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PROFUNDA emocién me embarga al
recibir de esta ilustre y centenaria
Academia Nacional de Medicina, el
titulo de miembro honorario. El alto
henor que hoy me imponéis sobrepasa
los limites de mis merecimientos. Cuan-
do - vuestro presidente y renombrado
patdlogo Dr. Isaac Costero me propuso
para este cargo, estoy seguro que lo
hizo pensando en homenajear, por mi
intermedio, a las ciencias basicas de la

1 Sustentada ¢l 22 de mayo de 1968.

2 Académico honorario. Director, Insti-
tuto de Anatomia General y Embriologia,
Facultad de Medicina, Universidad de
Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina.

3 Parte de la investigacién original men-
cionada en esta conferencia ha sido sub-
vencionada por el Consejo Nacional de In-
vestigaciones Cientificas y Técnicas de Ar-
gentina, el National Institutes of Health
(Grant NB 06953-02) y la National Mul-
tiple Sclerosis Society (Grant No. 456 B).

Medicina argentina. Es en su nombre
que acepto esta distincién de mis muy
estimadlos colegas mexicanos. Al hacer-
lo traigo también el saludo fraterno
de la casi centenaria Academia Nacio-
nal de Ciencias Exactas de Argentina,
a la que me honro en pertenecer desde
1960. Aunque la Ciencia no tiene fron-
teras los cientificos actian dentro del
seno de sus respectivas nacionalidades.
Desde el otro extremo de Latinoamé-
rica los argentinos seguimos con admi-
racién cuanto estdis haciendo por el
desarrollo de la Ciencia y la Medici-
na y nos congratulamos con vuestros
triunfos.

Otro motivo que me llena de satis-
faccién es dictar la segunda conferen-
cia anual Dr. Miguel F. Jiménez, con
la que esta Corporacién rinde home-
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naje a su miembro fundador y primer
presidente. La lGcida exégesis de su
cbra hecha con motivo de la primera
conferencia del Prof. Pickering, por el
académico Dr. German Somolinos D’
Ardois me exime de exaltar sus méri-
tos. Sus notables contribuciones clinicas,
que revelan a un profundo observador
cientifico, su influencia en la forma-
cién de tantas generaciones de médi-
cos y la intensa labor que desarrolld
desde esta Academia y otras institu-
ciones cientificas, hacen de Miguel F.
Jiménez una figura excepcional de la
Medicina mexicana cuyos valores tras-
cienden los limites geograficos y ad-
quieren significacién universal.
Permitidme que después de esta bre-
ve justificacion de mi presencia, entre
en el motivo de mi disertacién. Antes
de hacerlo deseo destacar que las in-
vestigaciones a que haré mencién son
el producto del esfuerzo de un gran
nimero de destacados colaboradores, a
quienes también les corresponde el mé-
rito que hoy premiais en mi persona.
*

* *

En los tltimos afios se han produ-
cido avances extraordinarios en nuestro
conocimiento de la funcién del sistema
nervioso. Mientras que por muchas
décadas se pensdé que su principal ac-
tividad era exclusivamente bioeléctri-
ca, se sabe ahora que los mecanismos
bioquimicos juegan un papel funda-
mental en la comunicacidén entre las
células nerviosas asi como en la inte-
gracién del sistema nervioso con las
mas diversas funciones del organismo.
En nuestro libro “Histophysiology of
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Synapses and Neurosecretion™,! publi-
cado en 1964 por la Pergamon Press,
sostuvimos un concepto unitario para
todes los mecanismos neurohumorales.
En sintesis esto significa que todas las
neurcnas, ademas de generar y propa-
gar senales eléctricas, tienen funciones
secretorias, mediante las cuales sinte-
tizan y liberan las mas variadas sustan-
cias activas. Este concepto implica tam-
bién que no hay diferencias esenciales
entre los neurotransmisores, que actiian
a corta distancia sobre los receptores
situados en la célula postsinaptica y las
neurchormonas, que son liberadas en
los espacios intercelulares y actian so-
bre receptores distantes.

Los estudios farmacolégicos e histo-
quimicos han revelado la existencia de
una gran variedad de neuronas que se
diferencian por sus productos de sin-
tesis, por su reactividad a los transmi-
sores o a drogas bloqueantes. Es asi que
se han podido identificar en el sistema
nervioso central neuronas colinérgicas,
noradrenérgicas, dopaminérgicas, sero-
toninérgicas, histaminérgicas; es decir,
productoras de las diversas aminas
biégenas; ademis de neuronas pepti-
dérgicas que secretan hormonas poli-
peptidicas, como la ocitocina y la va-
sopresina y una serie de otras neuronas
que liberan acide y-amincbutirico, gli-
cina y, tal vez, otros aminoacidos.

Este concepte unitario, produjo al
principio cierta resistencia entre los
histélogos clasicos, pero como lo de-
reciente conferencia sobre
“Neurohormonas v Neurchumores”
efectuada en Amsterdam en 19672 ha
entre las

mostré la
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mentes mas conservadoras. El mismo
surgié claramente de nuestros estudios
con el microscopio electrénico iniciados
sobre sinapsis centrales y periféricas y
luego extendidos a los mas variados sis-
temas neurohumorales. En todos los
casos pudimos ohservar que los produc-
tos sintetizades se acumulan en vesicu-
las de tamafio uniforme y constante,
que representan verdaderas unidades
multimoleculares o cudnticas de la se-
crecién, Estas vesiculas se acumulan de
preferencia en las terminaciones ner-
viosas cerca de la membrana; es decir,
en sitios estratégicos desde donde pue-
den liberar su contenido a la llegada
del impulso nervioso. Salvo los casos
excepcienales de sinapsis electroténicas,
la transmisién nerviosa es de natura-
leza quimica y se produce esencial-
mente por la interaccién del neuro-
transmisor liberado por la primera
neurcna con el receptor quimico situa-
do en la segunda. Fl cambio idnico
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que resulta de dicha interaccién es el
que genera el potencial sindptico, el que
podrd luege excitar o, inhibir al ele-
mento postsinaptico.

La complejidad de los procesos de
transmisién sindptica hacen que para
su estudio sea indispensable un enfo-
que multidisciplinario en el que los
mismos sean analizados, a la vez y en
forma integrada, mediante métodos
morfolégicos, fisiologicos y bioquimi-
cos.

La conferencia que en 1964 dictara
en este mismo recinto y que fuera pu-
blicada en el “Libro Conmemorativo
del Primer Centenario de la Academia
Nacional de Medicina”™® me exime de
abundar en los detalles sobre la estruc-
tura y ultraestructura de la regién si-
néptica y permite que me concentre en
algunes de los hallazgos mas recientes
de nuestro laboratorio que se refieren
especialmente a los aspectos bioquimi-
cos y fisiologicos.

Fig: 1.

corteza cerebral. (4) In situ; (B) después de su aislamiento; (C) después del choque os-
mético; (D) unién sindptica remanente luego del tratamiento con Triton X-100; em, mem-

brana del terminal, mi

unidas por los filamentos intersindpticos; ssw,

Diagrama que muestra la diseceién sistematica de un terminal sindptico de la

, mitochondria; so, vesiculas sindpticas; sm, membranas sindpticas
reticulo subsindptico.30
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A partir de 1961 con nuestros co-
laboradores hemos desarrollado  una
serie de métodos de fraccionamiento
celular que han permitido el aislamien-
to de varios tipes de terminaciones
sinapticas del sistema nervioso central
y ademds la separacién de los diversos
componentes estructurales de la region
sindptica, tales como: las vesiculas si-
néapticas, axoplasma, mitocondrias, las
membranas de la terminacién y, final-
mente, la unidén sindptica propiamente
dicha (Fig. 1).

A
cho B
100
e s

120

Tre. 2. Microfotografia de un tubo de la
ultracentrifuga después de la centrifugacion
de la fraccién mitocondrial. A la izquierda,
concentracién molar de sucrosa en el gradien-
te. A la derecha, capas y residuo cuyo conte-
nido se indica en la Tabla 14
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Aislamiento de terminales
aminérgicos y no-aminérgicos

Colocando la fraccién mitocondrial,
aislada del cerebro por homogeneiza-
cidén y centrifugacién, sobre un gra-
diente de sucrosa de densidad varia-
ble y haciendo una centrifugacién a
100.000 g x 2 horas se obtiene el
resultado que muestra la figura 2.* Las
diversas capas tiemen al microscopio
electrénico una diferente composicién
morfolégica, tal como se indica en la
Tabla 1. La misma también resume
los resultados bioquimicos y demuestra
la heterogeneidad de las terminaciones
nerviosas aisladas. Asi el grupo (B) y
(C) es rico en las diversas aminas bio-
genas mientras el grupo (D) es pobre
en todas ellas. Otres hallazgos sobre el
contenido de enzimas relacionadas con
las aminas, tales como colinoacetilasa,®
5-hidroxitriptofanc-decarboxilasat y ca-
tecol-metiltransferasa®
heterogeneidad. Llegamos asi a la con-
clusién de que es posible separar a los
terminales nerviosas del cerebro en un
grupo aminérgico y otro no-aminérgico.
Recientemente con Kataoka® hemos
encontrado que la fraccién microsémi-
ca de la corteza cerebral contiene pe-
quefios terminales ricos en histamina.

confirman esa

Aislamiento de terminales
inhibitorios ricos

en (GABA

No podemos resumir aqui la vasta
literatura que existe sobre el acidoe y-
aminobutirico (GABA) y su papel en
la inhibicién.? En 1963 estudiamos la
localizacién subcelular de las dos en-
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Fig. 3. Diagrama general de la organizacién ultraestructural y bioquimica de una
terminacién sinéptica de naturaleza inhibitoria. Se observa la localizacién de las enzimas
de los ciclos del glutamato, glutamina y 4cido v aminobutirico (GABA) en los distintos
compartimientos y subcompartimientos relacionados con la terminacién nerviosa. Se postulan
dos posibles mecanismos presindpticos para la accion del GABA (T y II).

En II ¢l GABA actia como un transmisor (Para una descripcion mis completa véase!)
Alan, alanina; dlan AT, alanina-aminotransferasa; Asp, aspartato; Asp AT asparto-amino-
transferasa; aQg, ae-cetoglutarato; ER, reticulo endopldsmico; GABA-AT, GABA-amino-
transferasa; GAD, glutamato decarboxilasa: GDH, glutamato-deshidrogenasa: Gline; gluta-
mina; Glut-Synt, glutamino-sintetasa: Glutam I, glutamina I: Ox.ac, oxalacetato: Oxid.
Phosp, fosforilacién oxidativa; Pyr. piruvato; SDH, deshidrogenasa succinica: S84, semi-
aldehida succinica; $§4-DH, deshidrogenasa de la $54; SUCC, succinato.
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TasrLa |

DISTRIBUCION DE LAS AMINAS BIOGENAS Y DE LAS
ENZIMAS DEL SISTEMA DEL GABA*
A B C
Terminales  Termi- Termi-  Mitocon-
Mielina pequeiios nales nales drias
Aminas biégenas
Acetilcolina 0.15 2.24 2.99 0.94 0.58
S-hidroxitriptamina 0.61 0.78 2.17 0.76 0.48
Noradrenalina 0.32 2.05 1.66 0.77 0.72
Dopamina 0.79 1.85 1.13 0.91 0.71
Histamina 072 2.70 1.56 0.44 0.70
Enzimas
Decarboxilasa del glutamato 0.02 0.49 1.22 2.00 0.40
Aminotransferasa del GABA 0.15 0.11 0.29 1.10 8.00
Deshidrogenasa succinica - — 0.52 2.10 7.60

* Las fracciones submitocondriales (A-E) son las que muestran la Fig. 2. Los resul-
tados se expresan como actividad relativa especifica, que es el porcentage de la amina
o de la enzima recuperada dividido por el porcentage de la proteina recuperada.

zimas principales que intervienen en el
metabolismo del GABA demostrando
que ambas estan situadas en diferentes
fracciones submitocondriales.’® La de-
carboxilasa del acido glutamico (GAD)
se halla concentrada en los nervios no-
aminérgicos de la subfraccion D mien-
tras que la aminotransferasa del GABA
(GABA-AT) se halla en las mitocon-
drias con una distribucién casi similar
a la deshidrogenasa-succinica, enzima
esencialmente mitocondrial (Tabla 1).
Dada la estrecha correlacién que existe
entre GAD y GABA™ postulamos que
estos terminales ricos en GAD debian
también contener GABA y que este
aminoicido podria acumularse en las
vesiculas sindpticas funcionando en el
terminal como un verdadero transmi-
sor (Fig. 3).12

Este problema ha sido recientemente
encarado mediante el uso de drogas
convulsivantes que producen cuadros
sintoméaticos parecidos al de la epilep-

sia humana y que actian sobre sistemas
enzimaticos relacionados con los ami-
noacidos cerebrales. Tanto la metionina
sulfoximina, que inhibe principalmente
a la glutamina sintetasa,’® como la allil-
glicina, que, como se demostré recien-
temente en nuestro laboratorio inhi-
be especificamente al GAD, producen
alteracién de los terminales no-aminér-
gicos. Con allilglicina se obtiene la des-
truccién de ciertos terminales de la
corteza cerchral (Fig. 4). Estos serfan
las sinapsis inhibitorias productoras de
GABA. Pensamos que con esta droga
tenemos en nuestro poder un método
selectivo para localizar al microscopio
electronico este tipe de terminales en
el sistera nervioso central. Todos estos
hechos y otros relacionados con la for-
ma de las vesiculas, que segin Uchi-
zomol5 es eliptica y de menor tamafio
en las terminaciones inhibitorias, nos
llevan a la conclusién de que nuestra
fraccién D de terminales ricos en GAD
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Fic. 4. Microfotografia electrénica de la corteza cerebral de una rata en estado de
convulsién por alilglicina.’* Se observan varios terminales normales (e) haciendo contacto
con dendritas (d); mientras que otros tienen diverso grado de alteracién (@e). Se observa
la hinchazén, reduccién de vesiculas sindpticas y vacuolizacién (o) de los terminales.

54.000 X,



Fia. 5. Microfotografia electrénica de: A un terminal aislado del cerebro de rata;l7 mi,
mitocondria; se, espacio sindptico: so, vesiculas sinapticas; ssw, reticulo subsinaptico. 85.000
X. B vesiculas sindpticas aisladas contenidas en la subfraccién Ms (Tabla 2) de la corteza
cerehral de la rata 70.000 X.
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Tapra 2

CONTENIDO EN AMINAS BIOGENAS
DE LAS FRACCIONES M;j, My
(VESICULAS SINAPTICAS) Y Mgy

(FRACCION SOLUBLE)*

Aminas Fraccién
bidgenas

My Ma M3
Acetilcolina 0.55 2.8 1.20
Noradrenalina 0,40 2.56 1.93
Dopamina 0.46 2.46 1.72
Histamina 0.39 2.24 2.27
# La fraccion mitocondrial fue tratada

con solucién hiposmética y luego centrifu-
gada. Los resultados se expresan como en
la Tabla

contiene la mayoria de las terminacio-
nes inhibitorias de la corteza cerebral .16

Aislamiento de las vestculas
sindpticas

Cuando en 1953 con el Prof. Ben-
nett hallamos las vesiculas sindpticas,
como un componente submicroscépico
constante de las sinapsis, postulamos
que ellas debian contener los diversos
neurotransmisores. Esto pudo demos-
en 1962 al desarrolar-
se, en nuestro laboratorio, ¢l método

trarse recién

para aislarlas, por choque osmético,
de las terminaciones nerviosas (Fig. 5).
Haciendo una centrifugacién diferen-
cial las vesiculas sindpsicas sc separan
en la fraccibn M, inientras que la
porcién membranosa del terminal va a
la fraceién My. En la Tabla 2 se ob-
serva que las vesiculas sindpticas con-
tienen la mds alta concentracién de
acetilcolina,5 noradrenalina,1¥ dopami-
nald e histarmnina.® También la seroto-
nina ha sido hallada en la fraccién
vesicular del tronco cerebral 19

Del hipotilamo anterior de la rata
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pudimos separar una fraccién vesicular
que contiene 5-6 veces mas noradrena-
lina que otra similar de los hemisferios
cerebrales.20 La presencia de numero-
sas vesiculas granuladas en esta frac-
cién del hipotilame nos hizo concluir
que probablemente ellas contienen el
transmiscr adrenérgico. Estos resulta-
dos, confirmados en otros laborato-
rios, 21 permiten afirmar que en verdad
las vesiculas sindpticas son las unidades
cuanticas de acumulacién de los neu-
rotransmiscres vy que ellos juegan un
papel fundamental en la transmisién
nerviosa.

Aislamiento de diversos lifos
de membranas de los
terminales sindpticos

En los dltimos afios gran parte del
interés del laboratorio se ha concentra-
do en la separacién y estudio de la
membrana limitante de la terminacion
nerviosa, la que lleva adherida las
membranas sindpticas y otras estructu-
ras (Fig. 1C). Colocando la antes men-
cienada fraccién My sobre un gradien-
te de sucrosa se separan cinco capas,
tres de las cuales (M; 0.9, M; 1.0, y
M, 1.2) centienen membranas de los
terminales nerviosos (Tabla 3).22 Es-
tas membranas han sido estudiadas:
a) desde el punto de vista de su com-
pesicién quimica en lipides, proteinas
y proteolipidos; &) en relacién al con-
tenido de enzimas fijas a las mismas y
¢) en su capacidad de fijar diversas
sustancias especialmente
blogueantes colinérgicos y adrenérgicos,
serotonina vy drogas de accién sico-
tropica.

radioactivas,



698

Gacera MEpica pE MExico

Vor. 98, N* 6.

TasLa 3
DISTRIBUCION DE DIVERSAS ENZIMAS EN LAS SUBFRACCIONES DE M,;*

Enzimas
e pine Fosfo-
Subfrac- Na*-K* trofenil Adenil .
ciones Estructura AChE ATPasa fosfa- Gs ciclasa d;;;':’:' M40
tasa

M; 0.8  Mielina 1.68 1.37 056 066 1.06 1.32 044
M; 0.8 Membranas de termi-

nales nerviosos 5.22° 228 24l 096 204 177, 033
M; 1.0 Membranas de termi-

nales nerviosos J00 2 O 4 3 1.39 204 246 268 0.25
M; 1.2 Membranas de termi-

nales nerviosos 098 140 253 1.74 195 103 065
M; p Mitocondria 0.15 017 030 073 D031 0.43 1.56

* Se indica el contenido de cada fraccién tal como se observa bajo el microscopio

electronico.

Enzimas: AChE, acetilcolinesterasa; Na™K* ATPasa; K. p-nitrofenil-fosfata-

sa; GS, glutamino sintetasa; adenilciclasa; fosfodiesterasa ciclica y MAO, monoaminoxi-
dasa. Los resultades se expresan como en la Tabla 1.

Algunos de los resultados sobre la
localizacién de enzimas se muestran en
la Tabla 4. De interés especial es la
localizacién de la acetilcolinesterasa en
M; 0.9 y M; 1.0, demostrdndose que
estas fracciones son colinérgicas, mien-
tras que las membranas de M; 1.2 son
de terminales no-colinérgicos.23 Tam-
bién son interesantes los resultados so-
bre la ATPasa sodio y potasio depen-
diente, la glutaminosintetasa y la ade-
nilciclasa.2¢ Esta Gltima enzima junto

con la fosfodiesterasa controlan el ni-
vel del adenosin-monofosfato ciclico, lo
que sugiere que este nucledtido, tan
importante por sus funciones de regu-
lacién en otros sistemas, pueda desem-
pehar un papel similar en la termi-
nacién nerviosa.

Produccion de antisueros contra
terminaciones nerviosas y membranas

Inyectando en el conejo terminacio-
nes nerviosas aisladas del conejo (sis-

Tasra 4

DISTRIBUCION DE ACETIL COLINESTERASA (AChE), GANGLIOSIDOS ME-

DIDOS COMO ACIDO NEURAMICO (NANA), FIJACION DE DIMETIL Clt-d-

TUBOCURANINA (G4 DMTC), METIL C4 HEXAMETONIO (G MHM) Y Hj-
‘ALOFERINA EN LAS SUBFRACCIONES DE M;*

Sub- c14 C1*  Hgz-Alo-
fraceidn Estructura AChE  NANA DMTC MHM ferina
M; 0.§ Mielina 1.64 1.17 2.14 2.92 3.86
M; 0.9 Membranas de terminales nerviosos 3.40 3.98 4.16 4.44 4.04
M; 1.0 Membranas de terminales nerviosos 3.45 2.92 6.88 4.76 4.37
My 1.2 Membranas de terminales nerviosos 1.44 1.54 3.00 2.52 2.89
M; p Mitocondria 0.38 0.25 1.60 0.72 1.87

# Los resultados se expresan como en la Tabl_z; I (La radioactividad se expresa por
mg. proteina en cada fraccién dividida por la fijacién en el particulado total).
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tema homoélogo) o del gato (sistema
heterdlogo) se han producido antisue-
ros capaces de destruir in vitro las ter-

minaciones nerviosas (en presencia de

Fio. 6.

complemento) y de producir descargas
epileptégenas cuando son aplicados so-
bre la corteza del gato,25 El mismo ha
sido probado contra terminales demos-

Ahbdadabiaa

E 1se

Registro intracelular en un neurena de moluseo sometida a la aceién del anti-

suero anti M 1.0 con complemento. A: A los 20 minutos se observa la actividad espontinca
con oscilaciones del potencial de membrana y umbral de respuesta elevada. B: 20 minutos.
Colocando acetilcolina por iontoforesis sobre la neurona no hay respuesta. C: 25 minutos.
Por estimulacién de los nervios no se tienen potenciales sinapticos, ni descargas; las espigas
observadas son antidrémicas; D: 25 minutos. Por estimulacién intracelular atn se producen
espigas: E: 25 minutos. Por estimulacién de los nervios no se obtienen potenciales sindpticos;
F: 30 minutos. La actividad espontdnea ha desaparecido; G: 33-40 minutos. Por estimula-

cion de los nervios las espigas antidrémicas han desaparecido; H:
rona no responde a la estimulacién intracelular.

35-40 minutos. La neu-
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trandose su efecto citolitica y también
se ha estudiado su accién sobre neuro-
nas de moluscos sometidas a registros
intracelulares microelectrodos.26
Los resultados electrofisiologicos son
particularmente interesantes porque de-
muestran que, en presencia del comple-
mento, hay un deterioro progresivo de
la actividad bioceléctrica (Fig. 6). El
mismo se produce en una secuencia
que consiste, al principio en una eleva-
cién del umbral de descarga esponta-
nea y desaparicién de la respuesta a la
acetileolina aplicada por iontoforesis.
Luego la actividad espontinea y los
potenciales sinapticos son abolidos y fi-
nalmente la célula no responde més
a la estimulacién intracelular o anti-
drémica y la resistencia de la membra-

con
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na cae en forma abrupta. Al micros-
copio electrénico se observa una altera-
cion progresiva de la membrana neu-
ronal que lleva finalmente a la cito-
lisis.

Propiedades receptoras de las
membranas sindpiticas

Un postulado bésico de la teoria
quimica de la transmisién es que ia
membrana subsindptica debe contener
los receptores quimicos para los varios
transmisores. Dado que dicha membra-
na permanece adherida a la membra-
na del terminal (Fig. 1C) era de es-
perar que aquella también contuviera
al receptor. Utilizando bloqueantes co-
linérgicos radioactivos se pudo demos-

TarLa 5

FIJACION DE LA DIMETIL-C#.d-TUBOCURARINA EN LAS FRACCIONES
DE M; DEL CEREBRO DEL GATO#

Sedimento control

Extracto-cloroformo metanol

Protei- efmin - Protei- c¢/min

o7 na mg pro- na mg fprro- b

Fraccidn Contenido {mg/g) cinala) (mgfg) teina(b) a
Experimento 1

My 1.0 Membranas de terminales nerviosos 1.32 10460 0.13 140.307 14.0

My 0.8 Mielina 2520 5.858 7.20 18.830 3.2
Experimento 2

Mj 1.0 Membranas de terminales nerviosos 0.9  16.744 0.08  160.100 9.5

M; 0.8 Mielina 17.90 6.948 9.80 14.734 2.1
Experimento 3

M; 0.9 Membranas de terminales nervioses  0.68  19.617  0.12  141.458 7.2

M; 0.8 Mielina 8.00 12,788  5.00 18.092 1.4

* Se indica la fraccién utilizada, su contenide estructural al microscopio electrénico
y en proteinas y las medidas de radioactividad en cuentas por minuto/mg. protefna. La

relacién.-2 indica el aumento en la actividad especifica producido con la extraccién del

sedimento control con cloroformo-metanol3l.
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trar que la mayor capacidad de fija-
cién de los mismos estaba asociada con
las membranas ricas en acetilcolineste-
rasa (Tabla 4).27 También se hallé
que la acetilcolina, la eserina y la atro-
pina en altas concentraciones podian
interferir “in vitro® ceon la fijacién de
la dimetil Cl4-tubocurarina y el metil-
Cl4-hexametonio.

L.as membranas separadas en M;
0.9 y M; 1.0 son ricas en gangliési-
dos?8 lo que presenta un interés espe-
cial en relacién con su posible relacién
con el receptor de la serotonina,29 pro-
blema que estamos actualmente inves-
tigando. En cambio, las vesiculas sinap-
ticas estin pricticamente desprovistas
de ganglidsidlos.

Mediante la accién del Triton X-100,
un detergente no idnico, en bajas con-
centraciones es posible solubilizar la
mayor parte de las enzimas fijas a las
membranas, con pérdida de proteinas
y lipidos, al mismo tiempo que persis-
te la capacidad de fijacién de los blo-
queadores colinérgicos.30 Al microsco-
pio electrénico se observé que este sedi-
mento contiene principalmente a la
unién sindptica (Fig. 1 D).

Estos hallazgos revelan que las pro-
piedades receptoras se hallan precisa-
mente en esa zona de la regién sindp-
tica y probablemente en la membrana
subsinaptica. También se demuestra
que el receptor colinérgico y la acetil-
colinesterasa se encuentran en dos en-
tidades macromoleculares diferentes.

Aislamiento de un proteolipido receptor
de la tubocurarina

Los resultados antes
sobre la capacidad de fijacién de los

mencionados
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bloqueantes colinérgicos por parte de
Jas membranas del terminal nervioso y
de la unién sindptica3? nos encamina-
ron a tratar de aislar la sustancia re-
ceptora.31 Membranas ricas en AChE
de la fraccion M; 0.9 y M; 1.0 fueron
tratadas con dimetil Cl4-d-tubocura-
rina y luego extraidas con una mezcla
de cloroformo-metanol (2:1). Como
testigo se utilizé la fraccién M; 0.8
rica en mielina, Este tratamiento inac-
tivé la AChE y extrajo casi todo el
material radioactivo de la proteina re-
sidual. En el extracto orgdnico se en-
contré un aumento de 7.2 a 14 veces
en la actividad especifica, expresada
por mg de proteina (Tabla 53). En
cambio Ja mielina tuve una fijacién y
una concentraciéon en el extracto mu-
cho menor. Por particién con agua
se pudo demostrar que la fijacién de
la tubocurarina no se efecta sobre los
gangliGsidos v en corridas en capa del-
gada sobre gel de silica se encontrd que
practicamente toda la radicactividad
se mantenia con los proteolipidos.#0 En
estos momentos se estan separando di-
versos proteolipidos de la corteza cere-
bral y de las membranas en columnas
de Sephadex. Estos resultados han per-
mitido aislar una proteina que carece
practicamente de colesterol, cerebrési-
dos y fosfelipidos y que tiene toda la
capacidad de fijacién de la tubocura-
rina. Estos y otros estudios que se si-
guen activamente con diversos com-
puestos  radioactivos  de
bloqueante, neurctransmisora o psico-
trépica hacen pensar que pronto ten-
dremos un panorama mucho mas claro
sobre la naturaleza y propiedades de

naturaleza
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los receptores del sistema nervioso
central.

En resumen: Partiendo de los estu-
dios morfoldgicos al microscopio elec-
trénico se llega a un concepto unitario
de los procesos neurchumerales que las
neuronas utilizan para intercomunicar
la informacién a nivel siniptico o ac-
tuar sobre receptores mas distantes in-
tegrando las diversas funciones del or-
ganismo. El uso del fraccionamiento
celular asociado al andlisis submicres-
cépico permite la separacién de las ter-
minaciones nerviosas y la progresiva
diseccién de la regién sindptica. Del
sistema nerviose central se han sepa-
rado terminaciones que
contienen las diversas aminas bidgenas
y otras no-aminérgicas que probable-

aminérgicas

mente estin asociadas con otros meca-
nismos de transmisién. Se postula que
en el conjunto de las terminaciones no-
aminérgicas se encuentran aquellas de
naturaleza inhibitoria productoras del
dcido y-aminobutirico. El uso de dro-
gas convulsionantes permite ahondar
en el conocimiento de la heterogenei-
dad bioquimica y funcional de las ter-
minaciones nerviosas y aclarar el meca-
nismo por el cual se producen las con-
vulsiones.

El aislamiento de las vesiculas si-
napticas ha permitido demostrar defi-
nitivamente que ellas contienen los
neurotransmisores en unidades multi-
moleculares o cuanticas, las que se
liberan bajo la influencia del impulso
nervioso. La separacién de diversos ti-
pos de membranas del terminal ner-
vioso ha permitido la localizacién de
diversas enzimas esenciales en su fun-

Gacera MEbica pe Mexico
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cionamiento. También se han podido
estudiar sus propiedades receptoras
mediante el uso de bloqueantes, neu-
rotransmisores y drogas psicotropicas
radioactivas. La diseccién de la ter-
minacién ha sido llevada hasta el
extremo de separar la unién sindptica
compuesta por las membranas sinip-
ticas, las que conservan la totalidad de
la propiedad receptora del terminal
sinaptico. Estos estudios culminan con
el aislamiento de una proteina especial,
a partir de la membrana del terminal,
la que posee algunas de las propieda-
des receptoras de la sinapsis.
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