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The effect that bath application of sulphydryl reagents (SR) exerts on frog sartorius
motor endplate sensitivity to iontophoretically applied carbachol (CCh) has been
studied. Sensitivity to CCh is expressed as the ratio of the CCh potential (mV) to
the nanocoulombs delivered by the iontophoretic pulse and has been determined
before and after addition of SR to the bath. Two groups of SR have been tested:
oxidizing reagents, o-iodosobenzoate and reducing agents, dithiothreitol (DTT). CCh was
applied iontophoretically by means of a microelectrophoretic programmer with con
stant current source. Exposure of the muscle to 1 mM DTT in a bath pH range of 7-8
for 2 to 85 min showed no significant differences in endplate sensitivity to CCh be
fore and after addition of the reducing agent. o-Iodosobenzoate at a 1 mM bath con
centration (pH 7) for 2 to 19 min strongly decreases endplate sensitivity to CCh. The
statistical methods used were Wilcoxon rank tests and linear regression. Since previous
studies have shown that oxidizing and reducing SR evoke depolarizations when applied
iontophoretically at the endplate region, these results suggest that activation of the
receptor is achieved only when SR are delivered iontophoretically, and that discrepan
cies observed can be attributed mainly to the different tecniques of drug application.
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Establecido el caracter proteico de Ids
receptores colinergicos, se ha abordado
la caracterizacion de determinados grupos
funcionales y/o estructurales de la pro-
teina aceptora con. tecnicas y conceptos
actualizados. En esta linea de trabajo, los
experimentos de Karlin et al. (9-11) 

demostraron la presencia de un puente
disulfuro a nivel de la sinapsis colinergica
de la electroplaca. Un hecho a rcsaltar
en el pensamiento de Karlin es que el
receptor, en estado reducido, se combina
peor con la acetilcolina (ACh) o con el
carbacol (CCh), cs dccir, que la union 
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receptor reducido-agente colinergico se
traduce en un cambio de permeabilidad
menos eficiente y, que la posible coopera-
tividad entre el lugar activo anionico y el
subsitio hidrofobico disminuye en el re
ceptor reducido. Todo ello, en compara-
cion con la interaction receptor oxidado-
agente colinergico. Es de destacar que,
en todos los experimentos de esta linea
de trabajo los reactivos sulfhidrflicos (RS)
se han anadido al bafio de la preparation.

Por otra parte, los trabajos de Del
Castillo et al. (4-7) y de Sobrino y
Del Castillo (15) demostraron que la
aplicacion electroforetica de RS oxidan-
tes a nivel de la placa motora de la rana
y de la sinapsis colinergica de la electro-
placa, da origen a despolarizaciones fasi-
cas similares a las producidas por la ACh.
La sensibilidad de la protema receptora
a los agentes oxidantes lleva a estos auto-
res a postular que el proceso de activa
tion depende fundamentalmente del hecho
de que los grupos SH" del receptor en
reposo abandonen su estado libre. De
esta forma, el proceso de activation re-
querirfa la presencia de grupos sulfhidri-
los libres en la protema aceptora.

En el terreno teorico resulta evidente
la discrepancia existente entre ambas con-
cepciones del receptor colinergico. En el
terreno experimental no se encuentran
datos que apoyen indefectiblemente una
u otra hipotesis ya que, cada una de ellas
cuenta con un amplio sustento experi
mental.

Cabe por tanto preguntarse si las dis-
crcpancias observadas obedecen a la dis-
tinta metodologfa seguida en cada caso:
aplicacion electroforetica de los reactivos
en un caso y aplicacion de los reactivos
al bano en otro. Tomando como punto
de arranquc esta hipotesis, se ha abor-
dado el cstudio del cfecto de los reacti
vos sulfhidrflicos sobre la placa motora
de la rana utilizando la tecnica iontofo-
retica y la aplicacion de los mismos al
baho de la preparation. Se pretende de
esta forma una definition mas exacta 

de las caracterfsticas funcionales de los
grupos -SS- y SH- de la protema acep
tora.

Material y metodos

Todos los experimentos se han llevado
a cabo en la preparation del musculo
sartorio de rana. Los registros intracelu-
lares se han.realizado segun tdcnica des-
crita (8, 13, 14). El CCh se ha aplicado
iontoforeticamente (2) mediante un pro-
gramador de microiontoforesis WPI 160
con dispositivo de corriente constante.

Los RS se han aplicado al bano de la
preparation a concentration 1 mM. Pre-
viamente se ha medido la sensibilidad de
la preparation al CCh en un Ringer con
ventional sin RS. Los datos asf obtenidos
se utilizan como termino de comparacion.

Una vez aplicado el RS al liquido que
bana el musculo, se procede nuevamente
a estudiar la sensibilidad de las placas
al CCh.

Los datos obtenidos han sido maneja-
dos estadisticamente mediante utilization
de un ordenador Commodore 4032. El
estudio de la sensibilidad se ha realizado
por medio de un andlisis de la regresion
donde las variables han sido los nculom-
bios de corriente electroforetica aplicada
y los mV de despolarizacion correspon-
dientes. De esta forma la pendiente de
la recta expresa de manera directa la
sensibilidad de la placa en mV/nC.

La comparaci6n entre la sensibilidad
al CCh de ambas poblaciones se ha efec-
tuado por medio del test de Wilcoxon.
En cada caso se toma como referencia la
sensibilidad media de las placas en cada
mtisculo frente al CCh; primero en Rin
ger conventional y luego en Ringer
con RS. Se ha estudiado en total la sen
sibilidad de 117 placas en Ringer con
ventional y la sensibilidad de 140 placas
en Ringer con RS.

Se han utilizado dos tipos de reactivos
sulfhidrflicos; oxidantes: ortoiodosoben- 
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zoato (OIB) y reductores: ditiotreitol
(DTT). El pH del medio extracelular ha
sido 7 excepto en el estudio de la accion
del DTT donde, ademas, se ha empleado
un Ringer a pH 8 con la finalidad de
favorecer la accion reductora del mismo.

Resuitados

Efecto de reactivos sulfhidrilicos oxi-
dantes. La aplicacion de RS oxidantes
(OIB) al bano de la preparation va se-
guida de un aumento transitorio en la
frecuencia de potenciales miniatura. Este
efecto presinaptico del OIB ha sido ob-
servado anteriormente por otros auto-
res (15). La aplicacion de OIB al bano
de la preparation a pH 7, en intervalos
de tiempo comprendidos entre 2 y
19 min, evidencia un marcado efecto in-
hibitorio sobre la sensibilidad de la placa
motora al CCh (p < 0,025) (Tabla I).
Se estudio la sensibilidad del receptor
al CCh en Ringer conventional y con
OIB 1 mM en un total de 26 y 28 placas
(8 musculos), respectivamente.

Efecto de reactivos sulfhidrilicos reduc
tores. La adicion de DTT al bano a

Tabla I. Sensibilidad (mV/nC) de la placa mo
tora de rana al carbacol (pH 7) (x).

Entre pardntesis, ntimero de placas de un total
de 8 mtisculos. Test de Wilcoxon: hay dife-
rencias significativas entre ambas muestras.

OIB = o-iodosobenzoato.

Sartorio n.°

Ringer

Convencional Con OIB

1 3.2 (5) 0.7 (5)
2 2.9 (3) 0.5 (3)
3 4.9 (4) 0.8 (4)
4 4.9 (3) 0.5 (5)
5 4.2 (4) 1.5 (4)
6 8.3 (3) 1.7 (3)
7 15.0 (1) 9.9 (9
8 4.9 (3) 0,8 (3)

pH 7, no muestra diferencias significati
vas en la sensibilidad de la placa al CCh
(Tabla II). En estas condiciones experi
mentales se estudio la sensibilidad del
receptor (9 musculos) en 40 placas en
Ringer conventional y 55 placas en Rin
ger mas 1 mM de DTT en intervalos de
tiempo comprendidos entre 5 y 85 min.

A pH 8 la aplicacion de DTT tam-
poco pennite encontrar diferencias signi-

Tabla II. Sensibilidad (mV/nC) de la placa motora de rana al carbacol. Efecto del
ditiotreitol fx).

Entre pardntesis, numero de placas. Test de Wilcoxon: no hay diferencias significativas entre
ambas muestras. DTT = ditiotreitol.

Sartorio n.°
Ringer (pH 7) Ringer (pH 8)

Convencional Con DTTConvencional Con DTT

1 4.9 (7) 2,9 (10) 7.2 (5) 6.4 (10)
2 6.1 (4) 2,2 (5) 5.9 (7) 5,8 (7)
3 4.0 (2) 2,8 (2) 5.1 (4) 5.2 (3)
4 4.8 (4) 5,5 (5) 4.8 (1) 4.4 (1)
5 16,2 (4) 9,4 (6) 5.7 (4) 8.5 (9)
6 13.2 (5) 10,2 (11) 3.5 (6) 4.4 (4)
7 4.4 (6) 5,5 (8) 5.4 (7) 5.1 (8)
8 4.8 (5) 8,0 (5) 6.9 (7) 3.4 (5)
9 4.2 (3) 5,7 (3) 4.8 (4) 3.2 (4)

10 — — 4,9 (1) 49 (1)
11 11.0 (5) 9,7 (5)
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ficativas en la sensibilidad de la placa
al CCh. En estas condiciones experimen
tales se estudio la sensibilidad de 51 pla-
cas en Ringer conventional y 57 placas
en Ringer m&s DTT 1 mM (11 musculos)
en intervalos de tiempo comprendidos
entre 2 y 59 min (Tabla II).

No se observaron efectos presinapticos
de los RS reductores al ser anadidos al
baiio de la preparation.

Discusion

Efecto de RS oxidantes. Se escogio
el OIB por su especificidad por los gru-
pos SH’ (15) y por su no tendencia a
formar reacciones en cadena como el
DTNB.

La exposition prolongada de la placa
motora a este reactivo condiciona resul-
tados experimentales diferentes a los ob-
tenidos por aplicacion iontoforetica del
mismo (2). Estos resultados son, en parte,
homogeneos con los obtenidos por otros
autores. Es asf que el efecto inhibitorio
del OIB sobre la sensibilidad de la placa
al CCh puede conectarse con la observa
tion experimental de Chang et al. (3),
que obtuvieron inhibition de la respuesta
contractil a la estimulacion directa e in-
directa del musculo sartorio de rana en
presencia de OIB anadido al liquido que
baiia la preparation. Cabe destacar, sin
embargo, que en el presente estudio no se
ha estimulado el nervio motor ni la fibra
muscular directamente, sino que se ha
aplicado el CCh iontoforeticamente, va-
lorando de esta forma la sensibilidad de
la placa al mismo.

Como medida de seguridad y para des
cartar un efecto sobre la resistencia efec-
tiva de la membrana muscular, se pro-
cedio a mcdir este parametro segun tec-
nica descrita (8). La resistencia efectiva
de las fibras muscularcs inmersas en Rin
ger con OIB 1 mM se mantienc dentro
de los margenes fisioldgicos habiendosc
obtenido valores del orden de 300 000 

olunios una hora despues de la aplica
cion del oxidante al baiio. Quedaba de
esta forma descartado un efecto inespe-
cffico del OIB.

Efecto de RS reductores. El DTT es
un reductor de puentes disulfuro nias
potente que el 2 ME. Los resultados de-
muestran que este agente reductor no
tiene efecto alguno sobre la sensibilidad
de la placa motora al CCh cuando se
anade al bano de la preparation, ni a
pH 7 ni a pH 8, y, por un periodo de
tiempo comprendido entre 5 y 85 min.

Este nulo efecto contrasta con los re
sultados inhibitorios sobre el potencial de
placa motora tras aplicacion de DTT
1 mM al baiio de la preparation obte
nidos por Ben-Haim et al. (1). Cabe
destacar a este respecto que el efecto in
hibitorio fue obtenido tras estimulacion
del nervio motor de la preparation del
musculo sartorio de rana, circunstancia
esta que difiere del diseno experimental
del presente trabajo en que se ha aplicado
directamente el CCh sobre la zona de los
recep tores.

Estos resultados ponen en evidencia
que la diversidad de los mismos depende
en gran parte de la metodologia emplea-
da y, dentro de cada metodo de las cir-
cunstancias experimentales utilizadas.

La tecnica iontoforetica permite la ob-
tencion de concentraciones elevadas de
la droga problema en las inmediaciones
de una zona circunscrita de la membrana
celular. Es de resaltar por tanto que el
empleo de esta tecnica permite el estudio
de las posibles interacciones de reactivos
de baja eficacia con grupos funcionales
situados en el receptor o en sus inmedia
ciones. Elio es posible debido a que el
dispositivo de corriente constante garan-
tiza la concentration y localization del
reactivo problema a nivel de la zona ele-
gida para estudiar la interacci6n. Los
resultados obtenidos con el empleo de la
tecnica electroforetica deben conceptuar-
sc ante todo como debidos a la action
breve de determinados reactivos de gru- 
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pos SH" sobre zonas muy localizadas de
la membrana de la fibra muscular, que
garantizan concentraciones despreciables
de los mismos en el liquido que bana la
preparation.

La aplicacion de RS al bano de la pre
paration lleva inherente la posibilidad de
interaction de los mismos con grupos
reactivos accesibles de toda la superficie
celular, no limitandose su action sobre
los grupos especificos reactivos a nivel
del receptor. Otro problema que surge
con esta metodologia es que, debido a la
baja eficacia de los RS (2), resulta evi-
dente que la aplicacion al bano de los
mismos debe ir seguida de prolongados
periodos de exposition o, alternativamen-
te, la concentration del reactivo en el
liquido extracelular debe ser muy elevada.

A modo de conclusion general y en la
linea de pensamiento de Katz y Mile-
di (12) los resultados experimentales del
presente trabajo confirman que la placa
motora es un detector muy sensible para
agentes activadores liberados instantanea-
mente desde una fuente puntual situada
a nivel presinaptico, en nuestro caso pi-
peta, pero es un detector poco eficiente
para los mismos agentes si estos se dis-
tribuyen espacialmente sobre toda la ar
borization terminal y temporalmente por
un periodo de tiempo que sobrepase con
mucho la duration de la corriente de los
potentiates miniatura o como se demues-
tra en este trabajo, la duration media de
un pulso iontoforetico.

Agradecimientos

Agradecemos al Dr. Garcta-Seoane y al
Dr. Martin Molinero su valiosa colaboracidn
en el an&lisis estadistico de datos.

Resumen

Se estudia el efecto de la aplicacion de reac
tivos sulfhidrilicos al bano de la preparacidn
del mtisculo sartorio de rana sobre la sensibi- 

lidad en la placa motora al carbacol (CCh),
medida como mV/nC en condiciones basales
y tras la aplicacidn de RS al bano de la prepa-
raci6n a una concentracidn de 10aM. Se uti-
lizan dos grupos de RS: reductores, ditiotreitol
y oxidantes, o-iodosobenzoato.

El CCh se aplica iontofordticamente a tra-
ves de pipetas simples mediante un programa-
dor de microiontoforesis con corriente cons-
tante.

La administracidn de ditiotreitol al bano
a pH 7 y 8 en intervalos comprendidos entre
2 y 85 min no da variaciones significativas en
las respuestas obtenidas a la aplicacidn ionto-
foretica de CCh en comparacion con las obte
nidas en condiciones basales.

La aplicacidn de o-iodosobenzoato al bano,
a pH 7, en intervalos comprendidos entre 2 y
19 min inhibe fuertemente la sensibilidad de
la placa al CCh (p < 0,025).

Este tipo de efecto vendria condicionado por
la tdcnica de aplicacidn de los reactivos sulf
hidrilicos y permite postular que la placa mo
tora se comporta como un detector muy sensi
ble para estos reactivos unicamente cuando son
liberados instantdneamente desde una fuente
puntual.
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