberse registrado una señal control que se

mantuviese estable durante lO min. La frecuencia de estimulación utilizada en cada caso se

especifica en las secciones de Resultados.

Esquema de la circulación (le las corrientes en el perineuro (le un terminal motor.

(Modificado de Redman y Silinsky, l995).

l. Corrientes longitudinales locales asociadas con el potencial de acción.
2. Corriente que sc produce por la entrada dc Na' en los últimos nodos de Ranvier.
3. Corriente que se produce debido a la salida de K' en la zona pre-terminal y terminal.
4. Corriente que solo se observa en presencia de bloqueantes de los canales de K' y que se debe a la entrada de Caz' en los
terminales.

Electrodo

Perineuro

<2

M ielina

_
p

VesiculaLs
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Reactivos, Drogas y 'l'oxinas

La toxina FTX fue purificada y provista por R.R. Llinás y B.D. Cherksey (Dept. of Physiology

& Bipophysics, New York University, N.York, USA). Debido a que no se conoce con

exactitud la estructura de la FTX, las concentraciones empleadas se expresan en forma de

dilución (ul/ml). Las omega conotoxinas (o-Cng y la co-MVIICse compraron a Peptides Int.

Co (Louisville, KY40224, USA) y a RBl (Natik, MA, USA). La (o-AgalVA, la (o-MVIID y la

Cth fueron generosamente provistas por Nicholas Saccomano (Pfizer lnc., Eastern Point

Rd, Grorton, CT 06340), Baldomero Olivera (Dpto. de Biología, Universidad de Utah, Salt

Lake City, Utah, USA) y Ramón Latorre (Dpto. de Biología, Facultad de Ciencias Básicas y

Farmacéuticas, Universidad de Chile), respectivamente. La nitrendipina se compró en

Research Biochemicals International, RBI (Natick, MA, USA). La isradipina (i PN200-l lO)

fue generosamente provista por RBl como parte del Chemical Synthesis Program of the

NlMH, Contract N01MH30003. El tribromoetanol se compró en Aldrich (Milwakee, Wl,

USA). La d-tubocurarina (d-Tc), la procaina, la 3,4-diaminopiridina (DAP), el cloruro de

tetraetilamonio (TEA) y todos los otros reactivos utilizados fueron de grado analítico y se

compraron a Sigma Chemicals Co. (St. Louis, Mo, USA).
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Capítulo l

Antecedentes y objetivos específicos

En la placa neuromuscular normal de mamíferos, la liberación evocada del neurotransmisor

parece ser mediada solamente por CCVD del tipo P. Esta suposición se basa en el fuerte

efecto inhibitorio que ejercen la FTX (Uchitel y col., ¡992), la (o-AgalVA (Protti & Uchitel,

¡993; Hong y Chang, 1995; Bowersox y col., l995) y la co-MVllC (Bowersox y co|., l995;

Sugiura y col., l995) y en la insensibilidad del proceso de liberación a la acción de la (o-Cng

(Sano y col., 1987; Protti y col., l99l; Protti y Uchitel, 1993; Wright y Angus, 1996) y a las

dihidropiridinas (Atchinson, 1989). Consistentemente con las evidencias de la participación

de los canales de tipo P en la liberación, las corrientes presinápticas de Ca2+resultan sensibles

a la co-AgalVA (Protti y Uchitel., l993), a la m-MVIIC (Lin y Lin-Shiau, 1995) e insensibles a

las DHPs (Penner y Dryer, ¡986) y a la (o-Cng (Anderson y Harvey, 1987; Uchitel y Protti,

1994)

El objetivo de esta parte del trabajo fue continuar con el estudio de los CCVD involucrados en

la liberación de Ach en la placa neuromuscular de mamíferos. Con este fin se evaluaron los

efectos de los bloqueantes de CCVD de tipo P y Q, (co-AgalVA), P, Q y N (m-MVIIC y u)­

MVIID), N (m-Cng) y L (nitrendipina) sobre la liberación del neurotransmisor en la placa

neuromuscular de ratones adultos. El efecto de la co-AgalVA y la (o-MVIlC se evaluó también

sobre las corrientes presinápticas de calcio (lc-a)y de potasio activadas por calcio (lKCu).

Resultados

Acción de los bloqueantes de CCVD sobre la liberación de neurotransmisor evocada por

estimulación nerviosa

Características de los"potencia/ex ¿leplaca evocados (Iz'l’l’s)por estimulación nerviosa.

Dado que la cantidad de neurotransmisor liberado por impulso nervioso presenta un elevada

dependencia con la [CaHLxl y con la corriente de Cá2+ a través de los CCVD (Dodge y
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Rahamimoff, l967; Augustine & Charlton, 1986), a fin de caracterizar los tipos de CCVD

involucrados en el proceso de liberación, se evaluó el efecto de los distintos bloqueantes de

CCVD sobre el contenido cuántico de los potenciales sinápticos. Para evitar la contracción

muscular y poder evaluar los potenciales sinápticos, se utilizaron dos tipos de tratamientos,

disminución de la respuesta postsináptica mediante la utilización del antagonista colinérgico

curare (d-Tc) (Figura lA) o disminución de la probabilidad de liberación por medio de la

disminución del [Caz‘i]cxl y aumento del [M¡¿2’“].,.,ct(Figura IB). En la solución de Ringer

normal se obtienen EPPs de amplitud disminuida por el efecto del curare pero de contenido

cuántico normal, en cambio en la solución de bajo calcio-alto magnesio se disminuye la

amplitud como consecuencia de una disminución del contenido cuántico y se producen,

asimismo fallas en la liberación (ver del Castillo y Katz, l954b, Martin, ¡966).

A Ringer Normal B Bajo Ca2+-alto Mg2

Figura l: Potenciales de placa (EPPs) evocados por estimulación nerviosa. Se muestran registros representativos del tipo
de respuestas que se obtienen ante la estimulación del nervio motor con pulsos de voltaje suprama'ximos (Amplitud N lO volts
durante 0.0l ms) a una frecuencia de 0.5 H1.en solución de Ringer normal en presencia de d-Tc (A) y en solución de bajo calcio­
alto magnesio (B). En A, EPPs obtenidos enel musculo levator auris en solución de Ringer nomial en presencia de d-Tc l uM;
m = l l0.6 (evaluado por el metodo de la variarua). En B, EPPs obtenidos en el músculo diafragma en Ringer conteniendo Ca"
0.9 mM y Mgz' 6 mM; m = 32 (evaluado por el metodo de fallas). Nótese que aparecen algunas fallas en la liberación (ausencia
de EPP ante el estimulo). En ausencia de d-Tc se pueden observar los potenciales miniatura espontáneos (MEPPs) que aparecen
en fomia no sincrónica con el estimulo (flechas). Para mayor claridad, se redujeron los artefactos del estímulo. El registro
mostrado en B fue obtenido por los alumnos de la materia Fisiología del Sistema Nervioso durante el trabajo práctico de
Transmisión Sináplica realizado el 29/] l/96.



Capítulo 1

Efecto de los bloqueantes de CCI/1) sobre la liberación evocada en solución de Ringer

normal.

Se evaluaron los efectos de bloqueantes de CCVD del tipo P, Q, N y L sobre la liberación

evocada de neurotransmisor en solución de Ringer normal ([Ca2+]e2 mM). La liberación

evocada resultó fuertemente antagonizada tanto por la m-AgalVA (100 nM) (bloqueante del

tipo P y Q) como por las omega conotoxinas m-MVIIC (1 uM) y co-MVIID (3 uM)

(bloqueantes del tipo P, Q y N), e insensible a la co-Cng (5 uM) y a la nítrendipina (10 y 20

uM), bloqueantes de los CCVD de los tipos N y L, respectivamente (Figura 2). Estos

resultados muestran que todos aquellos bloqueantes que tienen como blanco los CCVD de

tipo P y Q resultaron efectivos, mientras que los bloqueantes específicos para los canales de

tipo N o L no presentaron efectos significativos sobre la liberación. El fuerte efecto inhibitorio

de la co-AgalVAy de la m-MVllC, así como la falta de efecto de la co-Cng y la nítrendipina

están de acuerdo con datos previamente reportados (Sano y col., 1987; Atchinson, 1989; Prottí

y col, 1991; Prottí y Uchitel, 1993; Bowersox y col, 1995; Hong y Chang, 1995; Wright y

Angus, 1996).

120 —

100 —

80­

60­

4o-+

20­
¡k
T

m-Cng Nitrendipina co-AgaIVA co-MVIID w-MVIIC
Contenidocuántico(%delcontrol)

Figura 2: Efecto de los bloqueantes de CCVD sobre la liberación evocnda. Las fibras control fueron evaluadas en solución
de Ringcr normal ( l.2-l.8 pM d-Tc). Las fibras tratadas fueron evaluadas en los mismos músculos luego de l hr de incubación
con el bloqueante de CCVD respectivo, La w-AgalVAUOO nM), w-MVllD (3 pM) y la w-MVllC (l pM) redujeron fuertemente
la respuesta. La co-Cng (5 HM) y la nitrcndipina (20 uM) no tuvieron efecto. Los resultados con las m-conotoxinas se
obtuvieron cn cl diafragma (control m = 73.02 i 4,30); los de m-AgaVA y nitrcndipina en el lcvator auris (control m = 105.5 á:
8.5). Cada barra representa la media i ES. de los valores obtenidos en 2-4 preparaciones nervio-músculo, (*)p < 0.0001.
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Tanto la co-AgalVAcomo la ca-MVllC y la (o-MVllD afectaron significativamente la varianza

de las amplitudes de los potenciales de placa provocando, en algunos casos, fallas en la

liberación (Figura 3). Ninguno de los bloqueantes de CCVD utilizados afectó el potencial de

membrana de reposo de las fibras musculares el cual fluctuaba entre los -60 y -80 mV.

0.5 mV

m-AgalVA 2 ms m-MVHC

Figura 3: Efecto de las toxinas m-AgalVA. m-MVIIC y m-MVHD sobre los EPPs. Registros representativos de 50 EPPs
sucesivos evocados a 0.5 HL Nótese que tanto la m-AgalVA como la co-MVIlC y la m-MVllD redujeron las amplitudes de los
potenciales de placa y aumentaron su varianza con respecto a los valores oblenidos en registros control. A l'm de obtener una
mayor relación señal-ruido, las concentraciones de d-Tc se redujeron en presencia de los bloqueantes de CCVD. Debido a esto,
no se puede efectuar una comparación directa entre las ampliludes de los potenciales de placa en ausencia y presencia del
bloqueante. La concentración de d-Tc fue control, l.4 pM; m-AgalVA, 0.4 pM; m-MVllD, 0.9 pM. La m-MVllC se evaluó en
ausencia de d-Te.

Si bien estudios previos habían demostrado que la m-MVllC era un efectivo bloqueante de la

liberación del neurotransmisor, tanto en SNC (Wheeler y col., l994a,b) como en la placa

neuromuscular (Bowersox y col., ¡995; Hong y Chang, 1995; Lin y Lin-Shiau, 1995), no

existía información con respecto a la acción de la (o-MVllD sobre el proceso de liberación.
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Nuestros resultados muestran (Figura 4) que aún cuando ambas toxinas resultaron capaces de

antagonizar fuertemente la liberación, este proceso resultó más sensible a la oa-MVllC (leo ­

39 nM) que ala cu-MVllD (leo = 1.37 HM).

B

120 - 2 120 _
+ g l

1001i g 1oo o
—— F6 __

80 — "-2 30 .1e,
5° “ .93 60 ­

E
40 — o 40 —

O
TE

20 T ¿‘53 20C

L o07 //l lllllll l I lllllll l IIÏI'IIÍ] U o /
o 0,1 1 1o o 0.001 0.01 0.1 1 1o

[m-MVllD] (uM) [co-MVIIC] (pM)

Figura 4: Sensibilidad de la liberación evocnda a la acción de las m-conotoxinas MVIIC y MVllD. Las curvas dosis­
respuesta muestran el efecto de la m-MVllD (A) y la m-MVllC (B) sobre el contenido cuántico de la liberación evocada en la
preparación irónico-diafragma. Los valores de contenido cuántico se expresan como porcentaje de su propio eonLrol.Cada punto
representa la media i ES. de los valores obtenidos en 2-4 preparaciones nervio-músculo. Las fibras control fueron estudiadas
en solución de Ringer normal cn presencia de l-2-l.8 pM d-Tc. Las fibras tratadas fueron evaluadas en los mismos músculos
luch de al menos l hr de incubación en presencia de la toxina respectiva. La co-MVllC bloqueo la liberación con un IC” = 39
nM (Intervalo de confianza del 95% = 34.3 a 44.4 nM', n” = -l.4 1 0. l2', Rz = 0.999). La m-MVllD bloqueo la liberación con
unle = ¡.37 pM (Intervalo dc confianza del 95% ='l.04 a 1.8 pM; nu = l.6 :t:0.2; Rz = 0.980).

La sensibilidad de la liberación del neurotransmisor a la acción de la w-MVllC en presencia

de 2 mM Ca2+y l mM Mg“ en el medio extracelular, resultó un orden de magnitud mayor

que el reportado por Bowersox y col. (1995) en presencia de una mayor concentración de

iones divalentes en el medio extracelular. Asimismo, y en forma consistente con la menor

potencia que presentan las (a-conotoxinas para bloquear la liberación del neurotransmisor en

presencia de una elevada [Car']m (Kerr y Yoshikami, l984; Olivera y col., 1994; Bowersox y

col., 1995), al elevar la [CahLxl de 2 a lO mM en la continua presencia de ca-MVIIC 3 uM, se

produjo un incremento de «20x en el contenido cuántico. El mismo aumentó de 0.24 i 0.04 a
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4.84 j: 1.39 (n = lO fibras). Dado que en este caso se estaba trabajando en ausencia de d-Tc, se

pudo comparar el efecto producido por el aumento de la [Ca2+]msobre las amplitudes de los

potenciales de placa. Se encontró que también las amplitudes de los EPPs aumentaron w20x

con respecto al valor obtenido en la solución con calcio normal. Las mismas aumentaron de

0.2 i 0.03 mV a 3.4 i 0.5 mV (n = 9 fibras) (Figura 5).

Si bien elevar la [Can]...xlde 2 a lO mM provocó un significativo incremento en la liberación

del neurotransmisor, el bloqueo ejercido por (o-MVllC 3 uM en presencia de [CaHL-xt¡0 mM

continuó siendo muy fuerte (Control: Ca2+2 mM sin toxina, m = 78.63 i 8.94; Tratadas: Ca2+

2 mM, co-MVIIC 3 pM, m = 0.24 i 0.04; Reversión por calcio: Ca2+ lO mM, co-MVIIC 3 uM,

m = 4.84 i 1.39). Este resultado no coincide con resultados anteriores que indican que el

efecto de esta toxina es totalmente reversible por Ca2+(Lin y Lin-Shiau, ¡995).

(o-MVllC 3 ¡,LMco-MVllC 3 [JM
Caz' lO mMCaz' 2 mM

l mV

Figura 5: El aumento de |Cal'lm antagonizn el efecto de la m-MVIIC sobre los EPPs. Registros representativos de SO
EPPs sucesivos cvocados a 0.5 H7.en solución de Ringer nonnal sin d-Tc en presencia de m-MVllC 3 uM en la preparación
l'rénico-dial'ragma. En (a), la [Caz'lw = 2 inM y en (b) [Caz'lm = l0 mM. Se observa que hubo un significativo aumento en las
amplitudes de los EPPs y que desaparecen las fallas dc liberación. Obsén'esc la presencia de potenciales miniatura (MEPPs) cn
la cola de ambos registros.

2 i ilng iSem/bilidad de la liberación evocar/u en bajo Ca -al!0 a la acción de lu (o-Aga VA.

Estudios previos de este laboratorio mostraron que la (o-AgaIVA bloqueaba la liberación

evocada del neurotransmisor en condiciones fisiológicas (Ca2+y Mg2+extracelular, 2 y l mM

respectivamente) con un [CSON 10 nM (Protti y Uchitel, l993). Dado que el proceso de

liberación del neurotransmisor es altamente dependiente de la [Cah]cxly que esta dependencia

es aún mayor cuando se disminuye la probabilidad de liberación mediante la reducción del
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[Caulcxl y el aumento del [Mgz']CNI(Dodge y Rahamimoff, l967; Augustine y Charlton, l986),

fue de interés investigar si la sensibilidad del proceso de liberación a la acción de la co­

AgalVA resultaba modificada al disminuir la probabilidad de liberación. La curva dosis

respuesta obtenida en presencia de 0.9 mM Ca2+ -6 mM Mg2+ (Figura 6A) muestra que la

sensibilidad de la liberación a la acción de la (o-AgalVA (IC50= 16.8 nM) resultó similar a la

obtenida en calcio normal (le0 = l4.4 nM) (Figura óB). En estos experimentos el contenido

cuántico en la solución de bajo Can-alto Mg2+en ausencia de bloqueantes de CCVD fue de

2.02 i 0.08 (estimado mediante el metodo de las fallas) y el obtenido en los experimentos

realizados en solución de Ringer normal fue de 90.5 i 3.7 (estimado mediante el método de la

varianza). La curva dosis-respuesta obtenida en la solución de Ringer normal, realizada en el

músculo levator auris, resultó similar a la obtenida por Protti y Uchitel (1993) en la

preparación frénico-diafragma en las mismas condiciones experimentales.

El método de la varianza que se utiliza para estimar el m se basa en que la liberación sigue una

distribución de Poisson y esto podría no cumplirse al utilizar una solución de Ringer normal

en la cual la probabilidad de liberación es elevada (del Castillo y Katz, l954b; pero ver

Martin, 1966 y Hubbard y co|., 1969). En este caso la liberación seguiría una distribución

bínomial y por ende estaríamos sobrestimando el valor de m, sobre todo en las fibras control

(sin bloqueante de CCVD) con lo cual podriamos estar también sobrestimando el porcentaje

de bloqueo ejercido por las toxinas en estudio.

Dado que se ha reportado que la (o-AgaIVA no tiene efectos sobre las amplitudes de los

potenciales miniatura (Hong y Chang, 1995), el efecto de esta toxina sobre la cantidad de

neurotransmisor liberado por impulso nervioso puede evaluarse directamente por su efecto

sobre las amplitudes de los EPPs. Se realizó un experimento en el cual no se cambió la

concentración de d-Tc entre el control y el tratado con m-AgalVA 30 nM a fin de comparar el

efecto de esta toxina sobre las amplitudes de los EPPs y sobre el m estimado por el método de

la varianza. Se encontró que esta toxina redujo las amplitudes de los EPPs y el m al 3] i 5 y

35 i 5% de sus valores control, respectivamente (ll fibras, l músculo). Estos resultados son

consistentes con el hecho de que los ICSOpara el bloqueo de la liberación por co-AgalVA
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reportados por Protti y Uchitel (¡993) en base al m estimado por el método de la varianza y

por Hong y Chang (1995) en base al efecto de esta toxina sobre las amplitudes de los EPPs

sean similares.

[Cal'Ln 0.9 mM (Diafragma) B [CaZ‘LM2 mM (Levator auris)
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Figura 6: Sensibilidad de la liberación evocada a la acción de la co-AgalVA. A, Curva dosis-respuesta obtenida en el
músculo diafragma que muestra el efecto de la m-AgalVA en solución dc Ringer bajo Cab-alto Mgz'. Cada punto representa el
contenido cuántico (media 1 E.S.), expresado como porcentaje de su valor control, de los datos obtenidos en 2-3 preparaciones
nervio-músculo. Las fibras control fueron evaluadas cn solución de Ringer conteniendo 0.9 mM Caz' y 6 mM Mg" (m = 2.02 :t
0.08). Las fibras tratadas fueron evaluadas en los mismos músculos luego de al menos l hr de incubación con las diferentes
dosis de m-AgalVA. ngo = l6.77 nM (lntervalo de confianza del 95% = ll.3 a 24.3 nM', n” = -0.80 :t 0. l l; R2 = 0.957). B
Curva dosis-respuesta obtenida en el músculo levator auris que muestra el efecto de la m-AgalVA en solución de Ringcr normal
(Caz' = 2 mM; Mgz' = l mM). Cada punto representa el contenido cuántico (media i E.S.), expresado como porcentaje de su
valor control, de los datos obtenidos en 2-4 preparaciones nervio-músculo. Las fibras control fueron evaluadas en solución de
Ringer nonnal, en presencia de l.2-I.8 rnM d-Tc (In = 90.5 t 3.7). Las fibras tratadas fueron evaluadas en los mismos músculos
luego de al menos l hr de incubación con las distintas dosis dc m-AgaIVA. ¡Cm = l4.38 nM (Intervalo de confianza del 95% =
7.93 a 25.9 nM; m, = —o_s|1 o. tu; R1 = 07996).

Reversibilidad del efecto de la (o-AgulVA

Estudios previos muestran que los efectos de la m-AgalVA sobre la contracción muscular son

rápidamente reversibles mediante el lavado de la preparación en solución de Ringer libre de

toxina (Bowersox y coI., 1995; Hong y Chang, ¡995). Asimismo, otros estudios muestran que

los efectos de esta toxina sobre la liberación evocada de neurotransmisor y sobre las corrientes

presinápticas de calcio no son revenidos por el lavado de la preparación con solución libre de
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toxina (Protti y Uchitel, 1993). Dado que los experimentos mencionados se habian llevado a

cabo a diferentes temperaturas, fue de interés investigar si la controversia respecto a la

reversibilidad del efecto de la (o-AgalVA sobre la placa neuromuscular puede deberse a las

diferentes temperaturas a las cuales se realizan los ensayos.

Se evaluaron los efectos de Ia co-AgalVA (100 nM) sobre la liberación evocada por

estimulación neural a 21-22 °C y a 31-33 °C. En los experimentos realizados a 31-33 °C se

encontró que el efecto de la w-AgalVA sobre ambos tipos de liberación era revertido mediante

el lavado en solución de Ringer sin toxina (0.6-0.8 ml/min durante 2 horas). A esta

temperatura la diferencia entre los valores de contenido cuántico de la liberación evocada

control (previo al agregado de m-AgaIVA) y aquellos obtenidos luego del lavado de la toxina

no resultaron significativamente diferentes (p > 0.2; n = 10 fibras). Contrariamente, en los

experimentos realizados a 21-22 °C, los efectos de la (o-AgalVA persistian luego de 2 horas de

lavado en solución de Ringer libre de toxina (Figura 7). En ambos tipos de liberación, los

valores control previo al agregado de toxina resultaron significativamente más elevados que

aquellos obtenidos luego del lavado (m control versus m lavado, p = 0.0004; n = 1l fibras).

Asimismo, en experimentos realizados a 21-22 °C en solución de bajo Can-alto Mg2+ en

donde se partió de un contenido cuántico de 1.46 i 0.14 (n = 27 fibras, 2 preparaciones), el

bloqueo ejercido por la (o-AgalVA (30 nM) sobre el contenido cuántico (m = 38.20 i 5.6 %

del control; n = 27 fibras) tampoco pudo ser revertido luego de 2 hs de lavado en la misma

solución libre de toxina (m = 43.24 i 7.7 % del control; n = 23 fibras). En forma consistente

con estos resultados, Rosato Siri (1995, Seminario de Licenciatura, Dpto. de Biología, F.C.E.

y N, UBA), mostró que el efecto bloqueante de la (o-AgalVA 100 nM sobre la liberación de

neurotransmisor evocada por K+, podía ser totalmente revertido por lavado en solución de

Ringer sin toxina si el experimento se realizaba a 31-33 °C, mientras que los efectos

bloqueantes persistian aún luego de 2 hr de lavado si el experimento se realizaba a 21-22 °C.
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Figura 7: Reversibilidad del efecto dela m-AgalVA.
El diagrama dc barras ilustra la rcversibilidad del efecto de la co-AgalVA sobre el contenido cuántico (m) a dos temperaturas
diferentes. Las fibras control fueron evaluadas en presencia de li2-li8 ttM d-Tc. El bloqueo ejercido por w-AgalVA 100 nM fue
evaluado en los mismos músculos luego dc al mcnos l hr de incubación con esta toxina. La reversibilidad del efecto de la u)­
AgalVA fue evaluada en los mismos músculos luego de 2 hr de lavado (0.6-0.8 ml/min) con la misma solución libre de toxina.
Nótese que a 3 lv33 °C el efecto de la m-AgalVA puede ser revertido por medio del lavado mientras que el efecto de la misma a
21-22 °C persiste aún luego de este procedimiento Cada barra representa la media i ES. de los valores obtenidos en 2
preparaciones nervio-músculo.

Acción de los bloqueantes de CCVD sobre las corrientes presinápticas

Características de las señales perineurales

En la unión neuromuscular de vertebrados, la caracterización biofisica de los canales

presentes en la membrana presináptica resulta impracticable en la mayoría de las

preparaciones debido al pequeño tamaño e inaccesibilidad de los terminales sinápticos. Esto

ha impedido la medición directa de las corrientes iónícas a través de los CCVD presentes en

estas membranas. Sin embargo, por medio de la técnica de registro extracelular en el

períneuro de las ramas finas de los nervios, cercanas a la placa neuromuscular (ver esquema

en Métodos), es posible registrar señales eléctricas, “corrientes perineurales”, que

corresponden a los cambios de conductancia que se generan en los últimos nodos de Ranvier y

en los terminales sináptícos ante la estimulación del nervio motor (Gundersen y Miledi, 1982;

Brigant y Mallart, 1982; Mallart, 1985a). Estudios realizados con bloqueantes selectivos para
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los distintos canales iónicos han permitido identificar cuales son los componentes de la señal

asociados a un tipo particular de canal y asimismo, mediante la aplicación localizada de estos

bloqueantes se pudo inferir de dónde provenían estas corrientes (Brigant y Mallart, 1982;

Mallart, 1984, l985a). En la figura 8A se ilustra el tipo de señales que se obtienen en la

preparación de ratón en solución de Ringer normal en presencia de 30-50 uM d-Tc. Se utiliza

esta elevada concentración del antagonista del receptor de Ach a fin de evitar cualquier

contribución postsináptica a los registros perineurales. Las señales constan de una primer

deflexión positiva (flecha) que representa la descarga pasiva de la membrana terminal como

consecuencia de las corrientes generadas por el potencial del acción. La primer deflexión

negativa corresponde a la corriente de Na+ entrando en los últimos nodos de Ranvier, y la

segunda deflexión negativa corresponde a Ia suma de la corriente saliente de K+a través de los

canales de potasio dependientes de voltaje y la corriente entrante de Ca2+que ocurre en los

terminales como resultado de la onda despolarizante. En estas condiciones, la corriente

entrante de Ca2+ queda enmascarada por la gran corriente de K+ fluyendo en dirección

opuesta. Sin embargo, mediante el uso de bloqueantes de los canales de potasio es posible

desenmascarar y realzar esta corriente de Ca2+ (ICu)entrante a los terminales (Gundersen y

Miledi, 1982; Brigant y Mallar, ¡982; Mallart, l985a).

En estos terminales motores, en presencia de lO mM TEA (bloqueante de los canales gKv y

cha) y 250 uM DAP (bloqueante de los canales gKv) es posible obtener una corriente

saliente (Figura SB), que refleja principalmente la entrada de Ca2+ a los terminales y que

consta de un componente rapido de corta duración («5 ms) y un componente tardío de larga

duración (100-500 ms). El componente de larga duración es un fenómeno de tipo regenerativo

provocado por la despolarización sostenida que se produce en presencia de los bloqueantes de

los canales de potasio (Gundersen y Miledi, ¡982; Mallan, l985a; Penner y Dryer, 1986). Se

ha demostrado que estos dos componentes difieren en su sensibilidad a los bloqueantes de los

CCVD y a la frecuencia de estimulación, siendo el componente de larga duración más

sensible a ambos tratamientos (Penner y Dryer, 1986; Mallart, Molgó y Thesleff, 1989; Braga

y Rowan, l994). En la Figura 7C puede observarse que el componente de larga duración se

reduce considerablemente al ser sometido a una estimulación de 0.5 Hz.
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Figura 8: Corrientes perineurales. A llustra el tipo dc señales perincurales que se obtienen en solución de Ringcr normal cn
presencia de 30 pM d-Tc. La flecha (a) corrientes locales asociadas con el potencial de acción, (Na') corresponde a la corriente
entrante dc Na’ en los últimos nodos de Ranvier y (K') refleja la suma de la corriente entrante de Caz’ y la saliente de K' que
ocurren en los tenninales. El registro mostrado es el promedio de las respuestas obtenidas ante ¡0 estímulos sucesivos a una
frecuencia de 0.5 Hz. B, muestra una señal perincural obtenida en Ringer nonnal, d-Tc 30 pM, TEA lO mM y DAP 250 pM. La
señal consta de una deflexión negativa seguida por una gran onda positiva “lc.” que consta de dos fases. En el inserto se
muestra un registro expandido que pcmiite observar claramente la primer dcflexión negativa de Na' que se toma como control
de la estabilidad del registro durante el experimento. Los registros mostrados son el promedio de 2 respuestas obtenidas a una
frecuencia de 0.002 Hz. C Muestra 5 registros sucesivos obtenidos en Ringer normal, d-Tc 30 pM, TEA IO mM, DAP 250 pM,
a una frecuencia de 0.5 H4. Nótese que este tratamiento disminuye tanto la amplitud como la duración de la fase tardía sin
afectar la amplitud ni la duración de la fase rapida. Para mayor claridad se redujeron los artefactos del estimulo.
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bfecio ¿lela w-MVIK'y de la cu-Agal/Asobre la corriemc presináptica de calcio (Ica).

Estudios previos mostraron que la (o-AgaVA a una concentración de 100 nM era capaz de

suprimir totalmente el componente lento y disminuir significativamente la fase rápida (Protti y

Uchitel, 1993), mientras que la (o-MVllC aún a elevadas concentraciones (l-S pM) solo era

capaz de bloquear el componente lento sin afectar siquiera parcialmente el componente rápido

(Lin y Lin-Shiau, ¡995). Dado que la co-MVIIC, en forma similar a lo que ocurre con la (o­

AgalVA, resultó capaz de bloquear completamente la liberación (ver también Bowersox y

col., 1995), fue de interés re-evaluar sus efectos sobre la lc... Se encontró que esta toxina, a

una concentración de l pM suprimió completamente el componente tardío. Asimismo,

disminuia significativamente la fase rápida de la IC,lsiempre y cuando el tiempo de incubación

fuese suficientemente prolongado (Figura 9A). Como ya se había mostrado previamente

(Protti y Uchitel, ¡993), la (o-AgalVA l00 nM es capaz de suprimir completamente la ICu

(Figura 9B, trazo c). Asimismo, se observa que la (o-AgalVA lO nM (concentración cercana al

ICso para el bloqueo de la liberación evocada en este mismo músculo) es capaz de reducir

considerablemente la lc". Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Protti en esta

misma preparación (Tesis doctoral, F.C.E. y N; UBA), quien mostró que el bloqueo ejercido

por la (o-AgaIVA lO nM era de N 40%, cuantíficado en base al área positiva de la señal

presináptica (lu) remanente luego de 20 min del agregado de la toxina.

Sensibilidad ¿lela corriente de potasio activada por calcio (1km)a la acción de la w-AgalVA

y la co-MVIIC.

En los terminales motores de vertebrados, se ha demostrado que existen canales de potasio

dependientes de calcio y voltaje (gKu), sensibles a TEA y caribdotoxina (toxina que bloquea

especificamente los canales de potasio dependientes de calcio de conductancia alta e

intermedia), que se activan como consecuencia de la llegada un potencial de acción y la

subsiguiente entrada de Ca” al terminal presináptico. A través de estos canales fluye una

corriente de potasio, dependiente de la [Ca2+]mque, conjuntamente con la corriente que fluye

a través de los gKv, contribuye a la repolarización del terminal presináptico (Mallart, l985b;

Anderson, Rowan y Strong, 1988). En la figura lO, se ilustran los tipos de señales perineurales
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0.5 mV

50 ms

IOO ms

Figura 9: Efecto de la m-MVIIC y la m-AgalVA sobre ln lc.. La ic. c0nlrol se obluvo en solución de Ringer normal en
presencia de d-Tc 30 pM, TEA IO mM, DAP 250 pM y procaina SOuM (trazos a). En A, los registros b y e se obtuvieron a los
40 y 75 min luego del agregado de m-MVIIC l pM (concentración final) a la solución del baño, respectivamente. En B, el
regislro b se obtuvo a los 55 min del agregado de m-AgalVA l0 nM a la solución del baño (concentración final). El registro c se
obtuvo a los 60 min del agregado de m-AgalVA I00 nM a la solución del baño (concentración final). Los registros a, b y c del
inscno en A y en B, se tomaron inmediatamente despues de los registros a, b y c de los barridos largos. Como puede observarse
en ninguno de los dos casos hubo variaciOnes en la señal de Nn' (señal que se utiliza como conlrol de la estabilidad del registro)
durante el curso de los experimentos. La frecuencia de estimulación fue de 0.002 Hz. Para mayor claridad se redujeron los
anefaclos de estímulo.
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que se obtienen en presencia de l mM DAP a fin de bloquear solamente los canales gKv. En

estas condiciones, ante la estimulación del nervio, se obtienen señales que presentan, luego de

la deflexión negativa debido a la corriente de Na+, una fase negativa tardía correspondiente a

la activación de la Im,

KtCu)
l mV

l
KtCu)

5 ms

Figura lO: Corrientes de potasio activadas por calcio (IKÜ)
Registros representativos de la señales perineurales que se obtienen en solución de Ringer normal en presencia de d-Tc 50 uM y
DAP l mM. Se observa que lucgo de la señal negativa correspondiente a ln entrada de Na', huy una deflexión positiva que es
inmediatamente comida por una deflexión negativa lenta “Kc. ). La señal que se muestra en el panel de la derecha se obtuvo en
una rama más fina que la que se muestra en el panel de la izquierda. Los registros mostrados son el promedio de 3 registros
sucesivos evocndos a 0.5 Hz. Para mayor claridad se redujeron los artefactos de estimulación.

En la placa neuromuscular de la rana, se ha demostrado que estos canales gKu, están

espacialmente cercanos y funcionalmente relacionados con los CCVD involucrados en la

liberación del neurotransmisor (Robitaille y Charlton, 1992; Robitaille y col, 1993). Estudios

más recientes mostraron que la [KL-utambién está involucrada en la regulación de la liberación

del neurotransmisor en la placa neuromuscular del ratón (Vantapour y Harvey, 1995).

Asimismo, estudios previos de este laboratorio (Protti y Uchitel, en vías de publicación)

mostraron que las dos toxinas que bloquean completamente la liberación del neurotransmisor

y la IC“,la FTX (l pI/ml) y la (o-AgalVA (lOO nM), son efectivos antagonistas de la lKCu.

Fue de interes investigar si la co-MVllC resultaba también un antagonista efectivo de la IKCu.

Se encontró que esta toxina, a una concentración de l pM, suprimió casi completamente la

[Kc-u(Figura l lA). En forma consistente con lo observado para el bloqueo de la ICu(ver Figura

9A), el efecto máximo se logró luego de un prolongado tiempo de incubación en presencia de

l ptM (o-MVllC (90 min).
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A co-MVllC

C m-MVllC

0.5 mV

b Sms

Figura ll: Sensibilidad de la luv. a la acción de la m-AgalVA y a la u-MVIIC. La Inc. control (registros a, cn A, B y C)
fue obtenida en solución de Ringer normal cn presencia de d-Tc 50 pM y DAP l mM. En A se observa el fuenc efecto
inhibilorio que ejerce la w-MVllC a una concentración final de 300 nM (regislro b) y l uM (registro c) luch de 30 y 90 min de
haber agregado esta toxina a la solución del baño, respectivamente. En B sc muestra el fuerte bloqueo que ejercen bajas
concentraciones de u-AgalVA sobre la lxc. Los registros b y e fueron tomados luego de 30 min de llevar la solución del baño a
una concentración final de lO y 30 nM de m-AgaVA, respectivamente. En C se observa que la co-MVllC a una concentración
final de 30 (registro b) y l00 nM (registro c) no resultó efectiva para suprimir la lxc, Los registros b y c fueron tomados luego
dc 40 min de haber agregado la loxina a la solución del baño. En todos los casos la frecuencia de cslimulación fue de 0.5 Hz.
Los trazos que se mucslran son el promedio de 3 regieros sucesivos. Para mayor claridad se redujeron los anefaclos del
estimulo.
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Con el fin de correlacionar la acción de la (o-AgalVA y la co-MVllC sobre la Im. y sobre la

liberación del neurotransmisor, se estudiaron los efectos de estas dos toxinas en dosis cercanas

el leo para el bloqueo de la liberación. Aunque no es posible realizar una cuantificación

precisa de la lKCu,se observó que la (o-AgalVA a una concentración de lO nM era suficiente

para reducir la [KL-uen forma sustancial (N 50 %) (Figura llB). La evaluación del efecto de

bajas dosis de co-MVllC resultó más complicada debido a los largos tiempos de incubación

requeridos. En la figura l IC se muestra que la (o-MVIIC a 30 y l00 nM no bloqueó la IKC,en

forma significativa. Dado que encontramos que aún a mayores concentraciones se debía

incubar la preparación en presencia de esta toxina durante más de 60 min para obtener el

efecto máximo, es posible que el efecto observado a bajas concentraciones este subestimado

debido a un tiempo de incubación insuficiente.
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Discusión

En esta parte del trabajo hemos re-evaluado y extendido resultados previos en relación al

fuerte efecto inhibitorio que ejercen la co-AgalVA (Protti y Uchitel, l993; Bowersox y col.,

1995; Hong y Chang, 1995; Wright y Angus, 1996), la co-MVllC (Bowersox y col., l995; Lin

y Lin-Shiau, 1995; Wright y Angus, 1996) y la co-MVllD sobre la transmisión sináptica en la

placa neuromuscular del ratón. Asimismo, se evaluaron los efectos de las DHPs y de la co­

Cng, las cuales, en forma consistente con datos previamente reportados (Sano y co|., l987;

Atchinson, l989; Wright y Angus, 1996), no presentaron efectos inhibitorios sobre la

liberación evocada del neurotransmisor en esta preparación en condiciones normales.

Tanto la liberación evocada de neurotransmisor como las corrientes presinápticas de calcio y

de potasio activadas por calcio IC, e lKCu,respectivamente, son altamente sensibles a bajas

concentraciones de (o-AgalVA (lC5(Jw ¡0-30 nM). Considerando la relación no-lineal que

existe entre la [CaHLH y la liberación del neurotransmisor (Dodge y Rahamimoff, l967;

Augustine y Charlton, [986; Wu y Saggau, 1994, Borst y Sakmann, 1996), es factible suponer

que el leo para el bloqueo dc la corriente de calcio a través de los CCVD presentes en la

membrana presináptica será mayor que el leo para el bloqueo de la liberación, ya que

pequeñas reducciones en la corriente de calcio provocan grandes reducciones en la respuesta

sináptica. El Kd que ha sido reportado para el bloqueo por la co-AgalVA de las corrientes de

tipo P en células aisladas es de N l-2 nM (Mintz y col., l992a,b; Wheeler y col, l994a,

l994b; Randall y Tsien, 1995) mientras que el Kd para el bloqueo de las corrientes de tipo Q

es de 90-200 nM (Zhang y co|., l993; Wheeler y col, l994 a,b; Randall y Tsien, 1995). Por lo

tanto, tomando en consideración una relación entre la liberación del neurotransmisor y la

[Cankxl del tipo: m oc [Cahlmn donde n N 3-4 (Dodge y Rahamimoff, ¡967; Agustine y

Charlton, 1986; Wu y Saggau, 1994), si los CCVD de tipo P median la entrada de Ca2+

necesaria para gatillar la liberación, el leo esperado sería < l nM mientras que si dominan

este proceso los CCVD de tipo Q, el mismo seria > 20 nM (Wheeler y col, l994b).
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Protti y Uchitel (l993), reportaron que el leo para el bloqueo de la liberación de Ach por la

(o-AgalVA en la placa neuromuseular del ratón en condiciones normales (concentración de

Ca2+ y Mg2+en el medio extracelular de 2 y l mM, respectivamente) es de lO nM. Datos

posteriores confirmaron que el leU para el bloqueo de la transmisión sináptica en Ia placa

neuromuseular de mamíferos fluctuaba entre los 5-20 nM (Bowersox y col., 1995; Hong y

Chang, 1995; Wright y Angus, 1996; Protti y col., 1996). Asimismo, Wessler y col. (1995),

evaluando directamente la liberación de [3H]Ach en la placa neuromuseular del ratón,

encontraron que el leo para el bloqueo de este proceso con (o-AgaIVA también es de 20 nM.

Estudios inmunohistoquimicos realizados con un anticuerpo dirigido contra la subunidad am

del canal de calcio del cerebro de rata (Ousley y Froehner, 1994), mostraron que el mismo

reconocía antígenos altamente concentrados en la placa neuromuseular del diafragma de rata.

Asimismo, mostraron que en el cerebro la inmunoreactivídad se concentraba principalmente

en las células grano del cerebelo, mientras que las células de Purkinje no presentaban tinción

específica con este anticuerpo. Considerando que las corrientes de Ca2+ a través del canal

formado por la subunidad am expresada en ooeitos así como una fracción las corrientes HVA

de las células grano de cerebelo son de tipo Q (Zhang y col., 1993; Wheeler y col, 1994 a,b;

Randall y Tsien, 1995), la presencia de inmunoreactivídad en la placa neuromuseular

conjuntamente con un leo que no coincidía con el reportado para las corrientes de tipo P,

llevó a la pregunta de si la liberación en la placa neuromuseular de mamíferos no estaría

mediada por canales de tipo Q en vez de por canales de tipo P como había sido postulado en

un principio (Uchitel y col., l992; Protti y Uchitel, l993).

Cabe señalar que cn estudios más recientes realizados con anticuerpos dirigidos contra la

proteína am de cerebro de rata junto con anticuerpos contra la sintaxina, proteína presente en

la membrana de los terminales sinápticos (Westenbroek y col., ¡995), indican que la

subunidad am del canal de calcio se expresa también abundantemente en los somas y

dendritas de las células de Purkinje, zonas en las cuales los estudios electrofisiológicos han

mostrado que > 90% de las corrientes HVA son de tipo P (Llinás y col., ¡989; Mintz y col.,

l992a,b; Usowickz, y col., 1992). Asimismo, estudios de localización de transcriptos de la

subunidad am realizados mediante hibridización in situ con sondas de RNA o DNA (Stea y
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col. l994), muestran que la distribución de los transcriptos es compatible con la distribución

de las corrientes HVA de tipo P y de tipo Q. Asimismo, en este estudio Stea y col. (l994)

demuestran que las características de las corrientes a trave’s de los canales formados por la

subunidad am expresada en sistemas heterólogos pueden variar entre las de tipo P y las de

tipo Q según sea la subunidad [3con la cual se las co-exprese.

En las células grano del cerebelo, basándose principalmente en la cinética de inactivación y la

sensibilidad a la (o-AgalVA, ha sido posible determinar la contribución de los canales de tipo

P y Q a la corriente total de alto voltaje de activación (Randall y Tsien, 1995; pero ver Tottene

y col., 1996). Sin embargo, la discriminación entre los canales de tipo P y Q basada en el ICSO

para el bloqueo de la liberación por la m-AgalVA puede ser errónea. Debe considerarse por

ejemplo que el [CSOreportado para el bloqueo por la (o-AgalVA, tanto de la liberación de

glutamato en preparaciones sinaptosomales de corteza cerebral de rata (Turner y col., 1992;

Turner y Dunlap, 1995) como de la transmisión sináptica inhibitoria en el cerebelo de rata

(Takahashi y Momiyama, 1993), es también de 10-30 nM. A primera vista estos resultados

parecerían indicar que la liberación sensible a m-AgalVA es mediada principalmente por

canales de tipo Q.

Sin embargo, estos leo, así como los reportados para la liberación en la placa neuromuscular

de mamíferos (Protti y col., ¡993; Bowersox y col., l995; Hong y Chang, [995; Wessler y col.,

1995; Wright y Angus, 1996; l’rotti y col., ¡996) podrian llevar a error en la estimación del Ku

aparente para el “binding” de una toxina al “canal exocitótico” (canal involucrado en la

entrada de Ca2+ responsable de gatillar la liberación del neurotransmisor) debido a la

complejidad del proceso de liberación y a los muchos factores (patrón de estimulación,

temperatura, pH, voltaje, concentración efectiva del bloqueante en la brecha sináptica, etc.).

Por ejemplo, si cada sitio de liberación estuviese controlado por más canales que los

necesarios (presencia de canales redundantes o “spare channels”) para lograr un aumento de

calcio intracelular tal de permitir la liberación, el Kd para la unión del antagonista-canal

estaria subestirnado debido a la necesidad de bloquear todos esos canales redundantes antes de

que se viese un efecto sobre la liberación (Dunlap y col., l995).
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En neuronas de Purkinje, Mintz y col (l992a), basándose en las diferencias en la tasa de

disociación (Kun)de la m-AgalVA a diferentes voltajes y considerando una tasa de asociación

(Kun)de 25 ms, con una concentración de co-AgalVA de ¡00 nM, calcularon que el Ku (Kd =

Kun/ Kon-) seria de N 2 nM a -80 mV y de N lO uM a +l30 mV. Estas grandes diferencias en el

Kd a distintos voltajes son también otra fuente posible de error en la estimación del mismo a

traves del [CSOpara el bloqueo de la liberación con (n-AgalVA, ya que en la mayoría de los

casos en los que se evalúa el efecto de las toxinas sobre la liberación del neurotransmisor no

es posible controlar el voltaje de la presinapsis. Lamentablemente, hasta el momento no ha

sido posible una evaluación directa de las corrientes de Ca2+a través de los CCVD presentes

en la presinapsis. Sin embargo, el fuerte efecto inhibitorio que ejerce la (o-AgalVA a una

concentración de IO nM sobre la lc" y la chn sugiere que el Kd para el bloqueo de los VDCC

presentes en estas membranas sería cercano a ese valor, lo cual es consistente con la

farmacología de los canales de tipo P (sensibilidad a la (o-AgalVA: Kd «1-2 nM; 400% de

bloqueo a una concentración de l00 nM). Estos resultados, conjuntamente con el hecho de

que el ICsopara el bloqueo por la co-AgalVA de la liberación evocada neuralmente, ya sea en

Ca2+normal o en bajo Ca“, y de la liberación evocada por alto K+ (Protti D., Tesis Doctoral,

F.C.E. y N., UBA, 1995) sean similares (40-20 nM), refuerzan la posición de Dunlap y col.

(1995), quienes argumentan que hasta que no se puedan medir directamente las corrientes a

través de los canales exocitóticos, no se podrá discriminar con precisión entre los distintos

tipos de canales basándose en el lC50_esperado para la acción de una dada toxina sobre el

proceso de neurosecreción.

Un tema controvertido respecto a la acción de la w-AgalVA es si su efecto en la placa

neuromuscular es de carácter reversible (ver Protti y Uchitel, 1993; Bowersox y col, 1995;

Hong y Chang, l995). Los presentes resultados, conjuntamente con los presentados por Rosato

Siri (Seminario de Licenciatura, F.C.E. y N., UBA, 1995) muestran que el bloqueo ejercido

por la co-AgalVA, tanto en la liberación evocada neuralmente como en la evocada por alto K+,

puede ser revertido en forma significativa (>80%) mediante el lavado en solución de Ringer

sin toxina si el experimento se realiza a 31-33 °C. Contrariamente, los efectos de esta toxina

sobre ambos tipos de liberación persisten aún luego de 2 hr de lavado en solución de Ringer
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sin toxina si el experimento se realiza a 21-22 °C. Estos datos sugieren que la controversia

entre la reversibilidad del efecto de la m-AgalVA sobre la contracción muscular (Bowersox y

col., l995; l-long y Chang, 1995) y la no-reversibilidad del efecto sobre la liberación del

neurotransmisor y sobre la lc" (Protti y Uchitel, 1993), podrían explicarse en base a las

diferentes temperaturas a las cuales dichos experimentos han sido realizados.

Una posible explicación para la diferencia en la reversibilidad de los efectos de esta toxina a

distintas temperaturas podría ser que el Kon-de la m-AgaIVA fuese modificado, además de por

el voltaje (Mintz y col., l992b), por la temperatura. Sería interesante estudiar si la temperatura

es capaz de ejercer un efecto tan dramático como el voltaje sobre el Kd aparente para la unión

de la m-AgalVA al canal de calcio. Dado que tanto las corrientes de calcio (Cota y col; 1983;

Mc Allister-Williams y Kelly, ¡995) como la liberación del neurotransmisor (l-lubbard y col.,

l97l; Nishimura y col., 1993) presentan una elevada y compleja dependencia con la

temperatura, se requieren más estudios para clarificar los efectos de este factor en la acción

que ejerce la (o-AgalVA sobre los CCVD involucrados en la transmisión sináptica.

Con respecto a los efectos de la co-MVIIC, encontramos que la sensibilidad de la liberación

del neurotransmisor a Ia acción de esta toxina es más elevada (le0 = 39 nM) que lo que había

sido previamente reportado (lerJ «0.3-05 MM)por Bowersox y col. (1995). Dado que se ha

reportado que existe interferencia de los cationes divalentes con el “binding” de las o)­

conotoxinas (Witcher y col., 1993; Kristipati y col., 1993), las diferencias encontradas en los

leo para el bloqueo de la liberación podrían explicarse en base a que utilizamos una

concentración menor de cationes divalentes en el medio extracelular que la utilizada por

Bowersox y col. (l995). Además, los prolongados tiempos de incubación necesarios para

lograr un bloqueo máximo de la lc“ y la IKCucon la (o-MVllC muestran que el tiempo para

alcanzar el equilibrio en la brecha sináptica es otro factor importante a considerar con

respecto a las diferencias en los efectos de las bajas concentraciones de (o-MVIIC sobre la

liberación del neurotransmisor. La curva dosis-respuesta mostrada por Bowersox y col.

(1995), fue realizada luego de incubar la preparación con las distintas dosis de toxina durante

30 min mientras que en el presente estudio, la evaluación de los efectos de esta toxina se

realizaron luego de al menos l hr de incubación de la preparación con la dosis
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correspondiente de toxina. El significativo aumento en la liberación que se produce al

aumentar al [Ca2+]ux.en presencia de una dosis elevada de esta toxina está de acuerdo con

datos previamente reportados sobre la competencia entre el calcio y las (n-conotoxinas (Kerr y

Yoshikami, 1984; Bowersox y col., 1995).

Estudios previos habían mostrado que la co-MVllC, aún a concentraciones elevadas (l-S pM),

solo bloqueaba el componente lento de la IC"y bloqueaba solo parcialmente la liberación del

neurotransmisor si esta era evocada en presencia de DAP, bloqueante de los canales gKV(Lin

y Lin-Shiau, 1995). Estos autores también encontraron que bajas dosis de (0- MVlIC y Cd“,

bloqueante inespecífico de todos los tipos de CCVD de alto voltaje de activación (ver Hille,

1992), actuaban en forma sinérgica para antagonizar el componente rápido de la IC"y también

para suprimir la liberación en presencia de DAP. Basándose en estos resultados, Lin y Lin­

Shiau (1995) propusieron que la (n-MVllC tiene como blanco solo una población de los

múltiples tipos de CCVD que podrían estar involucrados en el control de la liberación de Ach

en la placa neuromuscular del ratón.

Si bien contrariamente a lo reportado por Lin y Lin-Shiau (1995), se encontró que la co-MVllC

l pM es un efectivo antagonista de ambos componentes, el bloqueo del componente rápido

requería tiempos de incubación muy prolongados. Esto resulta consistente con el hecho de que

este primer componente positivo de la señal perineural no puede ser totalmente atribuido a la

entrada de calcio y que los iones que contribuyen a esta corriente pueden variar con la

posición del electrodo respecto a las placas (Penner y Dryer, 1986; Mallart y col., 1989).

Además, se ha demostrado que este primer componente es más resistente a los bloqueantes de

los CCVD que el componente de larga duración (Hevron y co|., ¡986; Braga y Rowan, l994;

ver Capítulo 2). Si bien las lcu temprana y tardía podrían ser llevadas por diferentes tipos de

CCVD (Penner y Dryer, 1986), es muy factible que la elevada sensibilidad de la IC"de larga

duración, tanto a la alta frecuencia de estimulación como a los bloqueantes de CCVD, se deba

a que este componente es de tipo regenerativo (Gundersen y col., 1982) y por ende puede

tener una elevada dependencia de la activación de la fase temprana, con Io cual pequeñas

modificaciones de esta primer fase llevarían a grandes modificaciones en la fase tardía.
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Exceptuando el prolongado tiempo de incubación requerido para obtener un bloqueo máximo

con la m-MVllC, se encontró que los efectos de esta toxina sobre la lc“ resultan similares a los

de la w-AgalVA (ver también Protti y Uchitel, 1993). Estos resultados son consistentes con

datos previos que indican que la (o-MVllC bloquea los canales de tipo P en forma lenta,

potente y con una reversibilidad muy lenta (Randall y Tsien, l995; McDonough y col., ¡996).

Estos resultados conjuntamente con el hecho de que esta toxina es capaz de inhibir

completamente la liberación de Ach y también la Im, (esta última corriente se obtiene en

presencia de una elevada concentración de DAP) no apoyan la hipótesis propuesta por Lin y

Lin-Shiau (1995). Esto no significa que los presentes resultados descarten la posibilidad de

que múltiples tipos de canales coexistan en estos terminales motores y que, bajo ciertas

condiciones experimentales, más de un tipo de CCVD pueda estar controlando la liberación

como se ha demostrado que ocurre en algunas sinapsis del SNC (Takahashi y Momiyama,

1993; Mintz y col., 1995; Reuter, l995). Estos resultados, sin embargo, muestran que si más

de un tipo de canal estuviese controlando la liberación del neurotransmisor en este sistema,

estos tipos de CCVD no pueden ser discriminados basándose en los efectos de la co-AgalVA y

la co-MVIIC. Turner y Dunlap y col. (l995), reportaron que la liberación de glutamato en

sinaptosomas purificados a panir de corteza cerebral de rata, donde se postula que son los

CCVD de tipo P los mediadores de la liberación, presenta una sensibilidad a la acción de estas

dos toxinas similar a la que presenta la placa neuromuscular del ratón. Estos autores

reportaron que el leo para el bloqueo de la liberación d glutamato por a la acción de la co­

AgalVA de la oJ-MVllC es de 12.2 nM y 35 nM, respectivamente.

Un resultado interesante es que la sensibilidad de la liberación a la acción de la co-MVlID

(leo = 1.37 pM) resultó mucho menor que la sensibilidad de este fenómeno a la acción de la

co-MVllC (le0 = 39 nM). Esta diferencia fue inesperada debido a la potencia similar con la

cual ambas m-conotoxinas son capaces de desplazar el “binding” de la ['ZSI]m-MVIICdel sitio

“no-N” de alta afinidad en membranas de cerebro de rata (Monje y col., l993). Este resultado

podría estar indicando que las condiciones experimentales afectan la potencia de ambas

toxinas en forma diferencial o que el “binding” de cada toxina una de las co-conotoxinas a este

sitio no afecta el funcionamiento del canal con la misma potencia. Alternativamente, podría
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estar mostrando que los CCVD presentes en estos terminales motores pueden ser algo

diferentes de los CCVD que tienen como blanco la co-MVIICy la m-MVllD en las membranas

de cerebro de rata.

En resumen, este trabajo muestra el fuerte efecto inhibitorio de la m-AgalVA bajo diferentes

condiciones experimentales, el fuerte antagonismo ejercido por la co-MVllC y (o-MVIID y la

falta de efecto de la nitrendipina y la w-Cng. A partir de estos resultados, podemos concluir

que en la unión neuromuscular del ratón, la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular

ocurre principalmente a trave’sde CCVD de tipo P (y/o Q), los cuales son altamente sensibles

tanto a la (o-AgalVA como a la (o-MVllC. Asimismo, se concluye que en condiciones

normales los canales de tipo N y L no contribuyen significativamente al proceso de liberación.

Para discriminar si se trata de una población homogénea o heterogénea de CCVD de tipo P o

si se trata de CCVD de tipo Q, se requiere la implementación de otras técnicas que permitan

evaluar en forma más directa las características biofisicas y farmacológicas de las corrientes a

través de los canales presentes en la membrana presináptica de estos terminales motores.
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Antecedentes y objetivos específicos

En la placa neuromuscular de la rana los canales involucrados en liberación del

neurotransmisor se los considera como CCVD de tipo N en base a la elevada sensibilidad que

presenta esta preparación a la co-Cng y a su insensibilidad a las dihidropiridinas (Kerr y

Yoshikami, 1984; Sano y co|., l987; Koyano y col., ¡987; Arnon y col., 1988; Molgó y col.,

1991). Estudios realizados con (o-Cg'fx conjugadas con fluoróforos muestran que los

receptores para esta toxina se hallan presentes en las zonas activas de la presinapsis alineados

justo frente a los receptores postsinápticos de Ach (Robitaille y col., 1990, Cohen, l99l',

1993).

El objetivo de esta pane del trabajo fue estudiar en esta preparación, el efecto de los

bloqueantes de CCVD de tipo P y Q, efectivos en suprimir la liberación del neurotransmisor

en la placa neuromuscular del ratón, y comparar sus efectos con el del bloqueante de CCVD

de tipo N. Asimismo, se intentó correlacionar el perfil farmacológico de la liberación del

neurotransmisor con el de las corrientes de calcio, lc", y el de las corrientes de potasio

activadas por calcio Im, presentes en estos terminales motores. Se evaluaron los efectos del

bloqueante de CCVD de tipo N, la co-Cng y los efectos de los bloqueantes de tipo P, la FTX

y de tipo P y Q, la m-AgalVA.
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Resultados

Efecto de las toxinas F'I'X, w-Agal VAy (o-Cg'fx sobre la liberación evocada en solución de

Ringer normal.

Se estudió el efecto de la FTX, la co-AgalVA y la co-Cng sobre la liberación evocada en

solución de Ringer normal en presencia de d-Tc (3-4 pM) para bloquear la contracción

muscular. El valor de contenido cuántico (m) fue evaluado por el método de la varianza. El

valor medio de m obtenido en la condición control (sin bloqueantes de CCVD) fue de l74 i

16. Las concentraciones seleccionadas para evaluar el efecto de los bloqueantes de tipo P en

esta preparación, se eligieron en base a los efectos de estas toxinas sobre la transmisión

sináptica en la placa neuromuscular de ratón (Uchitel y col., 1992; Protti y Uchitel, 1993). La

concentración del bloqueante de tipo N, que se utilizó como control positivo del bloqueo de la

liberación evocada en esta preparación, se eligió en base a los efectos reponados previamente

en la placa neuromuscular de la rana (Kerr y Yoshikami, 1984; Sano y col., 1987; Koyano y

col., 1987). Tanto la w-Cng (l pM) como la FTX (0.l uI/ml) redujeron m en forma

significativa (p < 0.0|) (Figura l).

En experimentos preliminares, se encontró que la (o-AgaIVA lOOnM, concentración a la cual

bloquea > 90% de la liberación evocada en el ratón (Protti y Uchitel, 1993, ver Capitulo l,

Figura l), no presentaba efecto alguno sobre la liberación. Dado que esta toxina, aparte de

bloquear los CCVD de tipo P (Mintz y col., l992b) bloquea los de tipo Q, pero a mayores

concentraciones, se utilizó una dosis mayor al rango de dosis inhibitorias del 50% (90-200

nM) reportadas para el bloqueo de este tipo de canales (Wheeler coI., l994a y b; Randall y

Tsien, 1995). Se encontró que la m-AgaVA a una concentración de 0.5 pM durante l h de

incubación, no presentó efecto alguno sobre el contenido cuántico (Figura l). Tampoco se

encontraron efectos sobre la liberación del neurotransmisor al preincubar la preparación con

0.5 pM de esta toxina durante S h (w-AgaIVA, m = 286.8] i 40.98, n = 13 fibras, l músculo.

Control sin toxina m = 242.08 i 32.75 n = l6 fibras, 2 músculos). Ninguna de las toxinas
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utilizadas tuvo efectos sobre los potenciales de reposo de las fibras musculares los cuales

fluctuaban en ambas condiciones, control y tratadas, entre los -65 y -90 mV.
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Figura l: Efecto de la FTX. m-AgaIVA y w-Cng sobre la liberación evocada. El diagrama de barras ilustra los efectos de
las toxinas sobre el contenido cuántico (III)como porcentaje del propio control. El valor medio de contenido cuántico obtenido

cn este grupo de experimentos fue m = ¡74 1 l6. La concentración de d-Tc fue 3-4 pM para los controles, m-AganA y (o­
CgTX', la FTX se estudió sin d-Tc. Cada barra es la media _+.ES. de los valores obtenidos cn 3-5 preparaciones.

En la figura 2 se muestran registros representativos de los EPPs obtenidos en la solución

control y en presencia de las distintas toxinas. La FTX, a una concentración de 0.] ul/ml

durante l h, provocó un incremento en la varianza de las amplitudes de los EPPs y frecuentes

fallas en la liberación. Debido al fuerte efecto inhibitorio de la FTX sobre las amplitudes de

los potenciales de placa, previo al agregado de la toxina, se lavó la preparación con Ringer

normal en ausencia de d-Tc con el objeto de aumentar la relación señal/ruido. En ausencia de

d-Tc además de los potenciales de placa evocados se pueden observar, en forma no sincrónica

con el estímulo, potenciales de placa espontáneos. La amplitud de los mismos parecía no ser

modificada por la FTX, pero este parámetro se estudió y cuantiflcó en experimentos que se

detallan más adelante.
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El otro bloqueante de CCVD de tipo P utilizado, la (o-AgalVA (0.5 uM durante l y S h), no

tuvo efectos sobre la amplitud de los EPPs ni sobre la varianza de las amplitudes de los

mismos. Puede también observarse el fuerte efecto ejercido por la m-Cng (l uM) sobre las

amplitudes de los EI’Ps y su varianza. Los resultados obtenidos con la (o-Cng son

consistentes con datos previamente reportados sobre el fuerte efecto inhibitorio que ejerce esta

toxina sobre la transmisión sináptica en la placa neuromuscular de rana (Kerr y Yoshikami,

1984; Sano y col., 1987; Koyano y col, l987).N
5 msec

(o-AgalVA

Figura 2 Registros representativos de los potenciales de placa evocados en presencia de las distintas toxinas
bloqueantes de CCVD. Registros representativos de 50 estímulos sucesivos dados a una frecuencia de 0.5 H1.que ilustran el
efecto de las toxinas FTX (0.l til/|11|),w-Cg'rx (l ttM) y (o-AgalVA (0.5 HM) sobre la varianza de las amplitudes de los EPPs.
La concentración de d-Tc l'ue 4 pM para el control y 3 ¡1M para la m-AgalVA y la m-CgTX. La FTX se estudió en ausencia de
d-TC. La flecha en cl registro en presencia de FTX está señalando la aparición de un MEPP.

IlmV
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A fin de estudiar con más detalle la sensibilidad de liberación evocada a la FTX, se estudió la

dosis-dependencia del efecto bloqueante de esta toxina. En la figura 3, puede observarse que

la FTX bloqueó la liberación evocada de neurotransmisor en forma dosis-dependiente y con

un lC50de 0.02 pl/ml. El leo resultó similar al reportado para el bloqueo de la liberación

evocada en la placa neuromuscular del ratón evaluada en las mismas condiciones

experimentales (lC50= 0.0l6 til/ml, Uchitel y col. ¡992).

120

É -r
E 1000­
8 +­

8 80
sï

60­
0
o 40­

.12

5
r: 20 ‘­
O
U I

OK ,1 n A¡ini .I..J.I,LJJL1-V i -LHLAA‘LJIL._./ 0.001 0.01 0.1 1

[FTX] (pl mi")

Figura 3. Sensibilidad de la liberación de neurotransmisor a la FTX en un medio con lCahlm normal.
El contenido cuántico (m) fue calculado en presencia de d-Tc, 3-4 ¡1Men los controles, 2-25 HM para concentraciones de FTX
dc hasta 0.04 pl/nll. El resto de las concentraciones de FTX se evaluaron en ausencia de d-Tc. Cada uno de los puntos
experimentales es la media 1: E.S. de los valores obtenidos en 3 preparaciones nervio-músculo. Los valores se expresan como

porcentaje de su propio control. IC” = 0.02 ul ml'l (Intervalo de confianza del 95% = 0.0l7 a 0.025 pl ml'l ;n” = 2. l9 i 0.3 l;
R = 0.989).

En vista de los datos conflictivos obtenidos con los bloqueantes de CCVD de tipo P utilizados,

se evaluaron los efectos de la FTX sobre la liberación evocada en soluciones de bajo calcio­

alto magnesio a fin de estudiar el efecto de este antagonista en otras condiciones

experimentales. Asimismo, se evaluaron los efectos de dosis elevadas de FTX sobre la
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liberación espontánea, a fin de discriminar si el fuerte efecto inhibitorio ejercido por esta

toxina sobre las amplitudes de los EPPs se debía solo a una acción presináptica o podía ser en

parte atribuido a un efecto postsináptico.

Efecto de la ¡"'I'Xsobre la liberación evocada en un medio de bajo Caz ' -a/lo Mgz'

Para estudiar el efecto de la FTX en una solución con bajo Cap-alto Mg", se incubó la

preparación en una solución salina de la misma composición que el Ringer normal, excepto

que las concentraciones de Ca2+y Mg2+en la misma eran de 0.6 y 6 mM, respectivamente. La

contracción muscular desaparece a los pocos minutos de incubación de la preparación en esta

solución por lo cual no se requiere el uso del antagonista colinérgico (d-Tc). Dado que en esta

condición es factible medir tanto las amplitudes de los EPPs como la de los MEPPs, el

contenido cuántico (m) se evaluó por el método directo (ver Métodos). En esta condición el m

control fue de 7.l6 i 1.81. La FTX (0.02 pl/ml) redujo el m a 3.]4 i 0.8 (p < 0.01, n = 10

fibras), provocando frecuentes fallas en la liberación. El efecto sobre el contenido cuántico (N

50% de bloqueo) resultó similar al obtenido en la condición de Ca2+normal (ver Figura 3).

Efecto de la ¡"'I'Xsobre la liberación espontánea de neurolransmisor.

Se estudiaron los efectos de la FTX 0.1 ul/ml, concentración a la cual suprime > 90% de la

liberación evocada, sobre las amplitudes y la frecuencia de los potenciales miniatura en

soluciones de Ringer normal y de bajo Ca2+-altoMg“.

Las amplitudes medias de los potenciales miniatura, las cuales resultaron idénticas en ambas

condiciones (0.67 i 0.06 mV), no se vieron significativamente modificadas luego de l h de

incubación de la preparación con esta concentración de FTX (Figura 4A).

Sin embargo, la incubación con FTX provocó un incremento de la frecuencia de los MEPPs de

2.6 veces en la solución de Ringer normal y de 1.9 veces en la solución de bajo Can-alto Mg2+

(Figura 4B). Este efecto potenciador de la FTX sobre la frecuencia de los MEPPs ha sido

previamente reportado en la placa neuromuscular del ratón (Uchitel y col., 1992).
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Figura 4. Efecto de la FI‘X sobre la liberación espontánea de neurotransmisor. El diagrama de barras en A muestra que
tanto en la solución de Ringer normal como en la de bajo Can-alto Mg”, las amplitudes de los MEPPs en presencia de FTX
(0.1 [Al/ml)no resultaron significativamente diferentes a las medidas previo al agregado de toxina (amplitud control = 0‘67 1
0.06 mV). Los datos se expresan como porcentajes del valor de amplitud control. En B se muestra que la frecuencia de MEPPs
se vio significativamente aumentada por la presencia de FTX tanto en la solución de Ringer nomial ("p < 0.02) como en la de
bajo Cap-alto Mg2+(” p < 0.04). Cada barra representa la media i ES. de los valores obtenidos en 2-3 preparaciones nervio­
músculo.

Efectos de las toxinas FTX, w-(Ïg'l'x, co-Aga] VAsobre las corrientes presinápticas de calcio

(¡64)­

A fin de evaluar en forma más directa la acción de los bloqueantes de CCVD sobre la entrada

de calcio a los terminales sinápticos, se estudió el efecto de los mismos sobre las corrientes

presinápticas de calcio (lea). Como se mostró en la sección de ratón (ver Capítulo 1, Figura 7),

mediante el bloqueo de los canales de potasio, es posible desenmascarar y realzar la corriente

de calcio que entra a los terminales sinápticos debido a la despolarización provocada por la

llegada del potencial de acción. En mamíferos, es posible obtener una corriente saliente que

consta de una fase rápida que se hace aparente al bloquear los canales de potasio voltaje

dependientes con DAP 250 uM y una fase más prolongada, que solo se evidencia al bloquear
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además otros tipos de canales de potasio mediante el agregado de TEA lO mM (Mallart, 1985;

Penner y Dryer, ¡986; Anderson y col., 1988). La figura 5 ilustra el tipo de corrientes

presinápticas que se obtuvieron en la preparación de rana en condiciones normales (A)

(Ringer normal, d-Tc 30-50 pM ) y luego del agregado de bloqueantes de canales de potasio

(B). A diferencia de lo que ocurre en las preparaciones de ratón (ver Capítulo l, Figuras 7 y

8), mediante el uso de DAP (l00-250 uM) y TEA (l-lO mM), las IC“obtenidas presentaron

solo el componente de corta duración (Figuras 5 y 6). Esto puede deberse a que en las ramas

terminales de los nervios motores de la rana, los canales de Na+, K+ y Ca2+ se hallan en

muchos casos co-localizados, y también a que existe una gran inhomogeneidad en la

distribución y en la densidad de estos canales iónicos a lo largo de estas membranas (Mallart,

¡984).

b

l mV

Figura 5: Corrientes presinápticas. En A se muestra una corriente perineural obtenida cn solución dc Ringer normal con el
agregado de d-Tc 50 pM y procaina 200 HM. Estas corrientes constan de una primer dcflexión positiva (flecha), reflejo de las
corrientes locales asociadas con el potencial de acción, seguida por dos deflexiones negativas que corresponden a la entrada de
Na' en los últimos nodos de Ranvier (Na') y a la entrada de Caz‘ y salida de K' en los terminales (K') (ver Métodos y Capitulo
l para una descripción más detallada de las corrientes perineuralcs). En B se muestra que la segunda dcflexión negativa presente
en la señal control (trazo a) se transforma en una onda positiva luego de incubar la preparación durante 30 min con DAP 100

ttM y TEA l0 mM (trazo b). Las señales que sc ilustran son el promedio de 3 registros consecutivos evocados a una frecuencia
de 0.5 Hz. Para mayor claridad, se redujeron los artefactos de estimulación.
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En algunos casos se aumentó la [CaHLMa fm de incrementar la amplitud y duración de esta

corriente. Este procedimiento tampoco resultó efectivo para obtener las corrientes de larga

duración (Fig 6 B, C, D y E, trazos a). Se encontró que las corrientes obtenidas en estas

condiciones resultaban insensibles a la frecuencia de estimulación (datos no ilustrados).

A fm de determinar si las lc" obtenidas en presencia de DAP (100-250 uM) y TEA (lO mM)

eran sensibles a los bloqueantes de CCVD efectivos en suprimir la liberación evocada, se

evaluó si la co-Cng y la FTX podian antagonizar esta corriente. Asimismo, se evaluó el efecto

del Cd“, bloqueante inorgánico inespecífico de todos los tipos de CCVD de alto voltaje de

activación y efectivo antagonista de la liberación evocada en la placa neuromuscular de

vertebrados (Cooper y Manalis, 1984; Uchitel y col., l992; Rowan y col., 1994). Como se

ilustra en la figura 6, la FTX aún a concentraciones elevadas (l ul/ml) tuvo un leve efecto en

algunas preparaciones (B y C) y ninguno en otras (D). El bloqueo por (o-Cng (5 uM)

tampoco resultó muy consistente (A y C). El bloqueo por Cd“, antagonista inespecífico de los

CCVD de alto voltaje de activación, muestra que solo un pequeño componente de esta

corriente puede atribuirse a la entrada de calcio al terminal (D). Este resultado es consistente

con lo reportado por Braga y Rowan (1994) para el efecto de este antagonista sobre la fase

rápida de las lc". Como se observa en los registros mostrados en (E), caso en que se obtuvo

una segunda fase de mayor duración, la (o-Cng no afectó Ia fase rápida pero bloqueó

completamente el componente de mayor duración. Estos resultados están de acuerdo con los

reportados por otros autores quienes postulan que en los terminales motores, este componente

no puede adjudicarse solo a la entrada de calcio y que además, las corrientes responsables de

generar esta fase temprana pueden variar con la posición del electrodo respecto a las placas

(Hevron y col., 1986; Mallart y col., 1989).
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n = DAP l00 ¡,LM',TEA lO mM; an' ¡.8 mM a = DAP [00 pM; TEA lO mM; an' 6 mM
b = a + m-Cng 5 “M (25 min) b = a + FTX I ¡il/ml (50 min)

3/ 0.5mV
2ms

a = TEA lO mM; Caz' IO mM

b = a + FTX l pl/ml (30 min)

c = b+ (D-Cng 5 ¡1M(30 min) c = b + CdCl2 500 “M (20 min)

a = DAP 250 “M; TEA ¡o mM; Ca" lO mM
b = a + FTX 1 pl/ml (4o min)

E

n = DAP 250 “M; TEA lO mM;Ca1' 5 mM

b = a + w-Cng 5 ¡.iM(50 min)

Figura 6 Efecto de la FTX. m-Cng y Cd" sobre la fase temprana de la lo. En todos los casos las ic. control se obtuvieron
en Ringcr normal, en presencia de d-Tc 30-50 ¡1My procaina ¡00-200 pM, luego de al menos 30 min de incubación con los
bloqueanlcs dc los canales de K' (las concentraciones de cslos bloqueanlcs así como la concentración dc an' se especifica en
cada caso).
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decidió utilizar otra combinación de

bloqueantes de canales de K+ para obtener la lc". Como se observa en las figuras 7 (trazos a),

en presencia de TEA (lO mM) y Bario (200 uM) es posible obtener corrientes presinápticas

que presentan un componente saliente de larga duración. El hecho de que la combinación

TEA-bario fuese más efectiva que la combinación TEA-DAP para bloquear completamente

los canales de K+ puede deberse al hecho de que el bario, a diferencia de la DAP, es un

bloqueante más inespecífico y afecta a todos los tipos de canales de IC (ver Hille, 1992).

Se ha postulado que el componente de larga duración, debido a su alta sensibilidad a la

frecuencia de estimulación y a los bloqueantes de CCVD inorgánicos, puede atribuirse

totalmente a la activación de los canales de Ca2+presentes en la membrana de los terminales

sinápticos motores (Gundersen y col., 1982; Penner & Dryer, 1986; Mallart y col., 1989). Por

lo tanto, previo a evaluar los efectos de las toxinas específicas para los distintos tipos de

CCVD, se estudiaron los efectos del Cd2+y de la alta frecuencia de estimulación.

El componente de larga duración (150-400 ms) obtenido en estas condiciones (Figura 7, trazos

a) resultó altamente sensible a la frecuencia de estimulación y al Cd“. La figura 7A muestra

que al segundo estímulo de un tren de estimulación a 0.5 Hz, el componente de larga duración

se vio significativamente afectado. La depresión de la lo, causada por el cuarto estímulo del

tren fue la máxima inhibición obtenida al mantenerse la estimulación a esta frecuencia. Esta

inhibición resultó reversible y luego de 3 mín, se obtuvo una señal que no presentaba

diferencias respecto a la señal control. El Cd2+fue capaz de bloquear completamente la fase

tardía y gran parte de la fase rápida, de la corriente obtenida en estas condiciones (Figura 7B).

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por otros autores en preparaciones de

anfibios y de mamíferos (Gundersen y col, l982; Penner & Dryer, l986; Mallart y col., 1989;

Braga y Rowan, 1994). Se encontró asimismo, que la frecuencia de estimulación, utilizando

esta combinación de bloqueantes de canales de K+, no podía ser superior a l pulso cada tres

minutos dado que a frecuencias superiores a este valor, tanto la amplitud como la duración del

componente tardío sufrían reducciones.
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Figura 7. Efecto de la frecuencia de estimulación del Cd" sobre la ln. Los registros a en A y B son representativos de las
lc. obtenidas en solución de Ringer normal cn presencia de d-Tc 50 pM, procaina 200 pM, TEA lO mM y BaCI; 200 HM. Los
registros en A muestran el efecto de estimular el nen'io mediante un tren a 0.5 Hz. Solo se muestran los primeros 4 estímulos de
un tren de lO, ya que no se observaron reducciones de la lu. en los estímulos subsiguientes. Se obtuvo una completa
recuperación de la señal luego de 3 minutos sin esliniulaeion. En B se ¡nuestra que la lc. (a) fue completamente bloqueada luego
de 30 min del agregado de CdCL».a una concentración final de 200 uM, a la solución del baño (b). En el inserto se muestra que
no hubieron variaciones en la señal de Na' (señal que se toma como control de la estabilidad del registro) durante el
experimento. Los registros a y b del inserto fueron obtenidos inmedialnmenle después de los registros a y b del barrido rápido.
Para mayor claridad, se redujeron los anel'actos de estimulación de los registros que se muestran cn el inserto. Cada registro es
el promedio de 2 respuestas sucesivas. La frecuencia de estimulación fue de 0.0055 Hz.

Las lcuobtenidas en presencia de esta combinación de bloqueantes de K+,resultaron altamente

sensibles a la (o-Cng. La (o-Cng (5 uM) bloqueó casi completamente el componente de

larga duración, mientras que afectó solo parcialmente la fase rápida (Figura 8A). El efecto de

esta toxina comenzaba a ser evidente a los 20-30 mín del agregado de la misma a la solución
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del baño y el efecto máximo se alcanzaba a los 40-50 min. Estos tiempos son consistentes con

los observados en la liberación evocada y con datos reportados previamente sobre el efecto de

la co-Cng sobre las corrientes presinápticas (Silinsky y Solsona, 1992). La FTX (l pl/ml)

también inhibió la lu, obtenida en estas condiciones, sin embargo esta toxina, a diferencia de

la (o-Cng, solo afectó el componente de larga duración en forma parcial (Figura BB). La (o­

AgalVA (0.5 uM) no provocó efectos detectables sobre la lea, aún luego de 40 a 60 min de

incubación (Figura 8C). Los resultados obtenidos con la (o-Cng y la (o-AgalVA son

consistentes con los obtenidos en la liberación de neurotransmisor. La FTX, sin embargo, a

una concentración un orden de magnitud mayor que la necesaria para bloquear completamente

la liberación evocada, solo fue capaz de suprimir parcialmente la lu.

[Efecto de las toxinas (Vi/lr, (o-(Ïg'l'x y ¡"TX sobre la corriente presináptica de potasio

dependiente de calcio (Im-a).

Al igual que en la placa neuromuscular del ratón, la de5polarización y el subsiguiente aumento

de Ca2+citoplasmástico que ocurre en los terminales sinápticos causan la activación de las

corrientes de potasio dependientes de calcio y voltaje, Im” las cuales, conjuntamente con las

corrientes de potasio dependientes de voltaje, IK“ contribuyen a la repolarización de la

membrana del terminal. (Mallart, l985b; Tabti y col., 1989; Lindgren y Moore, 1989; Moríta

y Barrett, 1990; Robitaille y Charlton, 1992; Robitaille y col., 1993; Vantapour y Harvey,

1995). Se ha demostrado que las Im, presentes en estos terminales motores, son sensibles al

efecto de la caribdotoxina (Cth), bloqueante de los canales de potasio dependientes de

calcio y voltaje gKC,de conductancia intermedia y alta e insensibles a la apamina, bloqueante

de los gKC, de pequeña conductancia, los cuales además son insensibles al voltaje (Anderson

y col., 1988; Robitaille y Charlton, 1992). En la placa neuromuscular de la rana se ha

demostrado por métodos histoquímicos y electrofisiológicos que los gKCn se encuentran

espacialmente cerca y funcionalmente relacionados con los canales de calcio presentes en los

sitios de liberación (Robitaille y Charlton, 1992; Robitaille y col., 1993). En vista de estos

datos morfológicos y funcionales que muestran la proximidad entre los ch,l y los CCVD

involucrados en la liberación del neurotransmisor y considerando que la activación de los
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canales gl<cu depende de la [Ca2+],_.xl(Mallart l985b), fue de interés evaluar el efecto de las

dos toxinas efectivas en suprimir la liberación del neurotransmisor, la co-Cng y la FTX, sobre

la [Ku].

Para obtener las [Kense utiliza solamente el bloqueante de los canales gKv, DAP, ya que tanto

el TEA como el bario tienen también efectos sobre la gKCn(ver Hille, 1992). Se utilizó una

concentración elevada de DAP, 0.5 mM, en aras de maximizar la Im, (Mallart, l985b; Tabti y

col., 1989). En la figura 9 (trazos a) se muestran registros representativos de las corrientes

presinápticas obtenidas en solución de Ringer normal en presencia de d-Tc 50 pM, procaína

200 uM y DAP 0.5 mM. La fase negativa tardía que presentan estos registros se debe a la

activación de canales de K+ y es dependiente de la [Ca2+]cx.(Mallart l985b, Anderson y col.,

1988; Tabti y col., 1989). Como se observa en A, la Cth (300 nM) ejerció un fuerte efecto

inhibitorio sobre esta corriente (Ab), sin embargo este bloqueo no fue total. Como se observa

en Ac, el agregado de BaClz a la corriente previamente bloqueada por Cth provocó un grado

de inhibición aún mayor y solo asi se evidenció la onda positiva de larga duración (ICu).El

hecho de haber tenido que agregar BaCl2 para obtener un bloqueo total de las IKCH,aún en

presencia de una elevada concentración de Cth, puede deberse a la presencia de canales

gKCaresistentes a la Cth y bloqueados por Ba2+a concentraciones micromolares, como los

previamente descriptos en otras preparaciones (Wang y col., 1992). Este resultado es

consistente con la aparición de lcu con fases más prolongadas en presencia de Ba2+y TEA que

en presencia de TEA y DAP. Cuando se estudió el efecto indirecto de los bloqueantes de

CCVD sobre la lKCu,se encontró que la (o-Cng (S pM) era capaz de inhibir fuertemente esta

corriente (Figura 9 Bb). El agregado de CdClZ luego del efecto máximo de la m-Cng,

evidencia que existe una proporción de esta corriente insensible al bloqueante de tipo N, la

cual resulta suprimida por Cd2+(fig 9 Bc). Como se observa en el inserto de la figura 9B, el

efecto inhibitorio de la co-Cng no pudo ser revertido mediante el aumento de la [Can]cm a lO

mM. A diferencia de la m-Cng, la FTX (l ul/ml) no presentó efecto inhibitorio alguno sobre

la Im, luego de 60 min de haber sido agregada a la solución del baño (Figura 9 Cb).
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Figura 8 Efectos de la w-Cng. FTX y m-AgalVA sobre la lc. En A se muestra el efecto de la (n-Cng (5 pM) sobre la lo.
Aa, corriente control obtenida en solución de Ringer (50 uM d-Tc, 200 ¡1Mprocaina) con el agregado de TEA (lO mM) y BaCl;
(200 ttM) y Ab, luego de 60 min de agregar ln toxina a la solución del baño. Los registros ilustrados son el promedio dc 5
respuestas sucesivas. En B se muestra que la FTX (l pl/ml durante 60 min) reduce la amplitud de la lc. (Bb) con respecto al
control (Ba obtenida como en Aa). Los registros en a y b son cl promedio de 3 respuestas sucesivas. En C, los registros
muestran que no hay variaciones significativas en la lc. luego de 40 min del agregado de m-AgalVA (0.5 tiM) (Cb) con respecto
a la señal control (Ca) obtenida como en A. Los registros a y b en C son el promedio de dos respuestas sucesivas. En A, B y C,
los registros a y b dc los insertos fueron tomados imnediatamente despues de los registros a y b de los barridos rápidos a y b,
respectivamente. Para mayor claridad, sc redujeron los artefactos de estimulo dc los registros que se muestran en los insertos.
Los registros que se muestran en esta figura son representativos de los efectos de cada una de las toxinas en 2-4 preparaciones
nervio-músculo. La frecuencia de estimulación fue de 0.0055 Hz. Para mayor claridad, se redujeron los artefactos de
estimulación de los registros que se ilustran en los insertos.
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5 ms

Figura 9 Efectos de la co-Cng y la FTX sobre la Iii-(7..Las lu“, control, trazos (a), fueron obtenidas en solución de Ringer
normal en presencia de d-Tc 50 uM, procaina 200 pM y DAP 0.5 mM. A (b), IM“, luch 60 min de incubación con Cth 300
nM. El BaClz (200 HM) bloquea completamente la Im".y pone en evidencia una onda positiva de larga duración. B (b), efecto
de la m-Cng 5 pM luego de 50 min (efecto máximo). El efecto bl0queante comen/.6 a ser evidente a los 25 min. El agregado dc
CdClz (200 pM) bloquea aún más esta corriente (c). En el inserto se muestra que luego dc aumentar la [Caz'lm a l0 mM (b) la
corriente no sufre variaciones respecto al (a) pero desaparecen los disparos repetitivos. C, la lxc. control (a) no se ve modificada
luego de 60 min del agregado de FTX l pl/ml a la solución del baño (b) y cs completamente bloqueada por la adición de CdClz
200 pM (e). Frecuencia de estimulación 0.5 H/.. Para mayor claridad, se redujeron los artefactos de estimulación. Los registros
ilustrados representan los resultados obtenidos con cada una de las toxinas cn 2-3 preparaciones nervio-músculo.
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Discusión

Los resultados presentados demuestran que en la placa neuromuscular de la rana, Ia FTX

bloquea completamente la liberación del neurotransmisor en forma dosis-dependiente (leo =

0.02 pl ml") y suprime parcialmente la corriente presináptica de Ca“. Los efectos sobre la

liberación del neurotransmisor están de acuerdo con su acción en la placa neuromuscular del

ratón (Uchitel y col., ¡992) y en la sinapsis gigante del calamar (Llinás y col., ¡989). Sin

embargo, en estos dos sistemas mencionados, la FTX bloquea completamente las corrientes

presinápticas de Ca2+ La (o-AgaVA, toxina que también bloquea la liberación del

neurotransmisor y las corrientes presinápticas de Ca2+en la placa neuromuscular del ratón a

concentraciones nanomolares (Protti y Uchitel, 1993; ver Capítulo l), no afecta ninguno de

estos parámetros, aún a dosis elevadas y con tiempos de incubación prolongados. Estudios

recientes sobre las corrientes de Ca2+presentes en las varicosídades formadas por las neuritas

de las motoneuronas de Xenopus en cultivo, muestran que las mismas son bloqueadas por la

m-Cng (1-2 pM) y que son insensibles a la co-AgalVA(500 nM) (Poage y Meriney, l996). Si

bien la FTX, anatgonista de CCVD de tipo P en mamíferos (Llinás y col., l992b), es capaz de

suprimir la transmisión sináptica en esta preparación, los resultados obtenidos con la co­

AgalVA descartan la posibilidad de que los CCVD de tipo P o de tipo Q, con el perfil

farmacológico descripto en mamíferos (Llinás y col., 1989; Mintz y col., l992a,b', Usowicz y

col., 1992; Protti y Uchitel., ¡993; Hong y Chang, 1995; Wheeler y col., l994a,b; Randall y

Tsien, 1995; Wright y Angus, l996), estén involucrados en el proceso de liberación en la

placa neuromuscular de la rana. Es interesante destacar sin embargo, que en un estudio

reciente, Dupere y col. (l996), trabajando con las nuevas toxinas sintéticas sFTX3.3 y FTX3.3

(Moya y Blagbrough, 1996) en células de purkinje de cerebelo de rata, describen, en base a la

sensibilidad de las corrientes de Ca2+a estas dos toxinas, 3 subtipos de canales dentro de una

población de >90% de canales clásicamente descriptos como P (Llinás y col., l992b). Uno de

estos subtipos de canales, el cual resulta insensible a la s-FTX3.3. y es bloqueado por la

FTX3.3, parece ser insensible a la (o-AgaVA.
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Al comparar los efectos de la FTX con los del bloqueante de CCVD de tipo N, la (o-Cng,

estos resultados muestran que ambas toxinas son capaces de suprimir completamente la

liberación del neurotransmisor (para la (o-Cng ver también Kerr y Yoshikami, 1984; Sano y

co|., 1987; Koyano y col., l987) mientras que la ICllresulta casi completamente bloqueada por

la m-Cng y solo parcialmente por la FTX. A partir del bloqueo parcial de una corriente

macroscópica como la IC",no es posible discriminar si la FTX está bloqueando parcialmente

una población homogénea de canales sensibles a m-Cng o suprimiendo la corriente a través

un subtipo de canales sensibles a la (o-Cng. Sin embargo, teniendo en cuenta que se utilizó

una concentración de FTX lO veces superior a la necesaria para bloquear completamente la

liberación del neurotransmisor, la hipótesis de un bloqueo parcial de una población

homogénea de canales parece la menos probable. Podría ocurrir que las condiciones

experimentales que se utilizan para obtener la ICnmodifiquen la afinidad de la FTX por los

CCVD. Esto no parece probable puesto que en condiciones experimentales similares y

utilizando los mismos rangos de concentración, Uchitel y col.( 1992) mostraron que en la placa

neuromuscular del ratón, esta toxina suprime completamente la liberación del neurotransmisor

y la lc“.

Dado que tanto la FTX como la m-Cng resultan efectivos bloqueantes de la liberación del

neurotransmisor y considerando Ia co-localización espacial y funcional de los canales de

potasio dependientes de calcio (gKCH)y los canales de Ca2+en las zonas activas de liberación

en estos terminales motores (Robitaille y Charlton, ¡992; Robitaille y col., ¡993), supusimos

que ambas toxinas serian capaces de suprimir en forma indirecta la IKCu.Los resultados

obtenidos con la m-Cg'l‘x son consistentes con esta suposición ya que esta toxina

efectivamente bloquea la ch“ sensible a Cth. La falta de efecto de la FTX sobre la IKC,no

parece estar de acuerdo con los efectos de la Cth sobre la liberación de neurotransmisor

reponados por Robitaille y col. (¡993). Estos autores proponen que la cercanía entre los

canales ch, y los CCVD aseguran una rápida activación de los canales gKCn como

consecuencia de la entrada de Ca2+ durante el potencial de acción. De esta forma, estos

canales gKCn estarían regulando la cantidad de neurotransmisor liberado mediante la

modulación de la cantidad de Ca2+que entra por impulso nervioso. Bajo la suposición de que
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en los terminales motores de la rana habría más de un tipo de CCVD sensible a la ungTx,

una posible explicación para la falta de efecto de la FTX sobre la Im, es que el considerable

aumento en la entrada de Ca2+que ocurre debido a la despolarización más sostenida por la

acción de la DAP, bloqueante de los canales de potasio dependientes de voltaje (Llinás,

Walton y Bohr, 1976), sería suficiente para activar los canales chjl aún en presencia de FTX.

Esto implica que estos canales serían activados por Ca” entrando por CCVD que no están

involucrados en el proceso de liberación en condiciones normales. Cabe señalar que en la

placa neuromuscular del ratón, la FTX bloquea completamente la lKCllobtenida en las mismas

condiciones experimentales (Protti y Uchitel, en prensa).

Otro punto relevante a la suposición de que la población de canales sensibles a la m-Cng

presentes en la placa neuromuscular de la rana es heterogénea, es el hecho de que el efecto de

la w-Cng sobre al ch" no resultara reversible por Ca2+ mientras que el Ca2+ es capaz de

revertir el efecto de esta toxina sobre la liberación del neurotransmisor (Kerr y Yoshikami,

¡984). Zengel y col. (1993) reportaron que en la placa neuromuscular de la rana, el aumento

del [Can]cxles capaz de revertir el efecto que tiene la w-Cng sobre la amplitud del EPP pero

no revierte el efecto sobre el aumento de las amplitudes de los EPP provocado por alta

frecuencia de estimulación. Estos autores proponen también que la (o-Cng podría estar

actuando sobre dos sitios presinápticos diferentes. La falta de efecto de la FTX sobre la lKC,y

el bloqueo parcial que ejerce sobre la lc“ sugieren que esta toxina podría estar actuando sobre

una sub-población de canales sensibles a la co-Cng que sería también sensible a la FTX.

Olivera y col., (l987), basándose en experimentos realizados con la co-Cng y la (o-Cme (co­

conotoxina MVlIA de Conus magus), en los cuales muestran que la co-Cme solo tiene como

blanco una sub-población de canales sensibles a la m-Cng, también sugieren la presencia de

más de un tipo de canal sensible a la (o-Cng en los terminales motores de la rana.

Con respecto al sitio de acción de la FTX en estos terminales motores, el hecho de que no

ejerza efecto alguno sobre la amplitud de los MEPPs indica que esta toxina no presenta

efectos postsinápticos ni efectos sobre el tamaño del cuanto de Ach. Estos resultados,

conjuntamente con la capacidad de esta toxina para antagonizar la lc", sugieren que el sitio de

acción más probable son los CCVD presinápticos. Sin embargo, el hecho de que provoque un
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aumento sobre lil/Mmm, lo cual concuerda con su acción en la placa neuromuscular del ratón

(Uchitel y col., 1992), no coincide con lo reportado para la co-Cng, el otro bloqueante de la

liberación en este sistema. Esta última toxina no afecta la liberación espontánea a bajas

concentraciones (Sano y col., 1987), en cambio, si se la utiliza a una concentración de lO pM

reduce la[MEPPS(Grinell y Pawson, 1989). Dado que la th-pp, en la placa neuromuscular de la

rana depende casi exclusivamente de la [CazJ'Lnl(ver por ejemplo Matthews y Wickelgren,

1977), es factible suponer que la reducción del influjo de Ca2+ mediante un bloqueante de

CCVD no tenga efecto sobre lil/“5pm, o que la reduzca como se reportó para la co-Cng. Sin

embargo, al igual que ocurre con la FTX, algunos de los iones divalentes y trivalentes

bloqueantes de los CCVD provocan un aumento de la liberación espontánea (ver Revisión por

Van der Kloot y Molgó, 1994). Dado que la [Ca2"‘]..lles mantenida por la interacción de varios

sistemas (Duncan y Statham, 1977), el bloquear una de las vías de entrada de Ca2+ podría

tener efectos opuestos sobre cualquiera de los otros sistemas involucrados en mantener la

homeostasis. Duncan y Statham (¡977), mostraron que en los terminales motores de la rana la

fm“), por encima de los 20 °C es, por un lado, mucho más variable que a bajas temperaturas

y, por el otro, menos sensible a las reducciones en el influjo de Ca2+ desde el medio

extracelular. Estos autores proponen que esto ocurre porque a esta temperatura la [Caz‘i]¡nles

gobernada principalmente por un mayor eflujo de Ca2+de los depósitos intracelulares. Por lo

tanto, la temperatura a la cual se realizaron los presentes experimentos (19-22 °C) podrían

explicar, al menos en parte, el inesperado aumento en la frecuencia. Estos experimentos no

descartan que la FTX siendo una molecula con alta densidad de carga, aparte de afectar los

CCVD presentes en la membrana, pueda afectar la liberación basal del neurotransmisor por

algún otro mecanismo, como se postula que ocurre con el Cd“, luego de un tiempo

prolongado de incubación (Braga y Rowan, 1994), y con otros iones divalentes (Con, Mn“) y

trivalentes (La3+,Gd”) antagonistas de canales de Ca2+(ver Van der Kloot y Molgó, 1994).

Estos resultados tomados en conjunto, indican que la mayor parte de la ICnregistrada en

presencia de bloqueantes de los canales de potasio tiene las características farmacológicas de

los canales de tipo N descriptos en mamíferos (ver Olivera y col., l994). Sin embargo una

fracción de esta corriente, que probablemente incluye la corriente que media la liberación del
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neurotransmisor, pertenecería a un tipo de canales con farmacología mixta. Dado que tanto la

(o-Cng como la FTX bloquean la lc“ y suprimen la liberación del neurotransmisor mientras

que la co-AgaIVA no presenta efecto alguno sobre estos procesos, es posible suponer que el

subtipo de canales que es afectado por ambas toxinas, no presenta un perfil farmacológico

consistente con los canales de tipo P, Q o N de mamíferos (Olivera y col., 1994; Dunlap y

col.,l995). Canales de calcio que presentan sensibilidad tanto a la m-Cng como a la FTX han

sido reportados en los terminales sinápticos de la neurohipófisis de rata (Wang y Lemos,

¡994). En el cerebro de aves también se han descripto canales de Ca2+ con farmacología

mixta, sensibles en este caso a la co-Cng y a la co-AgalVA, involucrados en la liberación del

neurotransmisor (Sivaramakrishnan y Laurent, 1995). En sinaptosomas purificados a partir del

cerebro de pollo, la mayor parte de la captación de 45Ca2+inducida por elevado K+ es

bloqueada por la (o-Cg'fx y también parcialmente por la FTX, la w-AgaIVA y las co­

conotoxinas co-MVIICy (o-MVllD (Lundy y col., 1994; Alvarez-Maubecin y col., ¡995). Estos

autores muestran que en los sinaptosomas de cerebro de pollo, la FTX es efectiva en el mismo

rango de concentraciones que se requiere para bloquear la captación de “Ca” en

sinaptosomas de corteza cerebral de rata. Estos resultados son consistentes con el hecho de

que en la preparación de rana el ICso para el bloqueo de la liberación es similar al reportado

por Uchitel y col., (1992) para la liberación en mamíferos. Si bien a diferencia de lo que

ocurre en la preparación de la rana, en los sinaptosomas de pollo la (o-AgaIVA es capaz de

antagonizar la captación de 45Ca“, el efecto solo se observa a concentraciones mucho más

elevadas que las necesarias para bloquear esta captación en los sinaptosomas de rata.

La selectividad de la FTX, tanto natural como las sintéticas, por los canales de tipo P sigue

siendo motivo de mucha controversia (ver Olivera y col., 1994). Manfridi y col. (¡993)

reportaron que en células del cerebro de mamíferos, la FTX solo bloquea corrientes

insensibles a las DHPs y la (o-Cng mientras que Brown y col. (1994) reportaron que además

de bloquear las corrientes de tipo P, la FFX presenta efectos antagónicos sobre otras corrientes

HVA. Asimismo, estudios realizados con las FTX sintéticas s-FTX3.3. y FTX3.3, muestran

que estas toxinas son capaces de bloquear corrientes de tipo P, N y L en células de cerebro de

rata (Brown y col, 1994; Norris y col., 1996). El presente trabajo confirma los resultados de
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los estudios que muestran que la l’l‘X no es especifica para bloquear corrientes de tipo P

(Brown y col., 1994) ya que es capaz de inhibir algunos procesos sensibles a la m-Cng. Sin

embargo, los presentes resultados muestran que por medio de esta toxina se puede evidenciar

que existe heterogeneidad, al menos farmacológica, en la población de CCVD sensibles a la

(o-Cng presentes en estos terminales motores. Esta heterogeneidad en los canales sensibles a

la (o-Cng presentes en los terminales sinápticos se ve reforzada por el hecho de que se ha

reportado que la FTX no es capaz de inhibir la liberación del neurotransmisor en las sinapsis

del órgano eléctrico del pez (iymnutus campo, la cual es total e irreversiblemente bloqueada

por la (o-Cng (Sierra y col., 1995).

En resumen, los presentes resultados muestran que en los terminales sinápticos de la unión

neuromuscular de la rana existe, desde el punto de vista farmacológico, una población

heterogénea de CCVD sensibles a la (o-Cng y que la liberación del neurotransmisor estaria

mediada por una población cuya farmacología no coincide con la de los canales de tipo N ni la

de los de tipo P o Q descriptos en mamíferos. Si bien se requieren más estudios para

determinar el tipo/s de canal que media la liberación en esta preparación, el hecho de que la

FTX pueda antagonizar este proceso tan eficientemente como lo hace en el ratón o en la

sinapsis gigante del calamar, sugiere que los canales involucrados en la misma función en los

distintos sistemas compartirian un sitio común reconocido por la FTX.
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Antecedentes y objetivos específicos

Durante el proceso de regeneración y maduración de las sinapsis, la liberación del

neurotransmisor se halla afectada en varios aspectos. Se ha reportado que los potenciales de

placa evocados presentan un contenido cuántico bajo y una latencia muy prolongada. Aparece

rápidamente fatiga en respuesta a la alta frecuencia de estimulación y la frecuencia de

liberación espontánea es muy baja (Bennett y col., 1973; Dennis y Miledi, l974a; l974b;

Tonge, 1974; Argentieri y col, ¡992). Las conductancias iónicas subyacentes al potencial de

acción, la propagación del potencial de acción y el factor de seguridad para la conducción en

axones total o parcialmente desmielinizados, presentan también diferencias con respecto a los

axones normales (Bostock y col, 1981; Shraeger, 1993). Asimismo, durante la reinervación de

los músculos esqueléticos del ratón, se han descripto cambios tanto en la densidad como en la

distribución de los canales iónicos presentes a lo largo de las ramas terminales de los axones

motores (Angaut-Petit y Mallart, l985a, l985b; Angaut-Petit y col., l990).

En la placa neuromuscular normal del ratón, la liberación evocada de Ach es mediada

principalmente por CCVD de tipo P, sin participación significativa de los canales de tipo L y

N (ver Capítulo l). Sin embargo, bajo ciertas condiciones fisiológicas y/o experimentales, se

ha reportado la participación de los CCVD de tipo L (Atchinson y O’Leary, l987; Atchinson,

1989; Pancrazio y col., 1989; l-long y Chang, 1990; Smith y col., 1995) y de tipo N (Wessler y

col., 1990; Protti y col., |99|; Hong col., l992) en la transmisión sináptica en la placa

neuromuscular del ratón. Durante la maduración de la placa neuromuscular de vertebrados, se

han reportado cambios en la farmacología de los CCVD acoplados a la liberación del

neurotransmisor en aves (Gray y co|., 1992) y anfibios (Fu y Huang, 1994). En mamíferos, sin

embargo, no hay información respecto a los canales que median e proceso de liberación de

Ach durante la maduración de las sinapsis neuromusculares.

El objetivo de esta parte del trabajo fue estudiar qué tipos de CCVD median la liberación de

neurotransmisor en las sinapsis neuromusculares recientemente formadas. Con este fin se
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estudió la sensibilidad de la liberación del neurotransmisor a los bloqueantes de CCVD del

tipo P y Q (co-AgalVA)y de los tipos N y L, (co-Cng y nitrendipina, respectivamente) durante

el proceso de reinervación del músculo Ievator auris del ratón.

Resultados

Caracteristicas de la respuesta evocada por estimulación nerviosa en el Ievator aurix normal

y durante la reinervación.

Durante los estadios tempranos de la reinervación (< 20 días luego de la desnervación, ver

Métodos), en forma similar a lo previamente reportado en otras preparaciones (Bennett y col.,

1973; Dennis y Miledi, l974b; Tonge, ¡974), los potenciales de placa evocados presentaban

menor amplitud y latencia más prolongada que en los músculos normales. Asimismo, durante

un tren de estimulación, las amplitudes de los potenciales placa presentaban una fluctuación

mucho mayor que en los músculos normales (Figura lA, Figura 2). Consistente con esta

observación, el contenido cuántico estimado de la liberación evocada (m) resultó mucho

menor en los músculos en reinervación durante los estadios tempranos que en los músculos

controles y en los reinervados tardios (> 60 días luego de la desnervación) (Figura 1B, Figura

5). Los valores de m obtenidos tanto en los músculos control como en los músculos en

reinervación durante los distintos estadios resultaron similares a los reportados previamente en

la placa neuromuscular del ratón (Tonge l974).

Los potenciales de membrana (Vm) de las fibras de los músculos control fluctuaban entre los ­

65 y -8S mV y los de las libras musculares de los músculos en reinervación entre los -55 y -75

mV.
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Figura l: Características de los EPPs en el levator auris normal y en regeneración. A, registros representativos de 50
estímulos sucesivos evoeados a 0.5 Hz. El panel superior ilustra el tipo de respuestas obtenidas en un músculo nonnal y el
inferior, aquellas obtcnidas en un músculo en rcincrvación ambos incubados en solución de Ringer normal en presencia dc d-lc
l.3 pM (normal) o 0.6 pM (reinervacion) B, el grafico dc contenido cuántico (In) versus latencia muestra que los EPPs en los
estadios tempranos post-desnervación presentan valores dc m menores y latcncias más largas que los EPPs en los músculos
normales. Para los músculos nonnales cada punto es la media de lO fibras por músculo (9 músculos); E.S. <l0% para m y <2%
para la latencia. Para los músculos en reinervaeión a los 62-65 dias, cada punto representa la media de |4 fibras (2 músculos);
E.S. <20% para m y < 4% para la latencia. Para los músculos en reinervación de 8-14 dias (l l0 fibras, l4 músculos), l7 dias
(ll fibras, l músculo) y 25-32 dias (38 fibras, 4'músculos), cada punto representa la media de 2-7 fibras cuyas placas
temiiualcs se hallaban ubicadas a aproximadamente la misma distancia del electrodo de estimulación. Para estos datos, cl E.S.
fue de 5-30% para el m y de 2-I5% para la latencia.

La latencia medida en estas condiciones (desde el artefacto de estimulación hasta el comienzo

del EPP, ver Métodos) refleja la suma de la velocidad de conducción y el retardo sináptico. Se

ha demostrado previamente que el retardo sináptico en las placas neuromusculares

recientemente formadas no es significativamente diferente del que se observa en músculos

normales (Dennis y Miledi, 1974). Asimismo, se sabe que la velocidad de conducción se

encuentra significativamente disminuida en los nervios en regeneración con respecto a los

nervios normales (Bennett y Florin, ¡974; Shraeger, 1993). Por Io tanto, la prolongada latencia
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observada en las respuestas evocadas en los músculos en reinervación pude adjudicarse

principalmente a una disminución en la velocidad de conducción del impulso nervioso.

Durante el curso de la reinervación en algunas fibras musculares se detectaron, más

frecuentemente en los estadios tempranos (< 20 días luego de la desnervación), potenciales de

placa evocados con doble pico (Figura 2). En algunos casos, estos picos presentaban un

umbral diferente por lo cual este tipo de respuestas puede adjudicarse a la presencia de

inervación polineural en algunas de las fibras musculares (Dennis y Miledi, l974b). Estas

fibras no fueron incluidas en los análisis para la estimación del contenido cuántico. Cabe

señalar que el fenómeno de inervación polineural no se cuantificó ni se estudió con más

detalle y que solamente se lo consideró como otro indicio electrofisiológico de la reinervación

de los músculos dada la frecuente aparición de este fenómeno en las placas neuromusculares

recientemente formadas.

Figura 2: lnervación polineural durante el curso de la reinervación. Registros representativos ln respuesta obtenida ante
una estimulación a 0.5 Hz en una fibra poli-inervada de un músculo a los 13 dias luego de la desnervnción. La preparación fue
incubada en solución de Ringer nonual con d-Tc 0.6 pM. En A se observan las respuestas obtenidas con un estimulo de l0 volts
durante 0.0| ms (Vm = -59 mV). Las flechas (a) y (b) señalan las dos latencias con que aparecen los EPPs. En B se muestran
las respuestas obtenidas en la misma fibra luego de reducir la amplitud del estimulo a 5 volts (Vm = -58 mV). Puede observarse
que la respuesta de menor latencia (a) desaparece al disminuir el estimulo. Para mayor claridad, se redujeron los artefactos de
estimulación.
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Efecto de los bluqueantes de los CCVDsobre la liberación evocada

Para discriminar cuál/es de los distintos tipos de CCVD participa en el proceso de liberación

durante la reinervación utilizamos la m-AgaIVA, la co-Cng y la nitrendipina, bloqueantes de

los CCVD de tipo P y Q, N y L, respectivamente. La (o-AgaIVA 30 nM redujo en forma

significativa el contenido cuántico. A una concentración de 100 nM esta toxina suprimió casi

completamente la liberación evocada (Figura 3). El efecto la m-AgaIVA resultó similar al

observado en el levator auris normal (ver Capítulo l, Figura 5). Como se ilustra en la figura 4,

la m-AgaIVA 30 nM afectó considerablemente la varianza de las amplitudes de los EPPs en

las placas maduras y en las recientemente formadas.

La co-Cng (l y 5 uM), al igual que ocurre en la placa neuromuscular normal (Sano y col.,

1987; Protti y col, 1991, Wright y Angus, 1996; ver además Capítulo l, Figura 1), no causó

una reducción significativa del contenido cuántico en los músculos en reinervación (Figura 3).

10° _ m co-AgaIVA [:1 w-Cng Nitrendipína

80­

60­

4o—

20­
Contenidocuántico(%delcontrol)

/ ,

I/ l,

30 nM 100 nM IMM 5 tLM 114M 5 ¿1M lO “M

Figura 3: Efecto de la m-AgalVA, m-Cng y nitrendipina sobre el contenido cuántico de la liberación evocada. El
diagrama de barras muestra que en los músculos en rcinervación, la w-AgalVA, redujo m en forma significativa (control, m =
37.8 i 2.7) y que la co-Cng, no afectó la liberación fomia significativa (control, m = 28 i 2.7). La nitrendipina, redujo el m en
forma significativa (control, m = 24.8 t 1.7). Las fibras control se evaluaron en los músculos incubados en solución de Ringer
normal en presencia de d-Tc (0.6-1 uM). Las fibras tratadas se evaluaron en los mismos músculos luego de al menos l hr de
incubación con el bloqueante de CCVD respectivo. Cada barra representa la media i EiS. de datos obtenidos en 2-6
preparaciones nervio-músculo. Los datos sc presentan como porcentaje del propio control. " P < 0.0001; ‘ P < 0.001, Los
valores de significancia estadística se refieren a las comparaciones realizadas entre las fibras tratadas con los bloqueantes de
CCVD versus los controles sin droga.
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Nomial m-AgaIVA 30 nM

lmV

5 ms

Reinervado m-AgaIVA 30 nM

Figura 4: Efecto dela co-AgaIVAsobre la varianza de las amplitudes de los EPPs en el levator auris normal y durante
la reinervación. Registros representativos de 50 estímulos dados a una frecuencia de 0.5 Hz en músculos incubados en
solución de Ringer normal. A, ilustra el considerable aumento en la varian/a de los EPPs causada por la m-AgalVA en músculos
nomiales. Control, d-Tc l.l uM, tratado, luego de l hr de incubación con m-AgaIVA 30 nM y d-Tc 0.5 uM. B, ilustra el fuerte
efecto inhibitorio que ejercen bajas concentraciones de w-AgalVA cn los músculos en reinervneión (EPPs registrados en un
músculo l4 dias luego de la desnervación). Control, d-Tc 0.8 uM; tratado, luego de l hr de incubación en presencia de a)­
AgalVA 30 nM y d-Tc O4 uM.

La nitrendipina (¡-10 uM), provocó una disminución significativa (40-60%) del contenido

cuántico en los músculos en reinervación y no causó efecto alguno en el levator auris normal

aún a elevadas concentraciones (Figura 3; ver además Capítulo l, Figura l). La nitrendipina,

al igual que la co-AgaIVA, causó un significativo incremento en la varianza de las amplitudes

de los EPPs en las placas inmaduras. Sin embargo no tuvo efecto alguno sobre las amplitudes
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de los EPPs en los músculos normales (Figura 5). Ninguno de estos bloqueanles afectó el Vm

de las fibras musculares.

Normal Niuendipina 20 uM

0.5 mV

5 ms

Reinervado Niuendipina lO “M

0.5 mV

5 ms

Figura 5: Efecto de la nitrendipina sobre la vurinnzu de las amplitudes de los EPPs en el Ievator auris normal y durante
la reinervación. Regieros represenlalivos de 50 estímulos dados a una frecuencia de 0.5 Hz en músculos incubados cn
solución de Ringer normnl. A, ilustra la falla de efecto de la nilrendipina sobre las ainpliludes de los EPPs en músculos
normales. Control d-Tc 1.6 pM; tratado, luego de l hr de incubación con nilrendipina 20 uM y d-Tc ¡.6 uM. B, ilustra que en
los músculos en reinen'ación (EPPs registrados en un múscqu ll dins luego de ln desncn'ación), la nilrendipina reduce
fuenemcnle las umpliludes de los EPPs y aumenta su varianza, causando en algunos casos fallas en la liberación. Control, d-Tc
l_2 "M; unlado, luego dc l hr de incubación en presencia de nilrcndipina l0 uM y d-Tc 0.2 uM.
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A fin de comparar el efecto de los bloqueantes de CCVD sobre el contenido cuántico

estimado y sobre las amplitudes de los EPP en los músculos en reinervación, se trabajó sin

disminuir la concentración de d-Tc al agregar el bloqueante. En forma consistente a lo que

ocurre en músculos normales (ver Capítulo l), la co-AgalVA 30 nM redujo el m y las

amplitudes de los EPPs al 62 i lO y 52 :l: 7% de sus valores control, respectivamente (15

fibras, l músculo, |8 días post-desnervación). Los efectos de la nitrendipina sobre las

amplitudes de los EPPs también resultaron similares a sus efectos sobre el m. La nitrendipina

(l uM) redujo el m y las amplitudes de los EPPs al 49 i 9% y. 42 i- 5% de sus valores control,

respectivamente (lO fibras, l músculo, l3 días post-desnervación).

Se evaluó también el efecto del Cd”, bloqueante inorgánico de todos los tipos de CCVD de

alto umbral de activación (P, Q, N y L). En forma similar a lo reportado en la placa

neuromuscular normal (Cooper y Manalis, 1984; Uchitel y col, 1992; Braga y Rowan, 1994),

el Cd“ (200 uM) ¡nhibió el 93 i 6.5% (n = 3 fibras) de la liberación en forma rápida y

reversible (% recuperación luego del lavado con solución de Ringer normal 67.8 i 8.3%, n = 3

fibras).

Efecto del bloqueante de (ÍCVI) de tipo 1,sobre lu liberación evocach durante el curso de la

reinervación,

Con el objeto de estudiar si la sensibilidad al bloqueante de CCVD de tipo L era permanente o

se perdia durante el curso de la reinervación, se estudió el efecto de la nitrendipina en estadios

más tardios («30 días y N60 dias luego de la desnervación) en los cuales el contenido cuántico

de la liberación se recuperaba hacia sus valores normales. En el diagrama de barras de la

figura 6, se muestran los contenidos cuánticos en ausencia y en presencia de nitrendipina 10

uM en el levator auris normal y durante el curso de la reínervación. Como se observa, la

máxima sensibilidad a la nitrendipina ocurre en los estadios tempranos de la reinervación.

Puede apreciarse que si bien a los 60 días, la nitrendipina reduce el contenido cuántico de la

liberación en un 30%, esta reducción no resulta significativa.
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Figura 6: Sensibilidad a la nitrendipina durante el curso de la reinervación. El diagrama de barras muestra que los efectos
de la nichndipina sobre el contenido cuántico (m) fueron máximos en los primeros estadios de la reinervación y que los mismos
disminuyeron a medida que el m se recuperaba a sus valores normales. Cada barra representa la media :t E.S. de datos obtenidos
en 2-6 preparaciones nervio-músculo (5-l0 fibras por músculo). El contenido cuántico fue evaluado en músculos incubados cn
solución de Ringcr nomial cn ausencia (barras vacías) y en presencia de nitrendipina l0 uM (barras rayadas). En todos los casos
las fibras tratadas fueron evaluadas en los mismos músculos que la fibras control luego de al menos l hr de incubación en
presencia de la droga. "P < 0.000l; ’I’ < 0.002. Los valores de significancia estadistica se refieren a las comparaciones
realizadas entre las fibras tratadas con los bloqueantes de CCVD versus los controles sin droga.

Efecto de la w-AgalVAy de la nilrendipina sobre la liberación espontánea de Ach.

Si bien la liberación espontánea de Ach es fundamentalmente dependiente de la concentración

interna de Ca“, las variaciones del Ca“ extracelular afectan la frecuencia de MEPPs (fMEpps)

(Fatt y Katz, ¡952; Hubbard y col., 1968). En la placa neuromuscular de vertebrados, esta

dependencia de la fMEppscon la [Ca2+]m, no coincide con la baja o ausente sensibilidad que

presenta este tipo de liberación a los bloqueantes de CCVD capaces de suprimir la liberación

evocada (Kerr y Yoshikami, 1984; Protti y Uchitel, 1993; Hong y Chang, 1995). Además, se
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ha reportado que algunos bloqueantes de la entrada de calcio no solo no disminuyen la

frecuencia de MEPPs sino que la aumentan (Uchitel y col., 1992, ver Van der Kloot y Molgó,

1994; ver Capitulo 2, Figura 4B).

En la placa neuromuscular normal del ratón, la liberación espontánea es independiente de la

entrada de Ca2+ a través de los canales de tipo P, el tipo de canal que media la liberación

evocada de Ach (ver Capítulo l, Protti y Uchitel, l993; Hong y Chang, 1995). Fue de interés

estudiar si en las placas inmaduras la liberación espontánea de Ach resultaba sensible a los

bloqueantes efectivos en suprimir la liberación evocada. Encontramos que ni la (o-AgalVA

100 nM ni la nitrendipina lO “M afectaron la frecuencia de MEPPs (Figura 7A). La (o-Aga

IVA, de acuerdo a lo ya reportado en otras preparaciones de ratón (Protti y Uchitel, |993;

Hong y Chang, 1995) no afectó la_/,'\¿¡¿ppsen la preparación levator auris normal (/anps control

= 35 i 4 min",f,‘,u.;ppsen presencia de (o-AgalVA lOO nM = 31 i 5 min"l ; P > 0.5, n = 13

fibras, l músculo). La nitrendipina, sin embargo, causó un leve aumento de la liberación

eSpontánea en el levator auris normal (¡Mfippscontrol = 57 i lO min"; fMfippsen presencia de

nitrendipina lO uM = 88 i lO min"; I’ < 0.04, n = 35 fibras, 2 músculos).

En las placas recientemente formadas, otra cuestión de interés con respecto a la sensibilidad

de la liberación espontánea a estos bloqueantes de CCVD, es saber si el impacto que tienen

sobre la amplitud de los EPPs, puede deberse a un efecto sobre el tamaño del cuanto de Ach

y/o sobre la sensibilidad post-sináptica a la Ach. Los histogramas de distribución de

amplitudes realizados en ausencia y presencia de los bloqueantes (Figura 7B), muestran que ni

la co-AgalVA ¡00 nM ni la nitrendipina lO pM afectaron significativamente las amplitudes de

los MEPPs.
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Figura 7: Efectos de la m-Aga IVA y de la nitrendipina sobre la liberación espontánea durante la reinervación. A, el
diagrama de barras mueera que Ita/mp... no resultó significativamente afectada luego de al menos l hr de incubación ya sea con
w-AgaiVA IOOnM o con nitrendipina IO “M. Cada barra representa la media i E.S. de al menos IS fibras por músculo (1-2
músculos). B, Histogramas de distribución de amplitudes de MEPPs obtenidos en músculos luego de l7-23 dias de la
desnervación. Los histogramas representan la distribución dc amplitudcs de MEPPs (IOOeventos por fibra) antes (control, n = 4
músculos) y luego de al menos l hr de incubación con m-AgalVA l00 nM (n = 2 músculos) o con nilrendipina lO pM (n = 2
músculos). Tanto en las fibras control como en las fibras tratadas, se detectaron algunos eventos con amplitudes mayores de 5
mV, los cuales no fueron incluidos en el análisis de amplitudes. Los hislogramas fueron ajustados mediante una disuibución de
Gauss. La amplitudes medias i desvio estándar fueron: Control, ¡.3 i 0.5 (R2 = 0.97); m-AgalVA, [.6 i 0.5 (R2 = 0.95) y
Nitrendipina, ¡.2 1 0.4 mV (Rz = 0.9|).
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Efectos de la co-AgulVAy lu nitrendipina sobre la liberación evocada por K '.

Un método muy comúnmente utilizado para evaluar los tipos de CCVD presentes en los

terminales sinápticos y que no involucra un potencial de acción propagado, es inducir la

secreción mediante el aumento del [K+]N. La despolarización que causa este tratamiento

provoca un considerable incremento en la fMfilips.Este incremento de la fMEpps resulta

dependiente del [Callxl (del Castillo y Katz, l954b; Cooke y Quastel, 1973; Ceccarelli y col.,

1988). En forma consistente a lo previamente reportado en la placa neuromuscular de

vertebrados (Dennis y Miledi, l974a), la fMEppsresultó significativamente incrementada al

incubar los músculos en una solución de Ringer conteniendo una elevada concentración (lO­

20 mM) de K+(Figura 8 A y B). En estas condiciones, la w-AgaIVA 100 nM, como había sido

previamente reportado en placas maduras (Protti y Uchitel, l993), fue capaz de antagonizar

(«70% de bloqueo) el aumento de ianlgpps evocada por K+en forma significativa (Figura 8A).

La nitrendipina (lO uM), sin embargo, no resultó efectiva para suprimir este tipo de liberación

en los músculos en reinervación (Figura BB), lo cual contrasta con el fuerte efecto inhibitorio

que se observó en la liberación evocada neuralmente (Figura 3). Cabe destacar que la

nitrendipina tampoco produjo ningún efecto sobre la jm.“ evocada por K+ en las

preparaciones normales ([K‘i]thl lO mM, 407 i 36 MEPPs/min; [KÜN lO mM + nitrendipina

lO uM, 384 i 80 MEPPs/min, I’ > 0.7, n= l8 fibras, l músculo).

¿Yecla de la nitrendipina sobre lu Iutwiciu del [L'I’I’

Cuando se estudiaba el efecto de la nitrendipina sobre la liberación evocada, se encontró que

las dosis más elevadas de esta droga (5 y lO uM), aparte de reducir la liberación evocada

neuralmente, causaban un aumento considerable en la latencia del EPP (Figura 9A). Esta

acción de la nitrendipina contrasta con la total falta de efecto de la (o-AgalVA sobre este

parámetro, aún a dosis que reducían las amplitudes de los EPPs en > 90% (Figura 9A). Como

puede observarse, la aplicación de (u-AgalVA (30 y 100 nM) luego del la disminución en la

liberación y el aumento en la latencia causados por la nitrendipina 10 uM (Control (a), m =

29.9; latencia = 6.8 ms; Nitrendipina lO pM (b), m = l8, latencia 8 ms), antagonizó
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fuertemente la liberación sin causar alteraciones significativas en al latencia de la respuesta

(co-AgaIVA 100 nM (d), m = 2; latencia = 8.3 ms) (Figura 9B). Se realizó la comparación

entre las latencías de los EPPs en las fibras tratadas con cada uno de los tres bloqueantes de

CCVD utilizados y las fibras control en los respectivos músculos y se encontró que solo la

nitrendipina afectaba este parámetro en forma significativa (Figura 9C).

60 ­
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m 4o — W 60 ­m o.

E E
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'5 2° ' 'a
c: r:
g g 20 -4o o
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K‘ 5 mM K* 12 mM K‘ l mM K‘ 5 mM 1C 20 mM

(o-AgalVA Nítrendipina

Figura 8: Efecto de la m-AgalVA y la nitrendipina sobre la liberación evocada por K‘. A, el diagrama de barras ilustra el
bloqueo que ejerció la (o-AgaIVA 100 nM sobre la frecuencia de MEPPs evocados por alto KÍ B, el diagrama de barras
muestra quc la nitrendipina lO uM no afectó la liberación evocada por K'. En ambos casos las fibras tratadas con alto K’ fueron
evaluadas en los mismos músculos control (K‘ 5 mM) luego de al menos 30 min de incubación dc los músculos en la solución
de Ringer con alto IC (lO o 20 mM). Las fibras tratadas con los bloqueantcs de CCVD fueron evaluadas en esos mismos
músculos luego de al menos l hr de incubación con el bloqueantc respectivo. Cada barra representa la media i ES. de al menos
IS fibras por músculo (2-3 músculos luego de 10-14 días dc la desnervación). * P < 04002 cn alto K‘ ausencia (control) versus
presencia (tratado) con el bloqueante de CCVD.
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Figura 9: Efecto de la nitrendipina sobre la latencia del EPP. A, promedio de 50 EPPs evocados a 0.5 Hz, obtenidos en
músculos incubados en solución de Ringcr normal luego de l4 dias de la desnervación. Panel superior: EPPs registrados en la
misma fibra muscular antes (a) y despues (b) de 40 min de incubación con nitrendipiua l0 HM. (a), Vm = -58 mV, m = 2l.6,
latencia l0.l ms; (b), Vm = -62 mV, m = 8.3, latencia [3.2 ms. Panel inferior: EPPs registrados en la misma fibra antes (a) y
después (b) de l5 min de incubación con m-AgalVA I00 nM. (a), Vm = -62 mV, m = 38.3, latencia = 5.l ms; (b), Vm = -62
mV, m = 2, latencia = 5.2 ms. Se mantuvo la misma ld-Tc] antes y despues de agregar cl bloqueante. B, EPPs obtenidos como
en A, en un músculo luego de l2 dias de la desnervación (a) control, (b). (C) y (d) se obtuvieron en la misma fibra luego de 40
min de incubación con nitrendipiua lO uM, w-AgalVA 30 nM y m-AgalVA l00 nM, respectivamente. El Vm varió de -69 mV
(a) a -66 mV (d), |d-Tc] se mantuvo constante durante el experimento. C, efectos de los bloqueantes de CCVD sobre la latencia
del EPP. Los datos se expresan como porcentaje de cambio en la latencia con respecto al valor obtenido en los mismos músculos
antes del agregado de la droga o toxina. Las fibras tratadas fueron evaluadas luego de al menos l hr en presencia del bloqueante
de CCVD respectivo. Las barras representan la media i ES. obtenidas en: 60 fibras de 6 músculos a los 8-l7 dias (w-AgalVA
30 nM); l2 fibras de l músculo a los 12 dias (tn-Cng 5 pM) y 58 fibras de 9 músculos a los ll-32 dias luego de la
desnervueión (nitrendipina lO pM). ' l’ < 0 OOOlen ausencia (control) versus presencia (tratado) del bloqueante de CCVD. C,
cada piuito representa los valores de m y latencia obtenidos en una fibra muscular, cu presencia de nitreudipina lO pM,
expresados como porcentaje dela media del valor control del músculo. Datos tomados de 9 músculos a los l 1-32 dias luego de
la desuervación (Regresión lineal, R2= 0.002).
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El efecto de la nitrendipina sobre la latencia del EPP parece ser independiente de su efecto

sobre el contendido cuántico. Como puede observarse (Figura 9D), no se encontró correlación

(R2 = 0.002) entre el porcentaje de bloqueo del contenido cuántico y el incremento en la

latencia provocados por esta elevada concentración de nitrendipina. En los músculos

normales, la nitrendipina lO uM también provocó un pequeño pero significativo incremento

en la latencia del EPP (Control, 2.] i 0.06 ms, Nitrendipina lO pM, 2.4 i 0.05 ms; P < 0.001,

n = 35 fibras de 3 músculos) sin afectar el m. De la misma manera, en los músculos en

reinervación de >60 días, la nitrendipina lO uM provocó un incremento considerable sobre la

latencia del EPP (% de incremento respecto del control, 32.8 ir.8%, I’ < 0.001, n = 16 fibras

de 2 músculos luego de 62-65 días de la desnervación) sin afectar significativamente el m.

Es importante destacar que a una concentración de l uM, la nitrendipina redujo el m (ver

Figura 3) sin afectar la latencia del EPP en forma significativa (Control, 4.4 i 0.4 ms,

Nitrendipina l pM, 4.7 i 0.5 ms, P > 0.6, n = l2 fibras de l músculo a los 13 días luego de la

reinervación. Control, 2.7 i 0.2 ms, Nitrendipina l uM, 2.9 i 0.2 ms, P > 0.4, n = 13 fibras de

l músculo a los 17 días de la reinervación).

Asimismo, en experimentos preliminares realizados con otra DHP, la isradipina (i PN200­

l lO), encontramos un efecto deprcsor del la liberación, aunque de menor potencia (entre 15 y

30% de bloqueo de la liberación evocada neuralmente) que el efecto causado por la

nitrendipina, probablemente debido a que utilizamos la mezcla racémica del antagonista y el

agonista de los canales de calcio (ver' McDonald y col., l994). Sin embargo el efecto de la

isradipina lO uM sobre la latencia del EPP resultó similar al encontrado con la nitrendipina

(datos no mostrados).

Considerando que en los estadios tempranos de la reinervación las preparaciones

neuromusculares pueden ser más frágiles que las maduras, realizamos un experimento en una

preparación en los primeros estadios de la reinervación para evaluar posibles efectos del

etanol sobre los parámetros en estudio (contenido cuántico y latencia). Se incubó un músculo

en reinervación (lO dias post-desnervación) con 0.1% etanol y se evaluaron el contenido
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cuántico y la latencia (m = ¡4.48 i 2.38; latencia = ¡4.24 i 0.77 ms; n = 6 fibras). Se aumentó

la concentración de etanol a 0.3% y se registraron las fibras tratadas. No se encontraron

diferencias significativas ni en el contenido cuántico ni en la latencia luego de al menos 60

min de incubación con esta concentración de etanol (m = 14.98 i 2.80; latencia = 13.93 i 1.06

ms, n = 6 fibras). Este resultado conjuntamente con la reversibilidad que presentó el efecto de

la nitrendipina ante el lavado en solución de Ringer normal conteniendo 0.01% etanol (datos

no mostrados), descartan la posibilidad de que el efecto de la nitrendipina sobre la liberación

del neurotransmisor se debiese al deterioro de las placas neuromusculares recientemente

formadas durante el curso del experimento.

Los siguientes experimentos se realizaron con el fin de evaluar si el efecto de la nitrendipina

sobre la latencia del EPP podía deberse a una disminución en la velocidad de conducción del

impulso nervioso.

¿fecto de la nitrendipina sobre las corrientes perineurales

En los terminales motores maduros, existe una distribución segregada de canales de Na+ y de

KÏ Los canales de K+,junto con los canales de Ca", solo están presentes en la porción final

de las ramas terminales de los nervios motores. En cambio, los canales de Na+ se hallan

presentes en los últimos nodos y heminodo, siendo muy escasos o inexistentes en la

membrana terminal (Brigant y Mallart, 1982). La figura 11A, ilustra el tipo de señales

perineurales que se obtienen, ante la estimulación del nervio, en un terminal motor maduro

(ver Capitulo l, Figura 7). En los terminales motores en regeneración, hay cambios tanto en la

distribución como en la densidad de los canales iónicos, estando los canales de Na+ y los de

IC, y probablemente también los de Ca”, presentes a los largo de toda la membrana pre­

tenninal y terminal de los nervios motores. Asimismo existe gran variabilidad en la forma de

las señales perineurales a lo largo de las distintas ramas debido a que existe gran

heterogeneidad en el estado de regeneración y mielinización de las mismas (Angaut-Petit y

Mallart, l985a y l985b; Angaut-Petit y col., ¡990).
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En la figura l l B y C, se ilustra el tipo de señales obtenidas en los músculos en reinervación

entre los días l3 y l7 post-desnervación. En algunos casos, particularmente en posiciones

cercanas a puntos de ramificación de las ramas terminales, se detectaron señales muy

complejas (C). Este tipo de señales podrían estar reflejando la actividad de varios axones con

diferentes velocidades de conducción debido a heterogeneidad en su estado de mielinización.

Como puede observarse, la nitrendipina lO uM no tuvo efectos detectables en las corrientes

perineurales obtenidas en los músculos normales (A) pero provocó un incremento en la

latencia de las corrientes perineurales obtenidas en los músculos en reinervación (B y C). Este

resultado es consistente con el marcado efecto de la nitrendipina sobre la latencia de los EPPs

en los músculos en reinervación. Este incremento en la latencia de «0.3 ms, era acompañado

por diversos grados de reducción en la amplitud de la señal. Debe tenerse en cuenta que

pequeñas variaciones en la amplitud de las señales perineurales pueden deberse a artefactos

mecánicos. Estos resultados sugieren que los efectos causados por las altas concentraciones de

nitrendipina sobre la latencia del EPP se deben a modificaciones en la velocidad de

conducción de las señales a lo largo del axón.

w . . . 2
Corr/entes perineurales de ( .a ' (Ica)

Con el fin de evaluar en forma más directa la acción de los bloqueantes de CCVD sobre la

entrada de Ca2+a los terminales sinápticos, se intentó obtener las corrientes perineurales de

Ca2+ en los terminales motores en reinervación. Se probaron varias combinaciones de

bloqueantes de los canales de potasio, y se aumentó la [CazlXI de 2 a 6 y 10 mM, ya que en

algunos casos se obtenían señales muy pequeñas y de corta duración y en otros no era posible

obtener señales que pudiesen ser adjudicadas a la entrada de Ca2+al terminal. Esta dificultad

en obtener señales de Ca“ fue previamente reportada por Angaut-Petit y Mallart (l985 a y b)

utilizando la técnica de registro extracelular focal en los terminales motores en regeneración

del músculo triangularis sterni del ratón.

En la figura l2 se muestran algunos de los experimentos en los que se pudo obtener una

corriente saliente, luego de la aplicación de distintas combinaciones de los bloqueantes de los
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canales de potasio TEA, DAP y Ba“, la cual muy probablemente refleje la entrada de Ca2+a

los terminales sinápticos. En todos estos experimentos preliminares, lo que se observó luego

de 10-30 min de la aplicación de estos bloqueantes, fue la presencia de disparos repetitivos

ante un estímulo y en muchos casos de disparos espontáneos a una frecuencia muy elevada

(>20 Hz). En A y B, se observa que aparece una corriente saliente luego de la incubación con

los bloqueantes, pero las mismas resultaron de corta duración e inestables. En E, se observa

que la corriente saliente de larga duración obtenida luego de la incubación con TEA, DAP y

Ba2+y Ca2+ l0 mM (trazo a), desapareció en forma espontánea luego de la aparición de los

disparos repetitivos (trazo b) que no pudieron ser evitados aún en presencia de esta elevada

[Ca2+]cx..El aumento de Ca2+ de 2 a 10 mM produjo un corrimiento en la latencia de la señal

(comparar C y D), consistente con la disminución en la excitabilidad que produce el aumento

de iones divalentes en el medio extracelular (Hille, l992). Cabe señalar que en experimentos

realizados en los músculos en reinervación, observamos que la disminución del Ca2+

extracelular de 2 a 0.6 mM causaba una disminución en la latencia de las corrientes

perineurales y del EPP (datos no mostrados).

El curso temporal que presentan las corrientes salientes obtenidas en presencia de los

bloqueantes de los canales de K+ y el hecho de que las mismas se inactivaran rápidamente

debido a la alta frecuencia de disparos, sugiere que se trataría corrientes de Ca2+regenerativas

similares a las que se obtienen en los terminales maduros del ratón y de la rana (ver Capítulo

l, Figura 8C y Capítulo 2, Figura 7A). En estos experimentos preliminares realizados en los

terminales inmaduros, no se pudo revenir el fenómeno de disparos repetitivos mediante el

aumento de [Ca2+],.,ani mediante el uso de procaína. Esta elevada inestabilidad de las

corrientes de Ca2+impidió la evaluación del efecto de las drogas y toxinas antagonistas de los

canales de Ca“. Sería interesante investigar más a fondo la cuestión de la inactivación de las

corrientes de Ca2+durante la maduración, dado que este fenómeno podría estar relacionado

con la rápida fatiga que presentan las placas recientemente formadas ante la alta frecuencia de

estimulación (Bennett y col., l973)
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Figura ll: Efecto de la nitrendipinu sobre las corrientes perineurnles. A Registro representativo de las corrientes
perineurales obtenidas en una preparación normal ineubada en solución de Ringer en presencia de d-Tc 50 pM (línea continua)
y luego de 50 min de haber agregado nitrendipina (IO pM) a la solución del baño (linea de puntos). La flecha indica la descarga
pasiva del temtinal asociada con la propagación del potencial de acción, (Nn') indica la corriente entrante de Na' en el sitio de
registro y (K') refleja la suma de la corriente entrante de Caz' y la corriente saliente de K' en el tenninal. Nótese que la
nitrendipina no provocó cambios dctcclablcs cn la latencia de la señal. B y C son registros representativos de las corrientes
perineurales que se obtienen en las ramas terminales dc los músculos en reincrvación (I4-I7 días luego de la desncrvacíón)
incubados en solución de Ringer, en presencm de d-Tc 20 pM (lineas continuas) y luego de 30 min (B) o 60 min (C) de haber
agregado nitrcndipina (IO HM) a la solución del baño (lineas punteadas). Nótese que la nitrendipina provocó un aumento en la
latencia dc las señales y que en C, este aumento de la latencia es acompañado por una considerable reducción en la amplitud de
la señal. Todos los trazos son el promedio de IOrespuestas sucesivas evocudas a una frecuencia de 0.5 Hz. Para mayor claridad,
se redujeron los artefactos del estimulo.
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0.5 mV
0.5 mV

5 ms 5 ms

50 ms

Figura ¡2: Corrientes perineurales de Caz' (lu). A, Señales perineurales obtenidas en un músculo en reinervación (13 d)
incubado en solución de Ringer normal [d-TC] = 30 pM (a) y luego de agregar DAP 250 pM y TEA IO mM. (a), promedio de
lO episodios a 0.5 Hz; (b), l episodio. B, señales perineurales obtenidas en un músculo cn reinervación (35 d) incubado en
solución de Ringer normal |d-TC] = 30 pM (a) y luego de agregar TEA lO mM y BaClz 200 uM (b). En el inserto se muestra la
actividad espontánea registrada 5 min después dc haber obtenido el trazo (b). (a), promedio de 3 episodios a 0.5 Hz, (b), l
episodio. C, señal perineural obtenida en un músculo cn reinervación (l3 d) en solución de Ringer nomial en presencia de d-TC
30 pM. D, la misma señal que en C luego de lO min del agregado de TEA lO mM, BaClz 200 uM, DAP 250 uM y de aumentar
la [Caz'lw a lO mM. Nótese el cambio en la latencia de la señal. E, el trazo (a) fue tomado luego de registrar la señal que se
muestra en D y el trazo (b) fue tomado 5 min despues del trazo (a). Para mayor claridad, se redujeron los artefactos del estimulo.

120



('apílulo 3

Discusión

En las placas recientemente formadas del ratón, la liberación evocada del neurotransmisor es

fuertemente antagonizada por la (o-AgalVA, bloqueante de los canales de tipo P y Q. La

sensibilidad de la liberación de Ach a la acción de esta toxina (30 y 100 nM provocaron N50 y

95% de bloqueo, respectivamente) es similar a la que presentan los músculos normales (leo =

14.4 nM; l00 nM > 95% de bloqueo; ver Capitulo l) y está de acuerdo con resultados previos

en roedores (Protti y Uchitel, l993; Hong y Chang, 1995; Wessler y col., 1995) y humanos

(Protti y col., ¡996).

Asimismo, se observó que durante la reinervación, la (o-Cng no afecta la liberación evocada

neuralmente en forma significativa. Esto indica que los canales de tipo N, como ocurre en las

placas maduras del ratón (Sano y col., 1987; Protti y Uchitel, l99l; Bowersox, l995; Wright y

Angus, l996; ver además Capitulo l), no contribuyen a este tipo de liberación.

Contrastando con la similitud en los efectos de la (o-AgalVA y la (o-Cng en las preparaciones

normales y en regeneración, se observó que el bloqueante de CCVD de tipo L, nitrendipina,

reduce significativamente la liberación evocada neuralmente en las placas inmaduras (l uM

bloquea «40%) y no resulta efectivo para antagonizar este fenómeno en las placas maduras.

Esta falta de efecto de las dihidropiridinas en la transmisión sináptica en músculos normales

ya había sido previamente reportada (Penner y Dryer, 1986; Atchinson, ¡989). La reducción

de la liberación evocada por el bloqueante de tipo L en las placas recientemente formadas está

de acuerdo con datos previos que indican que los canales de tipo L están involucrados en la

liberación de Ach en sinapsis neuromusculares en desarrollo (Gray y col., 1992; Fu y Huan,

1994). Asimismo, en experimentos realizados en nuestro laboratorio (Santa Fe y Uchitel,

trabajo en preparación) en placas neuromusculares de ratón alteradas por la acción de la

toxina botulínica, se encontró que la liberación del neurotransmisor es también fuertemente

antagonizada por la nitrendipina (> 60% de bloqueo a una concentración de l pM). La toxina

botulínica inhibe la liberación de Ach causando parálisis neuromuscular, la cual es luego

l2]



(.‘upílulo 3

superada por la formación de nuevas sinapsis a partir de brotes (“Sprouting”) del axón original

(Gunderscn y Miledi, ¡982; Angaut-Pctit y col, 1990).

Nuestros resultados sugieren que en estas sinapsis recientemente formadas, tanto los VDCC

de tipo P como los de tipo l, están involucrados en la liberación del neurotransmisor. Sin

embargo, el bloqueo de los CCVD de tipo P es suficiente para suprimir completamente la

liberación. En principio, descartamos que el efecto de la nitrendipina pueda deberse a un

efecto inespecífico de las dihidropiridinas sobre las corrientes de tipo P, como se reportó en

miocitos y en varios tipos de neuronas de rata (Brown y col., 1994, Diochot y col, 1995),

debido a que esta droga no resultó efectiva para bloquear la transmisión sináptica en los

músculos control aún a elevadas concentraciones (IO y 20 gM) ni para bloquear la liberación

evocada por K+ tanto en los músculos en reinervación como en los músculos control. La

superposición del efecto de la co-AgalVA (>95%) y de la nitrendipina (w 40%) sobre la

liberación evocada neuralmente podría explicarse si la población de CCVD involucrados en

este tipo de liberación en las placas inmaduras presentase un perfil farmacológico mixto. En

las células grano de cerebelo se ha descripto recientemente una población de canales sensibles

a la (o-AgalVA con un perfil farmacológico que no coincide con el de los CCVD de tipo P

debido a que presentan sensibilidad a las dihidropiridinas y a la w-Cng (Pearson y col.,

1995). Sin embargo, considerando la no linealidad de la relación entre la liberación de

neurotransmisor y [CaHLM(Dodge y Rahamimoff, 1967; Dennis y Miledi, l974b), los efectos

superpuestos de los bloqueantes de CCVD sobre la liberación no pueden ser explicados

simplemente en base a una superposición de los efectos sobre la corriente de calcio en la

presinapsis, dado que una pequeña reducción de la misma puede tener un efecto muy

importante sobre la liberación del neurotransmisor. Otra posibilidad para explicar esta

superposición de los efectos de la m-AgaIVA y la nitrendipina es que en estas sinapsis

recientemente formadas, cada sitio de liberación esté controlado por más de un tipo de CCVD,

como se describió en el SNC de mamíferos (Mintz y col., ¡995; Reuter, 1995). Para evaluar

cualquiera de estas hipótesis, sin embargo, seria necesario poder medir los efectos de los

antagonistas directamente sobre las corrientes de Ca2+
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El efecto de las altas concentraciones de nitrendipina sobre la latencia de la respuesta evocada

y de las corrientes perineurales sugiere que podría haber canales sensibles a las DHPs

involucrados en la generación del potencial de acción a lo largo de los axones y terminales

sinápticos en regeneración. El bloqueo de estos canales podria explicar el incremento en la

latencia de las corrientes perineurales que se observa en presencia de nitrendipina. Esto a su

vez podría afectar la amplitud/y o duración de la despolarización presináptica y

consecuentemente modificar la cantidad de neurotransmisor liberado por impulso nervioso

(Katz y Miledi, 1970; Brigant y Mallart, 1982; Konishi, 1985; Augustine y Charlton, l986;

Augustine, 1990; Argentieri y c0|., l992; Vantapour y Harvey, 1995). El bloqueo parcial de la

corriente de Na+ puede provocar un aumento en la latencia de las señales perineurales y este

bloqueo puede causar asimismo una disminución en la liberación del neurotransmisor

(Konishi, 1985). Sin embargo, el aumento en la latencia de la señales perineurales no

necesariamente se asocia con una reducción de la liberación del neurotransmisor. Nosotros

hemos encontrado por ejemplo, que la latencia de las señales perineurales puede ser

modificada por las variaciones en [Caz+]cx.,en forma consistente con una modificación en la

excitabilidad de la membrana neuronal (Hille, 1992), y que el aumento o disminución de la

latencia es opuesto al aumento o disminución de la liberación que se esperaría al variar la

[Can],XI (Dodge y Rahamimoff, 1967; Dennis y Miledi, l974b). Asimismo, Angaut-Petit y

Mallart, (l985b), reportaron que el bloqueo de los canales de potasio en los terminales

motores del ratón durante la reinervación producía en muchos casos un aumento en la latencia

de las corrientes perineurales y que los mismos provocaban siempre una potenciación de la

liberación.

Es ampliamente conocido que durante el desarrollo, los potenciales de acción tanto en los
. . 2+

somas neuronales como en las neuritas de muchos Sistemas presentan un componente de Ca

predominante (ver revisiones por Spitzer, ¡979, 1994). Asimismo, se ha demostrado

recientemente, en axones no mielinizados de neuronas en cultivo del ganglio de la raíz dorsal
7- , . .

de la rata, que el Ca" entrando a traves de canales de caICIo presentes en los axones tiene un

rol importante en la regulación de la propagación del potencial de acción (Lüscher y col,
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1996). Durante el desarrollo y la reinervación de la placa neuromuscular, basándose en el

efecto de las dihidropiridinas, la entrada de Ca2+ a través de CCVD de tipo L ha sido

implicada en procesos como crecimiento neurítico (“sprouting”) luego de un daño al nervio

motor (Angelov y col., l996) y en la retracción de las neuritas durante la eliminación de la

inervación polineural (Zhu y Vrbová, 1992). Otra evidencia reciente que sugiere la presencia

de CCVD de tipo L en las membranas de los terminales motores en regeneración es el estudio

realizado por Shitaka y col. ( l996), quienes muestran que el factor de crecimiento básico de

fibroblastos (bFGF) además de promover el crecimiento neurítico, incrementa la cantidad de

canales de tipo L funcionales en el soma y neuritas de neuronas fetales de hipocampo de rata

en cultivo. Estudios previos realizados con co-cultivos nervio-músculo de Xenopus (Dai y

Peng, l99l), habían sugerido que el bFGF, al aumentar la actividad de los canales de Ca2+

presentes en las membranas del terminal, podría ser una de las señales mediadas por el

contacto nervio-múscqu involucradas en la maduración de las sinapsis neuromusculares.

En forma consistente con esas evidencias, nuestros resultados también sugieren la presencia

de CCVD de tipo L a lo largo de los axones en regeneración, sin embargo, no podemos

descartar que las altas concentraciones de nitrendipina (5-10 uM), aparte de bloquear a los

canales de Ca”, estén afectando otros tipos de canales iónicos. Hay evidencias de que las

DHPs, aparte de bloquear a los CCVD de tipo L, afectan a las corrientes Na+ y de IC en un

rango de concentración similar al necesario para bloquear completamente las corrientes de

calcio (Lee y Tsien, l983; McDonald y col., l994). En miocitos en cultivo, se ha reportado

que la nitrendipina a una concentración de l0 uM inhibe «50% de la corriente a través de los

canales de Na+ (Yatani y Brown, 1985).

Si bien en los músculos normales no se encontraron efectos detectables de la nitrendipina

sobre la latencia de las corrientes perineurales, considerando que esta droga causó un pequeño

pero significativo aumento en la latencia del EPP en estos mismos músculos (al igual que en

los músculos en reinervación de > 60 días), las diferencias en los efectos de esta droga sobre

la liberación entre las placas maduras y las recientemente formadas, podrian explicarse en

base a una distribución y proporción diferente de canales iónicos a lo largo de los axones y

terminales presinápticos de los nervios normales y en regeneración (Bostok y col., 1981;
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Angaut-Petit y Mallart, l985a, l985b; Mallart, l985a). Si la nitrendipina estuviese

bloqueando una dada fracción de canales (ya sea de Ca“, de Na+ o de ambos tipos) presentes

a lo largo de las membranas pre-terminales y terminales de los axones normales y en

reinervación, esta fracción sería despreciable en términos de la cantidad de neurotransmisor

liberado en los terminales normales (ver Brigant y Mallart, l982) pero se tornaría importante a

lo largo de los nervios en regeneración donde el factor de seguridad para la conducción de un

impulso hasta el terminal presináptico está significativamente disminuido (Dennis y Miledi,

l974a; Shraeger, 1993). Además, en estos terminales sinápticos inmaduros, el acople entre la

despolarización presináptica y la liberación del neurotransmisor podría ser menos eficiente.

Otro punto que sugiere que la sensibilidad a la nitrendipina de Ia liberación evocada

neuralmente podría estar dada por canales de Ca2+involucrados, junto con los de Na+, en la

generación de la espiga presináptica y que los mismos estarían más alejados de los sitios de

liberación que los CCVD de tipo P, es el hecho de que la (o-AgalVA es capaz de antagonizar

tanto la liberación evocada neuralmente como la evocada por alto K+, mientras que la

nitrendipina solo es efectiva para reducir la liberación evocada por estimulación nerviosa. Sin

embargo, como se ha reportado en otras preparaciones, los CCVD involucrados en ambos

tipos de liberación podrían ser diferentes (Momiyama y Takahashi, l994). Además, dado que

los canales de tipo L requieren de grandes despolarizaciones para activars'e (ver Hille, 1992),

otra posible explicación para la falta de efecto de la nitrendipina sobre la liberación evocada

por alto K}rpodría deberse a que la despolarización producida por este tratamiento no hubiese

sido suficiente para obtener una contribución significativa de los CCVD de tipo L en este tipo

de liberación.

La falta de efecto de la w-AgalVA y de la nitrendipina sobre la frecuencia basal de MEPPs,

indica que la liberación espontánea de Ach, como ocurre en las sinapsis maduras del ratón, no

depende de la entrada de Ca2+a través de canales de tipo P (Protti y Uchitel, 1993; Hong y

Chang, 1995) o L (Atchinson, 1989). Asimismo, el hecho de que ninguno de estos dos

bloqueantes afecten la amplitud de los MEPPs, descarta la posibilidad de que su impacto

sobre las amplitudes de los EPl’s puedan deberse en parte a un efecto sobre el tamaño del

cuanto o a un efecto post-sináptico.
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En conclusión, los resultados presentados muestran que en las placas recientemente formadas

de la unión neuromuscular del ratón, como ocurre en las sinapsis maduras, los canales de tipo

P tienen un rol prominente en el disparo de la liberación evocada mientras que los canales de

tipo N no tienen una participación significativa en este proceso. Contrariamente a lo que

ocurre en las placas normales, en los terminales motores en regeneración, tanto la velocidad

de conducción como la liberación del neurotransmisor se vuelven altamente sensibles a la

nitrendipina. Esto sugiere que en las sinapsis inmaduras de la unión neuromuscular de

mamíferos, los CCVD de tipo L están involucrados en el control de la transmisión sináptica.

Nota: Queremos señalar que luego de la finalización de esta Tesis, Sugiura y Ko (Journal of Neuroscience,
Febrero de 1997, l7(3), IIOl) publicaron un trabajo en el cual, en forma consistente con nuestros resultados,
encuentran que los canales de tipo L se hallan involucrados en la modulación de la liberación de Ach en las placas
neuromusculares de venebrados recientemente formadas.
Los experimentos reportados fueron realizados en la placa neuromuscular de la rata durante el desarrollo normal y
de la rana y el ratón durante la reinervación. Estos autores encuentran que las DHPs provocan un aumento en la
liberación de Ach en los estadios muy tempranos de la maduración de estas sinapsis, mientras que nosotros, al
igual que lo reponado para sinapsis inmaduras de aves y anfibios (Gray y col, ¡992; Fu y Huan, l994),
encontramos que provocan una disminución de la liberación. No podemos dar una clara explicación,
principalmente para las diferencias encontradas por estos autores en la preparación de ratón. Suponemos que tanto
el tipo de DHP utilizado (McDonald y col., l994) como las condiciones experimentales (relación Can/Mg” y
patrón de estimulación) a las que fueron sujetas las preparaciones, podn’an ser los factores que determinen, al
menos en parte, esta discrepancia. A pesar de esto, existe concordancia en cuanto a la presencia de canales de tipo
L en los terminales inmaduros de la placa neuromuscular de vertebrados.
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Conclusiones

La sensibilidad que presentan los distintos procesos mediados por Ca2+ a drogas y toxinas

antagonistas de CCVD (ver tabla más abajo), indica que en los terminales motores maduros

del ratón, la entrada de Ca2+desde el medio extracelular ocurre principalmente a través de

CCVD de tipo P (y/o Q), sin que haya una participación significativa de los CCVD de los

tipos N y L. Todos los procesos evaluados, exceptuando la liberación basal, son altamente

sensibles a las toxinas que tienen como blancos a los canales de tipo P y Q (FTX, co-AgaIVA,

co-MVIIC y m-MVIID) y resultan insensibles a los bloqueantes específicos de los canales de

tipo N (ro-Cng ) y L (DHPs).

En los terminales motores maduros de la rana, en cambio, la entrada de Ca2+ ocurre

principalmente a través de canales de tipo N. Nuestros resultados muestran que si bien todos

los procesos evaluados resultan sensibles a la (n-Cng, esta población de canales no sería

homogénea, al menos desde el punto de vista farmacológico, ya que tanto la lcn como la

liberación del neurotransmisor presentan una farmacología que no coincide con los CCVD de

tipo N clásico debido a que también son sensibles a la FTX. Por un lado, el hecho de que la

FTX sea capaz de bloquear la liberación tan eficientemente en la rana como en el ratón

sugiere que los canales acoplados a la liberación de Ach en ambos sistemas comparten un sitio

común reconocido por esta toxina. Por el otro, el efecto diferencial de la (o-AgalVA y de la co­

Cng en ambas preparaciones, tanto en las corrientes presinápticas como en el proceso de

liberación del neurotransmisor, muestran que los canales acoplados a la liberación de Ach en

estas dos especies, son diferentes.

En los terminales motores inmaduros del ratón, los canales de tipo P (y/o Q), al igual que en

las placas maduras, cumplen un rol fundamental en la entrada de Ca2+que media la liberación

evocada de Ach. Asimismo, la entrada de Ca2+a través de los CCVD de tipo N no contribuye

significativamente en este proceso. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en los

terminales maduros, los canales de tipo L parecen tener una participación relevante en la

modulación de la liberación del neurotransmisor.

127



(_biie/aviones

Sensibilidad de la liberación del neurotransmisor y las corrientes presinápticas a los

EPP
(contenido cuántico)

fMEPP

(evocada por alto
+

fMEl’l’

(basal)

lKCn

antagonistas de CCVD

Ratón

(Normal)

(o-AgalVA (+)
FTX (+)
(n-MVllC (+)
(D-MVHD (+)
(o-Cg'l‘x (-)
DHPs (-)

co-AgalVA(+)
DHPs (-)
(o-Cng(i)

co-AgalVA (-)
FTX (+ aumento)
co-MVllC (-)
m-Cng(i)
DHPs (-)

co-AgalVA (+)
FTX (+)
(o-MVllC (+)
(o-Cng (-)
DHPs (-)

m-AgalVA (+)
FTX (+)
(o-MVllC (+)
(o-Cng (-)

Ratón
(Reínervación)

m-AgalVA (+)

m-Cng (-)
DHPs (+)

(o-AgalVA (+)
DHPs (-)

co-AgalVA (-)

DHPs (—)

n.d.

n.d.

Rana
(Normal)

(o-AgalVA (-)
FTX (+)

co-Cng (+)
DHPs(-)

n.d.

FTX (+ aumento)

m-Cng (i)
DHPs (-)

(o-AgalVA (-)
FTX (+ parcial)

m-Cng (+)

FTX (—)

co-Cg'l‘x (+)

Nota: Esla labln fue construida en base n resultados de este estudio (se muestran en negrita) y a datos previamente reportados
(Kerr y Yoshikami, l984', Sano y col, l987', Penner y Drycr, l986; Anderson y Harvey, 1987; Alchinson, l989; Grinell &
Pawson, l989; Prolli y col, |99| Uchitel y col, l‘)‘)2; Prolti y Uchilel, l993; Bowersox y col, ¡995).
(+) sensible; (-) insensible; (i) sensible solo a muy altas concentraciones.
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En resumen, los resultados obtenidos a lo largo de este estudio nos permiten concluir que en la

placa neuromuscular de vertebrados, desde el punto de vista farmacológico, existe

heterogeneidad en los tipos de canales de Ca2+acoplados al proceso de liberación de Ach en

distintas especies. Asimismo, en una misma especie, las condiciones fisiológicas y/o

patológicas pueden modificar el grado de participación de los distintos tipos de canales

acoplados al proceso de liberación del neurotransmisor. El significado funcional de esta

diversidad queda aún por esclarecerse.
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Resumen

Introducción

El Ca2+es un eslabón clave entre la llegada del potencial de acción al terminal sináptico y la
liberación del neurotransmisor (Katz, 1969; Katz & Miledi, 1970). El rápido incremento en
[Ca2+],.,“que ocurre ante la despolarización de la membrana terminal es el resultado de la
apertura de canales de Ca2+dependientes de voltaje (CCVD) que permiten la entrada de Ca2+
desde el medio extracelular (Llinás y col., 1976; Augustine & Charlton, ¡986). Basándose en
sus características biofrsicas y farmacológicas se han descripto varias clases de CCVD, los
cuales han sido clasificados en los tipos T, L, N y P (Bean 1989; Llinás y col., 1992; Olivera y
col., l994; Dunlap y co|., ¡995). Más recientemente han sido descriptos los canales de tipo Q,
un tipo de canal estrechamente relacionado con los de tipo P, y los canales tipo R, los cuales
son resistentes a cualquiera de las drogas y toxinas antagonistas de los otros tipos de CCVD
(Zhang y col., l993; Randall & Tsien, l995). Se ha mostrado que varios de estos CCVD,
particularmente los de tipo N, L, P y Q, están involucrados en la liberación del
neurotransmisor en diferentes sinapsis (ver Olivera y col., ¡994; Dunlap y col., 1995).

En Ia placa neuromuscular madura del ratón, la transmisión sináptíca es mediada por la
entrada de Ca2+a través de canales de tipo P (y/o Q) (Uchitel y col, l992; Protti & Uchitel,
1993; Bowersox y col., 1995; Hong & Chang, 1995; Wright & Angus, ¡996). En esta
preparación se ha demostrado que la w-AgalVA, un bloqueante de CCVD de tipo P y Q,
ejerce un fuerte efecto inhibitorio sobre la liberación de [3H]ACh (Wessler y col., l995), las
corrientes presinápticas de Ca“ y sobre la liberación evocada neuralmente y por alto K+
(Protti & Uchitel, l993, Hong & Chang, 1995; Bowersox y col., 1995; Wright & Angus,
1996). En vista de la falta de efectos de la (u-Cng (Sano y col., 1987, Protti y col., 199];
Bowersox y col., 1995) y las DHPs (Atchinson, ¡989), se piensa que los canales de tipo N y L
no tienen una participación significativa en el proceso de liberación en condiciones normales.
En la placa neuromuscular de la rana, se demostró que la (o-Cng ejerce un fuerte efecto
antagónico sobre la liberación (Kerr & Yoshikami, 1984; Sano y col., 1987; Koyano y col.,
1987) mientras que los antagonistas de los canales de tipo L resultan ineficaces (Sano y col.,
1987). Se ha demostrado también que los sitios de unión de la (o-Cng están co-localizados
con las zonas activas de liberación dela presinapsis enfrentados justo a los sitios de unión de
la a-bungarotoxina en la postsinapsis (Robitaille y col., 1990; Cohen y col., 1991). Estas
evidencias indican que los canales de tipo N se hallan involucrados en el proceso de
liberación en este sistema. Durante el curso de la maduración de la unión neuromuscular de

vertebrados, se han reportado cambios en la farmacología de los CCVD acoplados al proceso
de liberación en aves (Gray y col., l992) y anfibios (Fu & Huang, 1994). Se desconoce, sin
embargo, la farmacología de los canales de Ca2+acoplados al proceso de liberación en las
sinapsis recientemente formadas de la unión neuromuscular de mamíferos.

Objetivos

El propósito de este estudio fue evaluar por medio de técnicas electrofisiológicas y
farmacológicas que tipos de CCVD están involucrados en la liberación del neurotransmisor
en la placa neuromuscular normal de mamíferos (ratón) y anfibios (rana) y correlacionar el
perfil farmacológico del proceso de liberación con el de las corrientes presinápticas de calcio
y de potasio activada por calcio, lc, y ch", respectivamente. Otro objetivo del presente trabajo
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fue evaluar si se producen cambios en los CCVD acoplados al proceso de liberación durante
la reinervación de la placa neuromuscular.

Métodos

Para estudiar la placa neuromuscular normal del ratón, los experimentos se llevaron a cabo en
el músculo diafragma o en el levator auris Iongus de ratones macho adultos de la cepa Swiss
de 20-30 g de peso corporal. Para estudiar las placas del ratón durante la regeneración, se
utilizaron ratones adultos a los cuales se les había provocado un daño “crush” a la rama
auricular posterior del nervio facial que inerva al levator auris izquierdo. Los animales control
y los desnervados en diferentes etapas luego de la restauración de la transmisión sináptica
fueron anestesiados e inmediatamente desangrados. Par estudiar la placa neuromuscular de la
rana los experimentos se realizaron en el músculo cutaneous pectoris de Rana caluesbiana de
40-60 g de peso corporal. Las ranas fueron matadas por doble punción (medular-cerebral). El
músculo correspondiente, junto con el nervio motor que lo inerva, fue removido y luego
disecado en una caja de Petri con base de Sylgard conteniendo la solución de Ringer normal
adecuada para cada preparación. Para ratón, (en mM): NaCl, l37; KCI, 5; CaClz, 2; MgSO.,
l; NaHCO3, 12; NazHPO4, I; glucosa, l l, continuamente burbujeados con 95% 02 / 5% C02.
Para rana, (en mM): NaCl, ll5; KCl, 2', CaClz, l.8; MgClz, l y HEPES, 5; pl-l 7.3. La
preparación fue luego transferida a la cámara de registros a la cual se le suministró las
distintas soluciones de trabajo. Los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente
(19-23 °C), excepto en algunos casos en los cuales se varió la temperatura de la cámara de
registros. la misma fue controlada (i l °C) por medio de dispositivos termoeléctricos Peltier.
Los potenciales de placa evocados (EPPs) y espontáneos (MEPPs) fueron registrados
intracelularrnente con microelectrodos de vidrio convencionales llenados con KCl 3M

(resistencia 10-20 MQ). El contenido cuántico de la respuesta evocada en solución de Ringer
normal se evaluó por el método de la varianza (Martin, ¡966). La contracción muscular fue
suprimida por medio de d-tubocurarina. Luego de impalar una fibra muscular, el nervio fue
estimulado, mediante un electrodo de succión, en forma continua durante l min a 0.5 Hz y
luego se registraron 50-100 EPPs sucesivos. En las solución de bajo Can-alto Mg2+ , el
contenido cuántico se evaluó por el método directo o por el método de las fallas (Martin,
1966). Las corrientes presinápticas se registraron mediante microelectrodos de vidrio llenados
con NaCl 2M (resistencia 5-15 MQ) insertados, bajo control visual, en la vaina perineural de
las ramas finas del nervio (Mallart, l985a). Los músculos fueron incubados en solución de
Ringer normal en presencia d-tubocurarina 30-50 pM. La lcn y la Inc-A) se obtuvieron
mediante el agregado de bloqueantes de los canales de potasio.

Para discriminar los distintos tipos de canales de Ca2+presentes en estos terminales motores
se utilizaron las siguientes drogas y toxinas: Nitrendipina, una dihidropiridina antagonista de
los CCVD de tipo L. FTX, toxina derivada del veneno de la araña Age/enopsis aperta,
bloqueante de los CCVD de tipo P. (o-AgalVA, toxina derivada del veneno de la araña
Age/enopsis aparta, bloqueante de los CCVD de tipo P y Q. co-Cng, toxina derivada del
veneno del caracol marino COÏIZISgeographus bloqueante de los CCVD de tipo N. (o-MVIID
y (o-MVllC toxinas derivadas del veneno del caracol marino (.‘onusmagus, bloqueantes de los
canales de tipo N, P y Q.
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Resultados

Placa Neuromuscu/ar Normal del Ratón

La (o-AgalVA (l00 nM) y las omega conotoxinas (o-MVIlC (l pM) y (o-MVllD (3 uM),
antagonizaron fuertemente la liberación del neurotransmisor (> 80-90% de bloqueo). La co­
Cng (5 uM) y la nitrendipina (lO-20 uM) no resultaron efectivas.

La liberación fue más sensible a la acción de la co-MVllC (leo = 39 nM) que a la (o-MVIlD
(le0 = 1.37 pM). Luego de bloquear la liberación casi completamente (contenido cuántico N
0.3% de su valor control) con co-MVllC 3 uM, elevar la [Ca2+]m de 2 a lO mM causó un
incremento de N2Ox,tanto en el contenido cuántico estimado como en la amplitud del EPP.

La liberación evocada en solución de bajo Ca2+-alto Mg” (baja probabilidad de liberación,
contenido cuántico = 2.02 i 0.08) y la liberación evocada en Ringer normal (contenido
cuántico = 90.5 i 3.7) presentaron la misma sensibilidad a la acción de la co-AgalVA (IC50=
16.8 nM y 14.4 nM, respectivamente)

Tanto la lc“ como la lKCu,resultaron altamente sensibles a bajas dosis de co-AgalVA (lO-30
nM). Estas corrientes presinápticas fueron también fuertemente antagonizadas por la co­
MVllC (l uM).

Placa Neuromuscu/ar Normal de la Rana

La liberación evocada fue bloqueada por la FTX (le0 = 0.02 pl/ml) y por la co-Cng (l pM)
pero no fue afectada por la m-AgalVA (0.5 uM). La FTX (0.1 pl/ml) causó un incremento de
«2x en la frecuencia de MEPPs tanto en la solución de Ringer normal como en la de bajo
Cap/alto Mg2+y no afectó la amplitud de los MEPPs en ninguna de las dos condiciones.

La IC,Ifue bloqueada completamente por la (o-Cng (S uM), parcialmente bloqueada por la
FTX (l pl/ml) y no fue afectada por la co-AgalVA (0.5 pM).

La lKC.resultó fuertemente antagonizada por la caribdotoxína (300 nM), bloqueante de los
canales de K+ activados por Ca“, y completamente suprimida por BaCl2 (200 pM). Esta
corriente fue también bloqueada por la co-Cng (5 uM) y por CdCl2 (200 uM) pero no fue
afectada por la FTX (l pl/ml). El bloqueo ejercido por la (¡J-Cng no pudo ser revertido por el
aumento del [CauLm a lO mM.

Placa Neuromuscu/ur de Ratón en Regeneración

La liberación evocada neuralmente fue bloqueada por la (o-AgalVA, (30 y 100 nM causaron
«50 y 90% de inhibición, respectivamente). La (o-Cng (l y 5 uM), como ocurre en las placas
normales, no afectó significativamente este tipo de liberación durante la reinervación. La
nitrendipina (l-IO pM), antagonizó fuertemente la liberación (e 40-60% de bloqueo) en estos
terminales inmaduros.

La liberación espontánea no resultó dependiente de la entrada de Ca2+a través de los CCVD de
tipo P ni de tipo L. Ni la co-AgalVA 100 nM ni la nitrendipina lO uM, afectaron la amplitud o
la frecuencia de los MEPPs.
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La liberación evocada por alto K+ fue dependiente de la entrada de Ca2+a través de CCVD de

tipo P y/o Q (w-AgalVA lOOnM redujo w 70% de la frecuencia de MEPPs evocada por K+).
Los canales de tipo L no parecen participar de este tipo de liberación ya que la nitrendipina lO
uM careció de efecto alguno.

En los músculos en reinervación, la nitrendipina (lO uM), indujo un aumento significativo (N
25%) en la latencia del EPP. Esta droga también provocó un incremento (N 0.3 ms) en la
latencia de las corrientes perineurales. La co-Cng y la co-AgalVA no causaron ningún efecto
sobre la latencia del EPP.

Conclusiones

El fuerte efecto inhibitorio sobre la liberación del neurotransmisor y las corrientes
presinápticas lu, e lKCu,ejercido por todas las toxinas que tienen como blanco a los canales de
tipo P y Q y la falta de efecto de los bloqueantes específicos de los canales de tipo N y L,
aportan más evidencias de que la transmisión sináptica en los terminales motores normales de
la placa neuromuscular de mamíferos, es mediada por la entrada de Ca2+a través de CCVD de
tipo P (y/o Q) y que los canales de tipo N y L, no tienen una participación significativa en este
proceso.

En los terminales sinápticos normales de la rana, el influjo de Ca2+es mediado principalmente
por CCVD de tipo N. Sin embargo, el hecho de la (o-Cng antagonizara todos los procesos
dependientes de Ca2+mientras que la FTX afectara fuertemente la liberación y parcialmente la
lcu sin afectar la lKCu,sugiere que en estos terminales motores habría dos poblaciones de
canales m-Cng sensibles, una de las cuales no tiene un perfil farmacológico compatible con
los canales de tipo N clásicos. La liberación del neurotransmisor estaría mediada por esta
población de CCVD con farmacología mixta.

En las sinapsis recientemente formadas de la placa neuromuscular del ratón, como ocurre en
las sinapsis maduras, los canales de tipo P (y/o Q) tienen un rol prominente en la liberación
evocada del neurotransmisor y los canales de tipo N no participan significativamente de este
proceso. Asimismo, la conducción de la señal nerviosa y la liberación del neurotransmisor se
vuelven altamente sensibles a la nitrendipina. Esto sugiere que los canales de tipo L participan
del proceso de liberación del neurotransmisor en las sinapsis inmaduras de la placa
neuromuscular de mamíferos.

Podemos concluir que en la placa neuromuscular de vertebrados, desde un punto de vista
farmacológico, existe heterogeneidad en los tipos de canales de Ca2+acoplados a la liberación
de Ach en diferentes especies. Asimismo, en una misma especie, las condiciones fisiológicas
y/o patológicas modifican el grado de participación de los diferentes tipos de CCVD en el
proceso de liberación.

Palabras clave: placa neuromuscular, canales de calcio, liberación del neurotransmisor,
transmisión sináptica, reinervación, regeneración, corrientes presinápticas, corriente de
calcio, corriente de potasio activada por calcio, dihidropiridinas, omega conotoxinas, omega
agatoxina lVA.
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Introduction

Ca2+is a key link between the arrival of an action potential to the synaptic terminal and the
release of neurotransmitter (Katz, 1969; Katz & Miledi, 1970). The rapid increase in [Ca2+]¡
that occurs upon depolarization of the terminal membrane is accomplíshed by the opening of
voltage gated calcium channels (VDCC) that allow the entry of Ca2+from the extracellular
space (Llinás et al, ¡976; Augustine & Charlton, 1986). Severa] types of VDCC have been
described based on their biophysical and pharmacological characteristics and classified into
the types T, L, N and P (Bean ¡989; Llinás et al., l992; Olivera et al, 1994; Dunlap et al,
1995). More recently, the Q-type, a channel closer related to the P-type, and the R-type, a
channel resistant to any of the drugs and toxins commonly used to block and discriminate the
other types of VDCC, have been described (Zhang et al., 1993; Randall & Tsien, 1995). Many
of these VDCC, particularly the N, L, P and Q-types, have been shown to play a role in
synaptic transmission at different synapses (for reviews see Olivera et al., 1994 and Dunlap et
al., 1995).

At the mature mouse neuromuscular junction, synaptic transmission is mediated by Ca2+entry
through P-type channels (and/or Q-type) (Uchitel et al., l992; Protti & Uchitel, 1993;
Bowersox et al., 1995; Hong & Chang, 1995; Wright & Angus, 1996). In this preparation,
omega agatoxin IVA, (o-AgalVA, a P- and Q-type VDCC blocker has been demonstrated to
exert a strong inhibitory effect on [3H]ACh release (Wessler et al., 1995), calcium presynaptic
currents and on both neurally and K+-evoked transmission (Protti & Uchitel, 1993, Hong &
Chang, 1995; Bowersox et al, [995; Wright & Angus, [996). In view ofthe lack of effects of
the co-Cng (Sano et a|., 1987, Protti et al., ¡991; Bowersox et al., 1995) and DHPs
(Atchinson, 1989), the N and L type channels are thought not to have a significant
participation in the release process under normal conditions. At the frog neuromuscular
junction, (o-Cng, was shown, by electrophysiological studies, to strongly antagonize
transmitter release (Kerr & Yoshikami, 1984; Sano et al., 1987; Koyano et aL, 1987) whereas
L-type channel antagonists are ineffective (Sano et al., 1987). It has also been demonstrated
that (u-Cng binding sites are in close proximity to the presynaptic release active zones in
register with the a-bungarotoxin binding sites at the postsynapsis (Robitaille et al., 1990;
Cohen et al., 199l ). These results point to N-type channels as those most likely to be involved
in the release process in this system. During the course of maturation of the vertebrate
neuromuscular junction, there have been reported changes in the pharmacology of the VDCC
coupled to the process of release in avian (Gray et al., 1992) and amphibian (Fu & Huang,
1994) preparations. Little is known, however, about the pharmacology of Ca“ channels
coupled to the release process in recently formed synapses of the mammalian neuromuscular
junction.

Aims

In the present study we aimed at evaluating, by means of an electrophysiological and
pharmacological approach, which type/s of VDCC are involved in transmitter release at the
mature mammalian (mouse) and amphibian (frog) neuromuscular junctions and to correlate
the pharmacological profile of the release process with that of the calcium and the calcium­
activated potassium presynaptic currents, lo, and IKCn,respectively. We also aimed at
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evaluating whether there are changes in the channels coupled to the release process during the
process ofreinnervation ofthe mouse neuromuscularjunction.
Methods

To study the mature mouse NMJ, the experiments were carried out on either the diaphragm or
the levator auris longus muscles of adult male Swiss mice weighing 20-30 g. To study the
immature mouse NMJ, adult mice were anesthetized with 2% tribromoethanol (0.15 ml/lO g
body wt; I.P.) and the posterior auricular branch of the facial nerve that supplies the left
levator auris was crushed with forceps close to its entry to the caudal part of the muscle.
Control (normal) and denervated animals at different stages after restoration of functional
transmission were anesthetized and immediately exsanguinated. To study the frog NMJ, the
experiments were carried out on the isolated cutaneous pectoris preparation of the frog Rana
caluesbiana weighing around 40-60 g. Frogs were killed by stunning immediately followed by
double-pithing. The corresponding muscle with its nerve supply was excised and dissected on
a Sylgard-coated Petri dish containing the corresponding normal Ringer solution. For mice,
(in mM): NaCl, 137; KCI, 5; CaClz, 2; MgSO4, l; NaHC03, 12; NaZHPO4, l; glucose, ll,
continuously bubbled with 95% O; / 5% C02. For frogs, (in mM): NaCl, 115; KC], 2; CaClz,
1.8; MgClz, l and HEPES, 5; pH 7.3). The preparation was then transferred to the recording

chamber to which the different working solutions and drugs were supplied. Experiments were
performed at room temperature (l9-23 °C). In some experiments the temperature in the
recording chamber was controlled (i l °C) throughout the experiment by means of Peltier
thermoelectric devices.

Evoked endplate potentials (EPPs) and miniature endplate potentials (MEPPs) were recorded
intracellularly with conventional glass microelectrodes filled with 3M KC] (lO-20 MQ
resistance). The mean quantal content of the evoked response in normal Ringer solution was
estimated by the coefficient of variation method (Martin, 1966). Muscle contraction was
prevented by d-Tubocurarine (d-Tc). After impalement of a muscle fibre, the nerve was
continuously stimulated for l min at 0.5 Hz and then 50-100 successive EPPs were recorded
(minimum lO fibres per muscle). ln the low Can-high Mg2+ solutions the mean quantal
content was evaluated by the either the direct or the failures method (Martin, 1966).
Presynaptic currents were recorded by means of glass microelectrodes filled with 2 M NaCl
(5-15 MQ resistance) inserted, under visual control, into the perineurial sheath of small
diameter nerve bundles (Mallart, l985a). The muscles were incubated in normal Ringer
solution in the presence of 30-50 uM d-Tc in order to avoid any postsynaptic contribution to
the records. The Ich,and IKCAwere obtained in the presence of potassium channel blockers.

To discriminate the different types of Ca2+ channels the following drugs and toxins were
used: Nitrendipine, a dihydropyridine antagonist of the L-type VDCC. FTX, a toxin derived
from the venom of the funnel-web spider Age/enopsis aperra, a P-type VDCC antagonist. The
toxin (o-AgaIVA, also derived from the venom of A. aperta, which blocks both P and Q-type
VDCC. The toxin (o-Cng, derived form de venom of the marine snail Conus Geographus,
which specifically blocks N-type channels and the toxins (o-MVIIC and co-MVIID, both
derived from the venom of the marine snail (70mm magus, which target P, Q and N-type
VDCC.
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Results

Normal mouse NM]

co-AgalVA (lOO nM) and the omega contoxins co-MVllC (l uM) and m-MVIID (3 uM)
strongly antagonized transmitter release (> 80-90% blockade) whereas m-Cng (5 uM) and
nitrendipine (10-20 pM) were ineffective.

The process of release was much more sensitive to (o-MVIIC (ICSO= 39 nM) than to co-MVIID
(leo = 1.37 uM). After almost completely blocking transmitter release (quantal content w
0.3% ofits control value) with 3 pM (o-MVIIC, elevating the external [Can] from 2 to lO mM
induced an increase of «ZC-fold on the amplitude and quantal content of the EPP.

Nerve-evoked transmitter release in a low Ca2+-high Mg2+medium (low release probability:
quantal content = 2.02 i 0.08) and in the normal Ringer solution (quantal content = 90.5 i
3.7) presented the same sensitivity to (o-AgaIVA (lC5(J= 16.8 nM and 14.4 nM, respectively).

Both the calcium and calcium-dependent potassium presynaptic currents, lcu and lKCu,
respectively, were highly sensitive to low doses (lO-30 nM) of (o-AgalVA. The ICnand the Im,
were also strongly antagonized by l uM (o-MVllC. The most remarkable difference between
the action of these two toxins was the long incubation times required to achieve maximal
effects with co-MVIIC.

Normal Frog NM!

Evoked transmitter release was blocked by FTX (le0 = 0.02 ul/ml) and by (o-Cng (l uM)
but was not affected by co-AgaIVA (0.5 uM). When FTX (0.1 ul/ml) was assayed on
spontaneous release either in normal Ringer's or in low Can/high Mg2+solution, it was found
not to affect miniature endplate potential (MEPP) amplitude but to increase MEPP frequency
by N2-fold in both conditions.

The lol was blocked by (o-Cng (5 uM), partially blocked by FTX (l ul/ml) and not affected
by (o-AgalVA (0.5 uM).

The IKC,Iwas strongly affected by charybdotoxin (Cth) (300 nM), an antagonist of the
calcium-activated K+ channels and completely abolished by BaClz (200 uM). This current
was also blocked by (o-Cng (5 uM) and by CdC12(200 uM) but was not affected by FTX (l
ul/ml). The blockade by (o-Cng could not be reversed by elevating [Ca]o to lO mM.

New/yformed Mouse NM]

Nerve-evoked transmitter release was blocked by (o-AgalVA, (30 and lOO nM (o-AgaIVA
caused N50 and 90% inhibition, respectively). The toxin co-Cng (l and 5 pM), as occurs in
normal preparations, did not significantly affect this type of release during reinnervation.
Nitrendipine (l-lO ttM), stroneg antagonized release in these reinnervating muscles (N40-60%
blockade).

Spontaneous release was not dependent on Ca2+ entry through either P- or L-type VDCC.
Neither 100 nM (o-AgalVA nor lO uM nitrendipine affected the miniature endplate potential
(MEPP) frequency or amplitude.
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K+-evoked release was dependent on Ca2+entry through VDCC of the P-type family (100 nM
(o-AgalVA reduced w 70% of the K+-evoked MEPP frequency). L-type VDCC were found not
to participate in this type of release (lO pM nitrendipine lacked any effect).

ln reinnervating muscles, nitrendipine (lO uM), induced a significant increase (w 25%) in the
latency of the evoked endplate potential (EPP). This drug also caused an increase (N 0.3 ms) in
the latency of the presynaptic currents. Neither (o-Cng nor (o-AgalVA affected the latency of
the EPP.

Conclusions

The strong inhibitory effects on transmitter release and presynaptic calcium and calcium­
activated K+ presynaptic currents exerted by the toxins that target P- and Q-type VDCC (co­
AgaIVA, (o-MVlIC and w-MVllD) and the lack of effect of the selective N-type and L-type
VDCC antagonists (co-Cng and nitrendipine, respectively) provides more evidence that
synaptic transmission at the mature mammalian neuromuscular junction is mediated by Ca2+
entry through l’ and/or Q-type channels and that N and L-type VDCC are not involved.

In frog synaptic terminals, Ca2+influx is mediated mainly by VDCC of the N-type. However,
the fact that (o-Cng antagonized all the Ca2+ dependent processes whereas FTX affected
transmitter release and the ICnwithout affecting the IK“, suggests that two populations of (o­
Cng-sensitive channels might coexist, one of them bearing a pharmacological profile not
consistent with the N-type as described in mammals. Transmitter release seems to be mediated
by this latter population of VDCC.

At the newly formed mouse neuromuscular junctions, as occurs in mature preparatíons, VDCC
of the P-type family play a prominent role in evoked transmitter release whereas N-type
channels are not involved in this process. Besides, signal conduction and transmitter release
become highly sensitive to nitrendipine during reinnervation. This suggests that L-type VDCC
may play a role in synaptic transmission at the immature mammalian neuromuscularjunction.

We conclude that at the vertebrate neuromuscular junction, from the pharmacological point
of view, there is heterogeneity in the types of Ca2+channels coupled to the release of Ach in
different species. Besides, within the' same species, the physiological and or pathological
conditions modify the degree of participation of the different types of VDCC in the release
process.

Key Words: neuromuscular junction, calcium channels, transmitter release, synaptic
transmission, reinnervation, regeneration, presynaptic currents, perineurial currents, calcium
current, calcium-activated potassium current, dihydropyridines, omega conotoxins, omega
agatoxin IVA.
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