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I. INTRODUCCION 

El desarrollo de. la -investigación dentro de la farmacología ha cond!!_ 

cido a la producció~.- de·un gran número de. fármacos con utilidad .di versa. 

Uno de estos pr~du~tos s;;n 16~ ~hes~ésicci:s local~~. i6s ~IJ~l~s represen-:

tan toda una tr~~iC:iÓri :dentro ele' la aplfoación 'quirúrgica; .. · El ,~r'ect~>-
inhibi torio sobre~eLesúrnu10 dii'.e'stos fiírmacos asf.conio los posibi0s . ine;_ 

canismos involúcr~élat·'en!:este,i han sido estudiados k~tén~~ni~nte; ~in ;m-- .

bargo aún-siguerlsiW-'fl~~'t,t_t~~merittei~~tlados. · - <. :_'<~<- i,.· 
Recientes estu~tá~-~~~3~-~t~_ Üpo de tá~macos han sugerido:. que ademas 

de la acción anestésiéiicque los. caracteriza 1 producen Úna serilcie~ a!'tera. 

clones en la "tisi:~1'cliU;c-~íüfa~tr~=:-ha hablado de carnbios--,~-~~~~-~mª~ª~º11!! 
mo oxida ti vo, en .1~ 'órgaÍiizacióll uitraestructura1 de -la célG11l d, {tarnbién 

en los fenómen~s}_ci~ tr~hspor:e;in_trace1ú1ar.--- --·· - = <.-. '".<I' ~¡"< 
Debido -a ~e~to~~~~t~~~dkht~~. se diseña' el es'tudi; <íkJ'. ~f~g~Ó d~ la 

Lidocaína (un ~ne~t~~j_~:ci i66~1) ~~pecificamente sobre el f'enó~~-~~·de --
transporte intr~ceiü1a~\ úti{'f.:~ahdo para este objeto, 2 modeloa·c'~iuia~es 
de diferente naturaleza, lln~ ~~o~eniente de rana (Epitelio pigmentariCl re 

tinal) y otr~ -de langostino de río ( Fotorrecepto~es ;etinales). -- Ambos se 
- _-.o --

caracterizan. por presentar -movimientos -int~aceiula~es de gránulos de_ pig-

mento, lo cu~l actuaría como un excelente ejemplo del fenómeno de transpo!: 

te de organelos a traves del citoplasma. C-cc-c x;· __ ·,, 
La importancia del presente' estudic:i°;~estribá ¡)1'iricipailllente en el h.!; 

cho de que este anestésico es í:uripÜame~te utilizado en diversos Úpos de 

interveciones quirtirgícas siilc el 'a·6~()C:imiento de las lesi~n~s ~!ltes m~dci2 
nadas¡ posiblemente dichos cambios,.nC>'seÍm t~ascendentale;i eií' 1~i~t<igri~ 
dad funcional del o~ganlsrnó, p~rb ~cÚÓ ~e~á concluyente en el sentido en 

que se realicen un mayor núme~o d~ estudios de esta índole. 
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II. GENERALIDADES 

l. Efectoo de loo arestésicoo locales sdire el trarnporte intracelular. 

Los efectoo descri too de loo arestésicoo locales sd:lre el tnn;porte intracelular, se 

tai ~ sdlre el tnrn¡:x¡rte rápioo de proteínas m el axén oo..iraJ.. de fibras aislacils. 

F.stn accién parece ser iróµnliinte de las prq¡ied3des arertésic:as de este tipo ele ageites, 

y se !1llrlifiesra de rranem a:liciCJ1al a otras alteracimes celulares CXll\'.l 001 : 

a. Inhibicién del iretabolisro axic:Bti vo 

b. Lisis celular 

Las priJreras ch;ervocitn'S del efecto sdlre el tnmporte fueI'Cll roolizadiE ¡xir Fink 

m 1972 (27 ,28) , m ruo:nes aislaó::s, ~m utilizam la técnica de icyeccién de mdmáció:s 

llBrCal±s m el sam celular y midierm l1lll'Cél3 raii.a::ti vas a diferEl'ltes tieiiioo, evaltó las 

al t.em:iaei que el halotaD ( m arvstésico general) y la licb:aína ( tartiim caiocioo 0000 

Kilocaína, m imestésico local) prodlcían scbre el trarn¡xrte axmal rápioo re proteínas. 

Sw rerultad:s irrli.carcri q.E la licbcaína a una cr:n:ientracién re 0.1--0.6% irhlbió el tra'&

port.e rápicb de una narem reversible, de fome similar al halotam a una presifu ele 0.03 

abn; este últinD arest. a;ico pn::Wjo WJrás una clisrtiru:ién m el nírero ele rnicroWW!oe m 

el ami. 

Est.cs fuerm loo pri.lrerl::s antecemitm de efectw ro !ftStésicoo !rllre el tnrnporte 

int:ra::elulru-. A partir ele estoo trabajoo, vurioo imes~ se han orimtado al rili

sis de las alteracimes <µ! ejercen diversoo !lleStésicai octire el proceao de lransporte, u

tiliz.ard:J ¡x¡ra ello el lllXlelo experi!rmtal ai:q:it:ab ¡:x:ir Fink. Loo ~ cbtatlci:e desde 

mtcn:es hm escl.arocicb parcialllmte loo mecanimm irM?li.r::ra±.6 m este fEfÓll'!rD, la3 evi 

dm::ias que se ti€llel'l sen loo sigui E!"lt.es: 

a) Diverncs anestésicoo locales del tipo procaína rales CXll\'.l la proca{ra, la licbca.Ira 

Y OOerás la tetrooaína pro:ll:m una inhlbicim del tram¡xlM:e rápicb de proteínas m sis~ 

llllS ~caro &J'1 el reivio ciático de rana y el ne:rvio vago de <Xnljo. Dicha :irhibiciél'I 

es m proceso reversible el!! apariciél'I lmt.o, y se ooti~ a cxrooentracimes nás elevaihs -

que la'l ooccsarias ¡:era blcxµ;ar la c:cn:U:cién del inµl1so (~.f:iTM. 18.5 nfll y 1.0 nfll de ~ 

caínn, liOOcalm y tetn:r::aful.), m cootraste ccn las cxn:rntrociae; blcxµukiras de la~ 

cll;cim (de 7.4 r.M para liOOcaína y 18.3 nM para ¡m:caíro) (1,2, 22). Por otro l.aOO Be ra 

ctt.ervaro que la poterx:ia de imibicioo clel tnrq:orte es depm:iimte del ¡ji, 111 !'actor que 
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determina la cxnfonrocién rolecular del anestésico (46): otroo aoostésicce kcales que~ 

seitm est.e efecto sen la clib.raína y la etict:Jcaína, así catD algurKS trarl:¡w.J.l<l<Jn~ CXJ!O - ... ·;. 

la clClllJI'(JfaZina y procl~ (22, 47, '18). 

b) Carpmnb el onm de ¡x>tercia inhlbitaria del trnn:;parte, se há dct.ei-m!naoo la 

siguient.e relaciái : 

Dilu:aína ) Tetrocaína ) Eti.clx:aína > LiOOcafna ') Procaím (47) 

e) J.re resul.tna:x; oot.enicm ccn loo anest:ésicoa locales, irrli.can q.Je el blcx¡ueo del 

trms¡x:rt.e axrnal. rápioo y el blcx¡uoo de la ccn:U::clén del ínµ¡1ro scn accia'X!S que oo se 

m:llBltran oocesarimeite c:arrelacicra:las. lle recto existen clifermcias rotables deperidl.E!! 

cb del f'árnaco, ¡xir ejEJllllo la dirucaím es LD1 1D2St.ésico local ligermmte nás potent.e que 

la tetrxa.ím y tmtiiel ligerarente Irás ¡x>t.mte m el bl~ ool trarnporte. lo mism OC!:! 

rre al caq:arar la llcbcaína ccn procaína. Sin ertergo, el el caso de la etió:x:aína, azyo 

efecto anestésico es t.an ¡x:it.mte catD el de la t.eb1:1caíra, la ~idad oo irhlbicién del 

trarsporte axrnal es 5 veces rrrnJr ( tfl) • 

la difermcia entre las potacias de loo arestésicoo locales paro el blcq..eo del ~ 

porte y para la o:rd.tcciál re! estinulo encentrada el los sistaros ~. ro ha sicb co

m:txm:ida sin artiargo m loo sistmas ~ • Eil 1ITT4 Ng¡\i (57) realizard:> estudios cm 

arestésiccs en cx:hzyos intáctca, ero:ntró que lo licb::aíro a una c:aicentra:iál oo l% (pero 

ro a 0.5%) bloqueS el trarqxirte axcnal a::arpañacb ccn el blcx¡uoo rerviooo. Por otro laOO 

Fink el 1976 realizancb pruebas rrás detallad3s, J:'e!)'.lI't.6 que el efecto de li<b:aína a ~ 

trocicrm de 1, 2 ó /fX> sobre nervio trigérnim in vivo m rata, blcxµió el trampoM:e axaru 
~icb de iranera cxn:ani tante cm el blcx¡uoo de la carllccién del i.nµllso, y s.igirió que !!! 

bos efectoo ¡:>Jeden cmsiderarse carv sirrultára:E tajo situacimes clWcas (29). 

d) Estu:lios ultraestru:tural.es de loo axa'X!S traU:lcb3 cm diversos amstésiCCl3 locales, 

hm m:;stracb evic:Hcias acerca de al teracicrJeS rrvrfológicas a CC11Crntracicros a las q.ie se 

inhibe el 1ram¡xlrt:e axrnal. rf{licb in vi tro • 

la accién de fárrmcoo cmo la liOOcaím (18.:irM), te~ (3.3 nN), clCJlllI'Cl1IlZin 

(O.l nM) y ¡m:clqJCraZina (O.l r.f.I), procU:e una disniru::ién rn el rúnero ele rnicrotúhlloo así 

caro un incro:ulto en el rúrero de film-entre en el axérl de loo neivioo trntad:G, y ro~ 

nas ocasian:i se oOOe!van estructuras nucroturulares características (1, 2, 22, 28); ¡x>r otro 

lOO:l, a ccn::mtrocirnes que ro bloquean el trnns¡xlrte se rotan solo pcquiias alterac:icns ~ 

trucb.Jrales ( ir.i, 42). 
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Rroliwró:l esttrlioo m3s profurl:s, Byers en 1973 (15) CXJ1 ayu::b ele la micrcecq>ia e

lectrúúca, presentó rerulta±B seaDlCiales ele loo efectoo de lidocaína (0.6,I;) ~ 

EdJre el M!Vio vago ele cx:rejo a difermtcs intervaloo ele ti.BllXJ. as resultad:ls i.n:ll.carai 

CJJll la inhibiciái del tra-s¡xJrte depEroi.ó del tiffi1X) ele ex¡:ooiciái así cerro ci! la ccn:x!'I~ 

ciái del aresüisico, ITDlifestm<ble ci! rrarera prq!TCSiva la siguiente EIOO.H"V::ia u1 troos~ 

tural: 

a. !.a prirrera res¡u=strl al arest:ésico es ui bloqueo oo la ccnll:ciái del inp.Jl.so. 

b. Se nenifiesta ¡x:sterioorente ui retarcb del trarsp:irte axmal rápioo; 

c. Se presB'lta i.m rerientaciái del retículo inq,lásnico liso y la t.otal inhibiciái del 

t:nnlpolte rápioo. 

d. !-ley una !Espolirreri:"Xiái de lea rnicrotútuloo. 
',-• 

e. Hin::haziri de loo axmes, células de Scl1'a1 y mi t.ocxn:lrias. • · .; "' ;;'.'.<<> .. · · 
r. Se nenifiesta uia severa hin::hazál celular CX11 la ~ciái de ~-~iiaJieloo. 

cuercia se presenta en to±s. 

elimirnrrl> ool rredio al arestésioo, era::11trancb lo sil?).lÍente : >~"•' ; • • 
a. Se presmtó CCllO prirrera rrenifestaciái, una reorientaciái ~l retróilii~~lkúcom 

liso a la pooiciái oornal, ~itnb la hirrham1 del~·;·cki~~i~de ·•· 

Sch.;an. 

b. Se rea.qierú la carlx:ciái de loo pot.m:iales de accién, y se ct.eerW 1.n1 répolilreriza

ciái parcial oo les mic:rotll:ulcs. 

c. Finalnmte se~ el~ axt1'al rápido. 

Estulics de pollirerizaciái de microtúluloo ~ m presm:ia de lidocaína(7,5-21 nfo!) 

l"a1 rrostracb por rreli.o ele aiálisis viscarétricoo y oo rnicrcscq:iia electrfuica, que este Dile!! 

tésico prod.ice directaimte una inhibiciái oo la poliirerizaciái oo bb.tlina, cm tD1 efect.o 

reversible y depm1lente de la d:sis, Est.e estudio irdicó que el fánmco disninzye el ~ 

ro de túlulcs, sin afectar ru lmg:i rud, Este mimo efect.o se EnXf!tró cm procaína y etip 

caína. La explicaciái ~ se plantea ¡:ara la inlúbiciái del trnrnporte axmal, tam en 

ruenta una inhibicién de la polir!Erizaciái de microtútulcs por una interocciái directa de loo 

arestésiccs cm la turulina, y quizás ui desmsrntllaje de las estructurns tuWlllres ya ~ 

das (15,llO), ¡JJeStn que les microtúb.J.lcs se crnsiOOrori estnx:turoo furWTmtalcs para el !!!3 
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canisro del trans¡xrle intracelular (61), su disniru:iái podría explkar el transtoITT:i del 

proceso. 

En catjunto estoo 001 loo ~ rrás inP:>rtant-ES (¡ue se ~ r.edu ~ 'esta área, 
1.oo irecmisim involUcracb-i m el ant.erior.r~61~¿. ~ ~ ~d:s Cle nnnera 
¡m-cial en el caso de loo elerentoo de 1:rare1ix:a:::~érl ;,::~i~~k ail~l:Ó ~ l~ rre--

' , . '<-:. :~. ·.,. ~ ":..': -. ;~; 
caniBTCG de regtilicléJl del misro, , ".'~ " -_-,,_-_-,_-•--_.i_·_ '·' •- -

'.' ·~- -~-'::-~,:-:/~~-- ;; - : 
'' .. i_.::.-_'.'.'.- :· • :,)'.~.',..:::.,:>> \~-~~.,(,'.:~:~-:,, -

' - . . . . 

la saoojanza que exist.e entre el rrovirirl.m~dihr*i~~ p~tai.ioo éí1 ~ cfil~ 
retinales (32,66) ccn les dffiplazoolimt.oo de partíCÚilis m lm células nerviooas, permite el 

arpleo de las primlras caro ITIXieloo OOeruD:J6 m el estulio del trar5porte intracelular part!_ 

cul<W. Se han hecho ~iCJles sdJre este ferim:rn en células pJ.wentarias de t:egurmto 

(44) así CCJ1D en Células pigrentarias de tejicb retiml (4, 71). 

En el presmte estudio se eligieren a las células retinales caro loo sistaras experi

rrmtales de transporte, para investigpr el efecto de litkcaína scbre este fEñrrero, 

Loo sist.ams biol6gicoo esUldi.aó:x> 1\Era\ : a) Fotorreceptores retimles de crilstflceo 
y b) células 001 epitelio piglEfltario retinal de rana. 

F.stoo cb3 tipoo de células presa-ltan diversas características carunes. lvrbas sen de 
nab.irale7a retinal, urns de origen nrural y otras epitelial, y.cxntienen E!ll-si'c1t;qilasra< 

gránuloo de pigm1to de un color pardJZ.co que present.an llDllimimtm de uÍ1 llrl:i S:'b1::I'ti ele la 

célula depen;lienb de las cm:liciCJles de illlllira:iái. 

las vmtajas por las ruales fuero1 elegicb3 loo cm rrodeloo esruclia003 en este tral:ajo 

sen : 

- A pesar de ser células de distinto origen, mbas rmnifiestan el misro.ferórero de~ 

ciái piglmtaria, lo anl pernlit:c generalizar el estudio del transporte intracelular(33, 77) 

- Sen células facilnmte <Wervables al núcroocqrlo fot:énico y presmtan un piwoonto ~ 

torio de color dJsruro que µ.iede utilizarse= un imicacbr de cualquier nvvimiento 

intmoelular que se presmte. 

- Este pigrmto se dcsplMn solo en chl direccicncs que deperx!m de las ~mes oo Hu-
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minaciái a la; que soon ooreticB> las células. ( 32, 33, 64) • 

- Debicb a que cst:m sistams naúfiesmn el lll'.lVimiento grau1ar OCJtl) 1m mi.dad oo pig

nmto cyJC de nmero. tnifonre se desplaza dentro de cada célula y Erl toro el tejicb, es 

pooible realizar ootermim::icries cuantitativas de e;ta nu11r1dén. 

- 1.re rtn'mn:s oo migrnciái pigrmtaria reportacks en anlmües íntegrca, µ.iedrS'l,serrEpl"2 
d.cici:E ~· irediante el wo de solucímes de in::ul:a::iái, intervalos de ¡:Hy~ 
raturoo fisiolq¡;icas, (33, 64, 77) .::\ ;. 

-Al::::::::: a::;:::::: ==ro:es'@ibl~~~,> 
otEervacicres de las células Vivas En el microocq¡io 4Jtioo, por lo q\Íe e1'áMUSl.S'~::· 

la res¡:uesta migrat.oria se efectúa despJeS de l1l1 p:EO ro fijooifu por calor' (33,' 64fr ' 
por agentes químicce (gl.ut:aral.c:Etúoo, oo

4
l bajo las on!iciam deil~éf¡!:t>~! > 

das. 

- A proar de ser relatívarent.e fi'cil la ciJt.ITT::iái de las ¡irepa.m::iCPlS aisladas de retiM 

c:ualq.¡ier nmi.p.Uociái que dlile a las células, ya sea dJrant.e la diseccifu o d.lmnt.e la 

l.ncubocJ.én, prcMJCará alteraclmes irreversibles de las resp.eltas migratorias. 

Cal el fin de prqiarciaar un narco teórico adecuocb, se plllntearm alg..n'lS caracter!_!! 

cas de les 006 sist.ams celulares utl.ll.2.aó:;s Erl este trabajo. 

A. Fotmniceptares retlrales de lan¡µ;tiro de río. 

!.ce l.Irgootm:s de río (Género Pnxarblns) tienm caro sistmus virual.es ojoo de 

ti¡x> CXJTµleSID loo ruales están ccmtib..úd'.:6 por estru::turas nulticelulares llaradas amtidioS 

dis¡:mstas en forna radial m la retiro.; una de estas sen las células retirulares prOOnales, 

que presEntan desplazanientcs intra:elulares de wárulos de pigtmto, y se ¡¡gn.(ian cx:mti ru
ym:b una subesUU:tura OOunimda rntxbro o unidOO fo\:oITCCeptAJra. 

las céluloo retinales prorimllcs tierm l1l1 rúcleo rn la porcifu distal ai:Q.úritnb 1..11 

aspecto fibrcso o filrnrrltooo hocia ru reg:iéll prox:illlll (Fig. l l, pmctrad:l a lo que se ~ 

ce cerro nutilrara ba&'ll. Un aspocto cnroctcristico de las célulffi retirulares, es la prwen:ia 

de un piwmro ci lq)1.1S!Útico clcn:rnirab cm:x:roro (85), qúe aMJClve al rabcbTo cbnd:>le una 

t.cnal.idad cb;cum. Este pl!'Jl'fflb::l til'TI! la prq¡icchl de despl.azarnc de rmnern definida según 

loo crndicicres de ilunira:im; cmrrl:> las células sm SC11ictidlS al estab ele " O<k'"4'tacifu a 

la luz", el pig¡rrnt.o OC\flO to:b la exb:nlié.n dcsre la za1a inferior de la lrC!hrunn basal hasta 



....... 17 . 
••• , .......... 111 111 ... ~ ........... J, .... ........ ¡,. ............... ; ••.111-
• ....- ............. JI, llo•l11 ... ~ ... :, 01 .• -1 ........... ; 111.1• ........... . 
t1"-1-.;11.1.1,,,1.n111-••i.11r11,L.• '1n111.,..: ""'·:o. .... .,.._; t. u.u•. 
n·,.,......,.-."'-.,...llo'Wtl••-.t•••••·•-"-9'"~; .w • .-•• --....i 

tW...tor:A,,.llltn.&n.r•~ ....... 
11 ..... -*"" ....... _...,.. f'lll .. 11, .. ,.. 

•' 

Fig. 1 E'.aµ!ra de lZ1 cart.e aj. tal de lZ1 tallo ocular de . 1argootiro 
' ' ' 

de río. Se dEeNan loo fot.arreceptores retiMl.es (de .color 

dsalro) así CCl1D otroo detalles estru::b.Jrales de est.e ti¡xi 

de ojo o::.np.¡esto. F.xtraícb de !Jernh¡¡rds H, ( 1916) , 

Z. Wiss Zoo!. 116 : 649 

7 
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el extraro rucelar c:tisti!.1, ~así las .células totilitmte dJ6cums, por lo cµe se c:tice 

que el pif!ITBlto está "disperso". · Por el ccntrari.o, m o:n:licirnes de "~t:acién a la dlsft.l 
ri<h:I'', la ¡:a.úcién del pigrcnto se limita a. la ¡xircién fibrc:Sa ccn:entrárrl::re ¡xir debajo de 

la nrntiram basal, a lo q.ie se ha deftmcb caro estab "agregpcb" (Fig. 2). 

El si~ficacb funcicnal de ~ mi&racicnes, está relaciaa:b om una eficiercia m 

el aprovedani.Eflt.o de la 11.fz EEÍ ··a,ro m la protro::ién retiro.l. 

El timpa requerido ¡:ara la ~t:acién a la luz, se ra det.erminad::l mtre :P-45 mirutt:e 

mimtras que la adlpta:ién a la obicuM.OOd n:q.¡iere timpoo de 45-00 mirut.oo (32). !.re 

evmt.oo que ~ llev<n a ~ ~ .v\?2: ~ich la luz y que cmtrolm el rrovimimto pl,giei_la 

rio ro sen bim cxroció:E. A ni ve1 de loo sistams de regulocién, se ra planteacb cµl loo 

icnes Na+ y Ca++ Clr.Plm cm un ~l f\.roalmtal (33). Apamitarente ¡quellas o::n:licia-es 

in Vi tro que ind..!ca1 a un :irx:ronento ci tq:il.as:ático de est.oo irnes, dispersan el pigrento aún 

m la dsaJl"icbd : 

a) La cafeína,(16, 17, 'i'9) parece ejercer su efecto libennlo Ca++ de loo reser.a-ioo in-

tracelulares. 

b) El icroforo A-23187 introdJCe Ca++ al citq:ilasra (36, oo, 70). 

e) La rrcnnii.na actíia abri!!W el canal de Na+ aLJTlYltarxb su activiOOd cit.qll.áSro.ca • 

d) La elevacién de Na+ ext:rB::elular 

Por el CCfltrario, la prcmx:ién de la ag¡~iái del pigrmto, es decir ei"~·cie'~::. -

adlptccién a la chlaJridOO se ooti1ni cm neyar f<cilidad =ni> el Na+ mnt.o fuera ~ ~ 
tro ele la célula está disniruíclo, caro OCUITC m loo siguimtes cases: 

a) Cm la el.iminaciál ele Na+ del medio de i.Ind:n:ién 

b) Cm la OOi.cién de aniloricb, 1.r1 agmte <1Je inpide la mt:rma de 16+ a la célula (33) 

e) Cm carlicicnes estabilizmtes de !TBlbrana q.ie c:tianlnzyan la mtntda de Na~, por 

ejmplo mediante la elev-dCiái de Ca++extra:elular o ¡xir la ac:ticiái de Co++(6, 33), 

Estudioo l'eC\lizacm sd:>re retirns de ve.rtebrni:s e invert.cl:irrd:e, han eviderciacb que 

dirante loo es1nd::G de <rtiptociái a la luz y a la ci:.&uricbd, se llevan a cal:o al teraciani 

m la nctivichi de Ca++ libre citq:ili"isnioo, En la luz se locruimta, mimtras que m la 

ctscurid'.ld c:tianinzye. Est.oo OOTflOrtanimtoo oo:ilatorioo m la activicb:I de Ca++ citq:>lfisnico 

han Sl18ericb In existerda de t'COOf'\IOrioo introcelularm para este catié.n (Retículo f'!'".r:qil{_.IS 

mico y mitoccrrlrin .. s), que CUlplierdJ cxn urn t\n:ién arorti¡µó:im, captan Ca++ ruar.ch la 

nctlvicbd de eslc ha e.xcodirb lm mngm fis.iolé{;cos, y lo libcron =nb dicha crrC«Jtm-
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B .c.s,---
~· ~ -,"'Yf\ ........ .f, ... --

'·~··"··. ·.:--e=-
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(ffi':;1::%. b 
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1 . 
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1 F E 

d.p.·· 

- - -p p. 

e -i'>\=:::::.:n~ 
d -4'!:=1 ~-t.~--

b.m.----

o.{',-::.--:.. 

Fig. 2 F.sq.sra de la estructura de loo amtidioo del ojo~ del langootiro. 

E: ro la ooaptaciái a la luz; F: m la ooaptaciál a la ot:scuricbd. (col córnea; 

(ec} células comJágmas; (cr) células del cero cristaliro; (pp) pigimro ~ 

nal.; (r) ml:xbro; (r-=) células rot:iru.larcs; (te) células del pignrnto de reflexiért 

ó "tapete lucidrn"; (llll} llJ3ftlrona bnsal; (of) fibras visuales. loo niveles a-a, 

l:Hl, o-<: y d-<l indican los plnn::s del corte cornJS¡xn:liente n las scccicrics ~ 

vernales A, B, C, y O rospectlV""..rra1tc. Taro:b de ~'atenirJ1Ú86l ) • !Ugtl seraivicy 

and Visicn. '!he F11)1Biolqzy of Crustrcea. Ac. Prcss :47"~78 
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cién ha dianiruícb (U, 21, 24, fB, 69; 85). 
. . 

kerca de los irecaniaroo de trarBloca:ién o .trornporte oo los gráruloo pigrentarioo 
. . . 

se ccnx:e poco. Bajo difereit.es éa'rltc1cre,· de Uuninooién, se han cDlervacb alt.era:icn!S 

en la OOisida:I y camioo rrorfol(.gicaí'en.el ci~lasre o.am loo grárllios m pigreit.o que 

están en intera::ciéra cai mifuitiliJl~: ~. ix:r, la rratrlz ci tcplásnica, scn desplawó:s de tm 

regién a otra dmtro de la Célula·(;;).) 

lHl caracteríStieas IJ!~~es ootennirmls por la dEervacién de células re

tirulares crnpletas ;.;r·<Xirti;Ji(¡;i~~'exbiñoo, &Jgierei (r..ie loo gr{nlloo ele p~t.o 
proxinal están in~ e-i•ün3·~~~tiCÚlar.de filrneitos que pro¡:xircicmn !1.n::io 

OOl diranicas al s~I~n· . ~~···· .··.·.···· .. ·. ·· ·. . -
___ , ,--. ;~~.~lz :.::;:~;/~ :-~~·:.;-""~. 

B. Cklulas del ~{teiio~tllri.~:Re~de nra 

la retina de l~vertebrab><~ ~~~por diferentes estratoo; los rrás ~ 
t.es ¡ara est.e esllllio ~a :, (Fig. 3) 

- Epitelio pi~o retinal. Está estru:turnda CCJTD ll'la mn:x:apa celular unida a la 

coroides por sti parte · extLJrna y al t:ejioo nerviooo retiral por la interna. Una de loo 

características de estas células sen las migra:icrm pigrentarias ~entes oo lm 

cxnlicicrm de illlllinocién. 

- O:n:s y 1-bnes. Están fornaó::s por loo tenninacicrm protq:ilasrát:ic:oo de loo fot.clrr!! · 
cept.ores. Estoo roof1JtClres vis.Jales se cnracterizan parq.ie su mi ta:! s.JT.Erior se extien:le 

por arriba de la Slperficie ventrirular ccn:cicn tmtiien CCJTD rrrnbrara llnri. tant:e exteim, 

de tal nmera que se (UJdm ~ ere Z.cJ1a1 : LD1 segJHlto intem:J y uro exterm 

(~. 71). 

!ns células del epitelio pigrrntario retirnl presmtrn Lm forna poligalal cm ui 

trnnño de 20-25 núcráretroo de arlv:J y de 7-10 de alto, ocn células ITl.\Y polarizndas y pre

srntan um zcrn basal que descama ocbre la 11rnbn:ina ele Ilru::h, una z.c.na ru::lcar y una zc:na 

apical en la que re <nlflltrun prolai¡rpcicres ci tcplienic:oo CfllC se interdigi tan cai los 

~too extenrs de loo fotarrcceptores, est:e tipo c:E prol~icrc3 se ernui1xan bien 

desarrollad.111 m mli1rnles CCJ!D lns roms, peces, y diverooo rqitiles y aves, y caiti!YUI m 

su ci tcpl;um, gn'nuloo oo pi~1to de relaniro cm 1.11 diiirotro de O.Zl micrátetn:E (58), 

c~c oo det.1Jlaza drsde 11 ¡nrte apical a la to.sal o viceversa, Cqxnlierd:) de lns cxnlicicrm 
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Fig. 3 .Esquma de un corte vertical de un ojo de vertebra:'b a troves 

de la fO\lea cmtralis y el mrvlo é:\1tico. El epitelio pigrentario 

es t.m oolgaja ~ localizach entre la retiro roirnl y la co

roides. En ura arpliacién, se cb3ervar\ las células piurmtarias 

en el estad::l de adaptncién a la luz y a la oOOrurid:id. s. sclera, 

RPE epitelio pigrcntario 1"timl. 1 01 coroides, MLE 1101brana limitnnte 

externa, FR fotorrecep~, M!l rn:nbrana de !lruch. 
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de lluninacifu. De esta fomn m ln 005curidad, loo grárulca de pignento se ogre¡¡pr1 ro 

la base de las células pernmecienb las prolaw;icimes ci tq¡llisnkas libres ool miEJID, mi~ 

~ ~ ro un estab ele ~tacifu a la luz el p~t.o se desplaza a lo lamo de toOO la 

célula OCt.lfA'll'rll las porcicres apicales CJU! rodean a loo ~too~. 

Lcs rrecanirow que intervi.Efi!fl en la ~iál así cano en la pnxll:cifu de ia ~ 
za rrotríz mccsaria para el clesplazmdento de est:oo gráruloo sm aú1 descCnxicm.· Se hail 

prcµicsto OOe t:eorías : 

l. En una se ¡xstula que el l!IJ\limi.ento pi~tario se. debe a carbioo en la lmgi.M de las 

prolmgpcic:ncs, las ruales caitienen m fonra estática a los grárulca oo pi.g¡tolto. 

2. la otra prqxne que el clesplazaniento ele loo gráiuloo se efectíia dentro de lm prolcn

gpcim2S citqJlísnicas pePnmecierro estas irnlterailes en =to a su lcrgib.Jd (81). 

W3 resul tmc:s dJtenicl:ll hasta ahJra, a¡x¡yar¡ la segunda al ter ro ti va. Cal respecto 

a loo irccanl.STOO regu!at.orioo, ele este fel"Ó1ln:> se tie"al crnu única eviden::ia los trabajoo 

in vi tro realizad::s por Srwder y Zadlnaisli;y, ellos m::oimtrarai que el iéri Ca +t juega un 

:inpartnnt.e papel m les procesoo de adaptacién a la oOO::urid3d en epitelio piwrotarlo ·re

tinal de rana de forna similar a crnu se h3n plantead:l en o tres sistarm nótiles ( 10, 11,-

33, 71, 81). 

Par rredio de microonálisis ccn royos X, se ha m:x:ntra:b que loo gráruloo de pignento 

presaitan un alto ccntenicb ch Ca+-+ (65). ~bioo a esta característica se h3n prq:iuesto ~ 
no reservorioo intrncelulares de este catién (11, 73, 74), en d::rm por efecto de la luz 

lo liberan ini.lciro::b cscilECicres en la actividad citqJlásnica de este ién, regulan:kee así 

loo eventos invol\X:l"Erl:s en la translocacién de loo grfnüoo pigrrmtarioo (ll, 41, 65). 

Les rrecanisroo retiralotores del desplazaniento de loo gráruloo de pigrento en estas 

células seo pxo cmxid::e. E.stl.idics realiüo'rl:x3 ccn microocq:>ia electrénic.-i en epi t.elio pi¡¡ 

rrrntnrio retiro! de raro y pez, ron m::.s1nrll la presa1Cia de fi lamo too de oc tina ( 10 rrn) 

dis¡:ucstos axialrrcnte a lo largo de l.m prul~icnes apicales en interaccién tmto cx:n la 

nrntirana celular cam ccn loo gránuloo de P4JOCTito (12, 54). Este tipo de aoociaciooes pa

recen ser las res¡xrnablcs de la direccim y oo la fuerza ccn que loo gr{nlloo de pig¡imto 

sen trnrnpornrl:G en estns células. la ilrporl:Bncia que se le asigra a loo filmrntoo ele 

actira m <.'Sl:e rn:xlclo, CC11troota ccn loo halla7.goo realizac.bs en otros sistmoo ele trans

port" piwaitario, m dco:le sai loo microtúruloo loo qoo interviaicn furmrmtalna1te tn el 

lnn3porl:e intracelular (34, 55, 72). 
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LBs células del epit.ello pJ.g¡rmtnrio del pez teleooto, sen la excqx:iéo de sus CX!! 

gén!res en otras es¡:ECieS ¡ estas células presmtm tanto niicroüih.Uoo CXJTO microfilrneitoo 

en las prolaigaciooes Eq>fCalre. · F.sb.ldioo realizad:s ~ &lrmide en rete ti¡xi rle epitelloo. 

utilizancb agent.es CXITO la cit.ocalasina B.y colchicina, ron eviclEn:iacb la participocién de 

mtxE el0TUltoo del· ci toesqueleto en loo proCesoo de adaptaClfo a la luz y a la OC6ruridad 

(13). La característica rrerciaiiida ¡:ara el caoo de. este pez,· ro p..icde1 aún así ser apllcablre 

a las células del epitelio pl!?/IEfllBrlo reti.nal de otroo vertebmke, en cb1de ro existen 

microtíJrul.oo a nivel Eq>ical, recurrierd:se para la det.ennlnaciéo del necanisro solarente a 

cb3 elaoontoo del citoesqueleto, loo f'ilaientoo de actina y la rratríz citqilásnica, 
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III. PROPOSITOS 

Ccnsidennb loo anteca:mtes acerca de la acciéci irhlbitoria de loo irmt.ési!Xlll sdJre 

el t::rEn;porb! ~ioo de proteíros en el axáJ nrural, mi prq:uslm::s estudiar el efecb:> de 

l..JlXX'AfNA , un anestésico de lt30 ccmíi m la práctica od:ntnlógica y ta;pi tal.aria, sdlre 

el fcrárern de trmsporte intracelular de organeloo m cm rro:leloo celulares de distinta fl! 

b.lrnleza : a) Epitelio pigrmtario retinal de ra1B 

b) Fotnrre:eptores ret:i.nales de langootiro de río 

<Xll el fin de determinar loo pooiblcs ITllC3llÍSJ06 de acciécl del fánmoo imoltlCl"Em! ei1 eJL. 

proceso del transprt,e intracelular de gráruloo de pig¡mto. 

IV. OBJETIVOS 

l. Investigar el efectn de lirocaína sctJre la migra:ién introcelular de ~oo 

(grárulos de piglelt.o) en loo fotan-eoept.ares retinales del ~ de río 

m las célulre del epitelio pig¡mtario ret:inal de nra. 

2. Determirar el ¡:x:sible lrd3liEJTD de acciécl de lidx:aíra, tredimte la evaluacién 

del efect.o tejo difermtes ccn:licimes iénicas y farnro::ilógicas de incubaciécl. 

3. Caracteriza:ifu y IEsan"ollo de tn1 ruevn prepmclén celular ~ para el 

esrudio del feróielo del ~ introcelular de orgareloo : células del 

epitelio pi~t.ario retinal de ra1a. 
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V. MATERIALES 

l. 

A. Mrteriales biolqp.coo .. . : . - . . . - . . . . . . 

Se eJlllcarai cangrejoo o lnrl¡cstirm de río, adtl.tm de la es¡JeCi.E! ~ clarkii 

y Procarbarus bruvicri (Fig 4) sin tn:er distinciál en cuant.o al~. ib:i~~ .se'~· 
tuvieren en piletas exteriores ccn recirollacién oo agua a tarper8t:úriiiiibiáítiD Aq¡iel.100 
ESilimles que se eiccntrercn en proceso de ITLlCla del exoesc¡ueletn, 16 oru.~1~f~~c~ 
tri alilimlnient.o del cefalot.orax, ro ftelm E!Tllle<rl:s ¡x¡ra el esudi~. fub¡ loo ~ 
tm se realizarm a la mima rora del día ¡:.era evitar ailí rutic¡Üi~;Ir1ri~~CÍE!lrl;.;; ".""> 
cirarliam m la respJeSta migratoria (33). ".\ 

El nnterial biol~co utilizab, fuera¡ loo talles orular"5 ~; loo iiiBles 

fuerm posteriornmte disec<rl:6 y sareticbl a las cxrdicim;¡···~···~~ifri~l;i::,," 

Se utilizó el nnterial b.'isico de diseociál caistt tui¡ ~ : tijeras o::nunes, tijera:; 
. . 

de pJ11ta aguda, microtijeras de Vannas, pir=s rurvas de disecciál y estiletes. 

Las cáraras oo irnJbac:ioo que se aitJlearm, esblviéreri cx:retn.úclas por un~ de p 
le, sobre o.zya cara inferior se mcaitral::a ~ ura ploca ·oo poliestirero cm ruatro 

perforocicnes, hechas de tal rrmera que al colocar un tallo ocular loogituclirelJrente en ~ 

cb perforacién, este se rrmb.lviero prn"SOO:l y fijo. El tapérl que sqiortaOO a las lllle5tras, 

se intrcdlcía m tri frasco de vidrio ccn azya toca ajwtaba perfectarmte y m el que se 

«nx:11trnba el rredio de incubaciál, éllt.es oo cerrer el frasco se wstituía el aire presente por 

oxígero (Fig, 5) , lkla vez preparara la cámra, se invertía su posiciál de tal nanera q_ie la 

solucién estuviera en cmtnctn ccn las nuestras, Slfllll'giend:m el sist.aia CC111Jletn en un ~ 

m oo agua a 17°c. Pooterionrente se trosladaln a las CClldicicral de iluro.mcioo requeridas 

E!1 cada experinmto (3'.J), 

B, lltlteriales químicos. 

Se utilizó CCJTD rredio de disecciál e incuOOciál, \l1EI soluciál salina fisiol~ca para 

CIU<tÍleeo, p~ta por Van furreveld (soluciálVH) (39), mmtiguada a ¡il 7,4 cm imidawl 

(Tabla !), 

El anestésico local rnplcacl:> se oobJvo de una soluciál icyecrable re clarhldratn de 



Ftg. 4 Esqurnn de un langootiro de río rle la especie Prcc.o11ri.1M.JS (aurento 1.5x) y 

fotografío vistn al micrcsccpio estcrL'Oscópko de un tallo ocular aislaoo 

(aurento 14 x). Extraído de Huxl<!y T,lf, (1893), /u1 int:Ju.hiction to stuc\y 

of Zoology, New York. ISS. 

!•1 



Fig. 5 CWDra de irn.mciái µ:ira talloo OOJlarm aislai:E de 

l!q¡ostiro de río. 
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TAB!J. I. Calpooicién iénica de las oolucicnes IJlllleaOOs caro nlldioo de l.n:Ulacién. 

Soluciái (rol / l t) 

A Van Harreveld (VH) 

B Sol. de Vl1 sin Na+ 

C Sol. VH CXl1 CaC1
2 

sl tD 

o Sol. de VH CXl1 cct:a
2 

E Sol. VH-LidJcaím(*) 

F VH sin Na+ /LidJcaím 

G eac1
2 

alto/LidJcaím 

H CoCl/Lickx:aína 

Sacarooa ro nM 

J Sacarooa/licb:aína 

2:S 5.39 13:~ 2.59 

5.39 Tu:49 2,59 

2.4 ·'í:oo·' · ·,::··'.' 
2:S 5:39 ·í.i49 ~!f~~ - ,' . ' .,,. . .,·~: 

ro; 5,39 Í.3;~ 2;fi12: 
5.39 13,49 • 2,59 e 

2.4 

cC Imictawl 

10 

10 

TocEs las oolix:icnes fuera¡ ajustadas a una 001Dlaridad apraxinn'.E de !1ll n03. 

( •) Se evalue la lid:lcaína a las c:crccntraciooes oo 19, 25, y ro nM. 

25 
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lictx:aína al 1 y ~. que se OOJ.cicn5 en las prqx:rdCllfJS re:µericbs a la solucién VH. 

2. Epitelio pi.grmtario retina! de raia 

A. l\Bteriales biolégiccs 

Se arplearm ranas Erltltas de la especie Rana pipiens y Rana rrmterum, irrlistin~ 

te del sexo, rrmt.enierrl:>las en~ exteriores y a ~tura mtiient.e. 

Tam loo e>qx!I'irrmtcs se rea!iwrcn a la mi.sm rora del día a fin de evitar aaj,_ 

quier interven::iéri rel ritrro cin:adi<m m la resp.iesta rrú.gratoria (19,49). El rmterial 

biolégico que se utilizó fuera! las cqm orulares cbt.enicbs a partir de la En.Cleaciái 

y bisectaciéri de loo ojos 001pletcs. 

B. r.hteriales q..úmicm • _ 

Se utilizó OOin rrediocde dJ.seci:iéii e irx:ul:ecién una solucifu salira fisiolt5gic:a p:ira 

rana (Ringer de rana), rrccli.fi~ ~ SillnUÍ, It.o y Tanita (76) ccri la siguiente carpa¡i-
+ + > '. -> . 

cién : Na (UO nfol), K (2.0 nfol)¡ Cl. (ll5.6 nfol), Imicmol (10 nfol), y gl\ll:X'SB (a:> nfol), -

imrtiguada a ¡:ii 7.4, DichJ nÉé:lio SJfri6 rrcdifica::iae¡ en ru cait.enich, en f\.rei(n de loo 

cbjetivoo particulares de cala experinelto (Tabla Il). 

El imtzurmtal fue el misro que se aipleó a:n el nrxlelo de.~ ele río. 



TABIA II. Inveetig¡icién rrecanicista del efecto de lick:ca!na en la migracién pigrentaria en el epitelio pig¡e¡tario de rana, 

Solucicn.5 (rrol/lt) 

A Ringer 110 2 1.8 115.6 10 2l 

B Ringer sin Cá:l2 110 2 112.0 10 2l 

e Ringer sin Ná:l 2 1.8 115.6 10 2l 110 

D Sin NaCl, sin Cá:l2 2 113.8 10 2l 110 

E NnCl elEMllb 165 2 1.8 .. 

F Ceo trol NaCl elevad:> 110 1.8 
::'~/;~)--

G CaC12 110 ;9:0. 
'¡;' -;;, . .,_,,,~¡~," 

H Cd:l2 ú6 
,:,?_ :'i·;1r· I OJabaím 110 

J ·.-''-''• 

',.¿·:;·:; ,. 

K Cafeína '110 

L 
-

"' '1:0/ ·-~':.::.':):· '.i;6';;, M A-23187 110 :.-.. :·'.: .'-¡ ';···""-· ; 

;L~', N Ringer 001 liOOca!na lio 
,. i:a: o Lió:Jcaína sin N<Cl 

:.~" 
.,.''·;,_ 

~.ó' p L100caína/Cá:l2 ' 110 ., 

Li00caína/Cd:l2 ; 
·" :'-· 

Q : 110 1.8 125.6 

• Se esb.xlló el éfectO de liOOca!na ªlas ccncentmciaieS Q<35;A9i~ríM: 
De esta<> solo la de 5 nt4 ro prod.Jjo lisis celular. 

1\) 

o 



21 

VI. METODOS 

A. Fotnrrooept.orm retiiiales de ~ de río. . . 

- Pn:xmimiento de disecciái, trataniento ~ de ~ ~ y rredicién de 
nsiltm:e. 

El prot.ocolo de disecciái que se siguió fue el siguimte: 

a) Revisién y extiJµlciáJ del tallo ocular. 

Se iropecclaiarm loo ojoo en el aniJTal CCl1 eyu:i:I de lJ1 micralCqlio estereooc:ópic:o 

m l:iaµrla de lesicnes retinales que ¡:ulierm interferir CC11 el f\rciCl1alliento rornel ele 

estas célulJE; tn1 vez seleccimacm, CC11 eyu:i:I de tijeras se separó el n:slro que lee 

prot:ege para pooteriornmte cortar 001 tijeras de p.nt.a agtrll en la base del tallo ocular 

a nivel de la tnién CCl1 el cefalo-t.órax • 

b) ~ái ool t.allo ocular. 

Una de las cara::terísticas que facilitan la clisecciái re estoo tallos oculares, es la 

presm::ia re lJ1 pecüro.tlo q.ll.tiocoo re caeismcla cilra que mitecede al t.ejicb retina!. les 

ojoo extirlXrl:G fueren suoorgickJs en solu::iái de VH sdJre hielo y CCl1 eyu::B del microsa::pio 

estero:scqiioo, se =-taren a:¡uellas ¡:orcicnes lleriJrarr.6as que cµrlira1 en la l:x:x:a 001 ~ 

rulo CCJID rerul ta'.b re la extilµ::lcién, facili t.arYi:> así la ccmnicacién del roodio ele i.rnila

ciái 001 la retina. 

e) Prot:ocolo de ad!pt:a:iáJ a la c:OOruricb:I (:U) • 

Se nmtuvierm las cárams m ll1 ruart:o dEruro por lJ1 ti61Jl0 de 00 mirutm y ama 

t.ff!lJeratura cE 11ºc, CCl1 pericxm ccrtoe di!! agit:a:ién suave cam a:> rnirutoo, 

Paro roal.izar caitJios en el rrcdio re incutu:iáJ, se tras¡m6 el tapá¡ cm las nuestras 

a otro frasoo q:e cmtuviero la rueva aolu::iáJ previa¡mte g;Eea!b cm oxígero. Este ti¡xi 

ele rranipulacicnes se rmlizarm bajo lw cxn!iciaeJ de ilunirocién en las que se E!ll:Xlltrnba 

la 111EBtra. 

d) Prot:ocolo re ~t:a:iáJ a la llrz (:J:l), 

Se ireubarm las nuestras bajo iluninaciái flwrescmte o:míi del labaratnrio par t11 

tiEJTpO de 1 rora , a 11ºc y en presmcia de oxígm:>. 
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el Fijooiái y clet.enninaciái del Indice ele Pi¡¡rmto Proxinnl (IPP). 

Uro vez finalizada la in:ubocioo, se fijó la ¡xsiciái del pig¡TBJto, rrcdiante la in

roorsiái de las rruestras en agua a ale par :n scg.irrl:6. Pcsteriornmte se rrantienen en 

fornnldelúcb al 10,I; ¡xir 12 roras a t.ar¡ierntura rntiiente ccn el fin oo 61dlrecer les tejicm 

· fuseguida se oolocan loo ojoo vert:icalnmte sobre una placa de cera dental y cx:n la ayucb 

de \.l1a navaja de afeitar se dividen lentarent.e a la mitad. las ¡:artes así obtmidls se ~ 

pa;i tan en cajas pe tri cx:n agua, y se d:serva la ocimú tud de la respiesta migratoria del 

pimrroto ccn eytJla del mic.I'OOCqlio estereoocq:i.ioo. 

Por rredio de una escala microrétrica se rrolizan cm IOOC!iclCnis en la estru::tura re,!?. 

nal, un valor " a " que ccnsist.e en la distada recorrida par la nasa Piwcntariá a partir 

de la ne1ilrara basal, y m valor " b " que representa .la distada total y a:nstante de ~ 
corricb cle!rle la neitJra1a basal hasta el extreJD ru:l00r d.; loo fo~tores retiriua2 

El cociente a/b correspcnle al Irdice de Pigrento Proxinel ( IFP) , que aó;pta m valar de -

O ó t:endimt.e a O en el estab de ~treiái a la 006aJridOO, - y t¡¡valor de 1 · 6 terrlimte a· 1- __ . 

en el estro:> oo irllptacioo a la luz (Fig. 6) (~). 

Cm fines estadísticcs, se estu:li.6 caro m!nirro un rúrcro de tres rrucstras ¡xir experi

nmto repitim:tse est.e a su vez 2 o rrás veces, ccn tn total de !>-8 valares de IPP. -Q:lbe 
. . 

aclarar cµi la <Et.ernrlnacién del IPP tmilien se p.¡ede hacer ccn microocqlia 4Jtica, pero 

el tratanimto al que deben saret.erse las rrucstras, es nás CXJJl)lejo y prol<J1gllÓ) (ver proto

colo en epitelio pigrent.ario de rana) 1 por lo qOO Ele prefuióctratajar en camclooes ¡:ara 

microocq:>ia estererecépica. 

B. Epitelio pigrentario retl.naI-cle rana.~ -

- Procedimiento de disecciái, trataniento general de las r.uestras y rrcdiclén de lee 

re>Ul tnd:6. 

Se sacrificarm loo anirrales par dccapi t:acién rápida, pa;terionrent.e ccn una ravaja 

de afeitar y tijeras se cortó la piel y !tBBa nuscular que rcólal:n al ojo, de tal nmero que 

este p.¡diera salir facil.JTmte de su c:un:a, los gld:a3 oculares así scparaW3 sen surergict:e 

m um solucioo de Rir.ger sobre hielo, y ccn cyuro de navaja rueva y microtijeras sen parti

cm ¡xir detrás de la Ora serrata, eli.minan<b;e el turor Vi trio y el iris rrediante un goteo 

ccn la soluciái salina, ootmienchle así la cepa ocular ( Fig. 7) • 
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I _____ _ 

Fig. 6 El Irdice del Pigrmto Prax:inal ( Iff ) qie es troa lll!di<E de la 

m:ignciéri piglmtaria, se det.erm.i.rii nlldl.mt.e el ooclente de cm 
clistmx:ias fum.~trJ.cs : 1) De la l1mtJra1a basal (Mil) a la -

z.cnl distal alcirua:B por el p!grento (valor a) y 2) DeOOl la 

flE tmta el extmro distal de la retina (valor b), (Frixime et al 

1979) 
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;JIG' \EN \Ai<J(J í.E TI NA L 

IN SITU OJO AISLADO COPA OCULAR 

Fig. 7 Etapas cief' . .am:>lladas para la obtención del epitelio pigrmtru•io retina!, lccalizacb 

en la cqia ocular aislada. Aurent.o 7 x. 
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U! ireubacién de las cqni oculares se realizó colocán:blas en un frasco de vidrio 

en el que se m:altraOO la solix:ién de !lipger de prueba; dcs¡:ues de oxigenar el lllXlio se ~ · 

1TÓ el frasco cm un ~ de rule y se &m?rgió en una cáTnra de agua a 11°c, 1TB11futlm:blá 

bajo las ccn!icicnis de illll1inacién y tirnpoo de in::ubooién requericm. otro proceso que 

se siguió, fue el de sujetar la nuestra sol:Jre la cara inferior del tapén cerraró:>. el .• fuisco 

e invirtien:blo a rrmera que la soluciái bañara a la cqn cx::ular. Coo esta rraniµ.üaciái fue 

pooible cmbiar el cmtenicb del IOOdi.o cuarrlo se requirió, t:rnspasarrl:;s solo el tBpél1 a 

otro frasco ca¡ la solix:ién rueva. 

\.re vez trenscurricla la incubacién, se fijó la ¡:x:sicién del pimoonto cxn glut:araldehícb 

al 4 % en solix:iái mortiguacbra de ro
4 

0.1 M a Pi 7 .4 por un tiE!TtX> cÍe 3) rnirut.oo a 17°c 

y por 1 00ra sobre hielo ( 77) , realizand:se ciespJes 3 1avad:e de 10 mi.n. cada uno cxn una ·. 

solix:ién de ~ al 5 % en el miS11D rnDrtiguacbr de ro 
4 

• LUrante esta fase del lavaOO, 

la cq:ia ocular se cortó en pequeñas porcicn!S. Poot.erionrente se hace una ¡:x:stfijaclén uti-

1.izam G1J
4 

al 1 % (en ro
4 

0.1 M, ¡:ji 7,4) por 1 rora scbre hielo. Al finalizar este perfo. 

oo se 1avarcri las nuestras cxn una solix:ién de sooarosa- ro 
4 

por 3) min. Las fijacicnis cxn 

el glutaraldehícb, se realiz.arui bajo las CCl1diciCl'l€S de iluninaciái m las que se desarro,!la 

rcn les experinmtcs siguiencme las :fases ¡:x:steriores del prot.ocolo en ~ia de luz. 

Uis nuestras ya fijadas, se saretiercrl a m 1rataniento de deshidratacién cxn etrnol, 

a ccn:enlracicres ele 70, 00, 9'.l y 100 % par ti€!1JXS de 10 rnirutoo caca um y tres carbioo 

en el solvente µ.¡ro a trnperatura wbiente y cxn agi taciái. Pooterionrente, se scnetiercn 

las nuestras a una infil traciái cxn resinas epóxicas a fin de favorecer su peretracién a las 

células sierm así pooible su imlusién m blaql.el plástiocs para corte en ultranicrotaro. 

Para esto se surerniercn loo tejid:e en un vollJTBl de resina-solvente (el utilizad:l en la 

cleshidratacién ) en una relacién de 1:1 ¡:or 1 rora a taiperaturo. wbiente y cxn agitaciái, 

pooteriornente se carbiarm a una nueva rrezcla en prqiorciál de 3:1 por 1 rora rrás. 

Desp.¡es de esto se ¡:asaIU'1 a resina ¡:ura por 2 rorns. Al terminar la imlusién, se colocarm 

las llU!Slras en 11Dlcles para micrwcqiia llmancbloo cro resina y polirreriz.anOOloo a una tan

peratura de 00-70°C por 20 OOrm, lle loo blcx¡ues así ootmicm se hicieren cortes sanifiroB 

(1!:0-19'.l rm) 61 un ultranicrotaro Reichert-Jung y se rrcntarm por calor 61 placas de vidrio, 

se hizo una tirciéri 001 B7lll de toluidina y se chJcivarcn loo resu1 tact:s en microocqJio ÓP!i 
co. 
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Deternii.na:ién del Irdice re Pigraito ( IP ) • la ~ tud ele la m.igr<K:ién p!grmtaria 

se evalu5 r.e:liante el Irrlice de ?igrent.o (IP) (fig. 8). Por rredio de una escala microrétrica 

se caisiCeraI'm 2 rredicicnes : lZl valor 11 a 11 que ~á a la distancia recorrida ¡xir 

el pig¡mto a partir oo la llB!bnra de 8ru:h y lll valor 11 b 11 que fue \fil distarcia total y 
ccnrtaite que se ext.Enlió dlsOO la rre1hrana de 8ru:h lmt.a lo que se cxnice CXJTO neitlrarla li 
mi tmte e.xt.enn. El ax:iente a/b es el Irrlice ele Pii;,rento ( IP ) y que en el estmJ re 
adapta::ién a la luz tienre a un valar re 1 mientres que en la cbso.Jrim:l tiam a un valor de 

o. F.ste retoó:> de cuantificacién de In migraclén pi1l7'Bltaria se est:aNErizó en este tral::ajo 

roodiante la rredicién oo un gran rúrero ele nuestrai coo el fin ele daoost:rar In reprociclbiliOOd 

de les resultacbs. 183 detennl.nécicroes del IP se hicieren CXl1 un micrcsccpio 4Jtico Micrcstar 

Alllrican Cptical, util.izarm una cámra fot:q¡ráfica rn:ritala en el miEITD para la obtercién de 

las micrq;rafías, • 



a 

b 

. [ 

Hg. 8 la evaluaclén de la migrnclén pigocntaria en las células del Effi, se 

rml.iz6 rraliante el "In:lice de Piarmto" (IP) que correspcnle al co

cient.e de cm distardas: 1) !A? la ne1hrana ele Bruch a la zcna distal 

alc:aruada por el pil'JT(!llto (Valor a) y 2) !A? la marbrana ele Bruch a la 

rreitrona limitante cxtcrra (valor b), (500 x) 

2'/ 
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VII. Rl'SJLTAIXS 

A. Fotorreceptores retiro.les ele la1gootiro ele río. 

l. Efecto Q? lid:ii:a.r~ ei'.i la•mi~lén ~l~taria in vitró. 

- Efecto imib¡Ulrlo de la ~aicién á la d:Gcuridad por lidocaína. 

Se estu:liarai ctii ti~ de ~cicres. En la prinera, se preincubarai las llllCStrm 

cai licbcaína 25 l1f.1 (ool El (2,fu) ~en pnlSCf"iCia ele luz por 2 rol'!E a 17°C y ¡x:st:.eriornmte 

m la d=urldad por ro mirutoo, fijárd:se finalrrmte las nuestras. En la segtn:la ccn:licién 

o nuestra testigo, se nmtlJvj_en:J'l las retinas en solucién ele VH sin lft!Stésico, iocuOOrrl:Ge 

el misro tiEJllXl y tajo las inisniis cx::ndicimes ele iluniracién a las que fue saretido el sis

tarn aiterior. 

Al nmt:ener las Célúl.as retina.les bajo las ccn:licimes req.ieridas para ru adaptacién 

a la obsruridad ~. se OOservó ·que tocb o casi tocb el pigrento prodrraJ. migró OOscle 

la porcién ru::lear hasta la porcién axma1 ele loo fotorreceptores, ccn::entrárd:se por detajo 

de la nerbrana OOsal (Fig.9) tal y cx:rro lo ieport.6 F'rixicne (3J). Bajo estas cx::ndicicres se 

¡ulierrn rotar cks niveles ele agregpcién, uro en el cual tocb el pigrurto se retrajo quedan:b 

por clebaJo ele la rrorbrana basal CXll un valor de o. y otro que se ootuvo CCl1 ireyor frecuerda 

pero que presentiba un IW que oocil.ata entre 0.10 y 0.15, lo que irdicó eµ:! tajo las ccn:li. _ 

cimes habituales de in:utacién, el pigrento proxinal oo se re1nlc totalJrmte, quedn:b algo 

de él por arri 00 de la neitJrana basal. 

En las cxrrlicicres ele ~tacifu a la luz, el pigtmto proxinel se erxxntró ~ 

a lo largo ele ti:x:b el fotorreceptor danble una tmalidad ctscura. 

Al evaluar el efecto ele licbcaíra a una cxncentracifu de 25 nM se presrotó una inhib.!, 

cifu de la agregpcién pigimtaria en la obscuridad, miErltras que el testigo sin ~tbnco 
se actipt.ó tajo estas ccnlicicnes a la fama habitual (Fig.10). 

- Efect.o de licbcaína en células arnpram a la cmcuridad. 

Se amlizó la res¡uesta de ct:s gru¡;oo. fvlta3 re saretiercn prinEl"O a las ~clmes 
o .. = •=e <•· ·~• ..... 

de !rllptacién a la obsruridad (90 min/17 C) en solucim ele VH (Sol. A), ¡xsteriarnmbl a uro 

ele elloo re le carbió a iredi.o de lidocaína 25 nt1 en VH (Sol. E), y se irnib6 por un timpo de 

2 hlros antes oo ser fija'.H! las nuestras. Al segurm gn.µi, WµJés de la adaptreién a la 



ADAPTACION IN V ITRO 

LUZ O 13SCUR 1 DAD 

(Al tB) 

Fig • .:¡ Cortes lcq¡itudinales de retinas aislaéas de langostino de río. 

En el estacb de adaptación a la luz ! Al y a la obscuridad (B). 

En la luz el pig¡nento proxirral (color cl::scuro) se extien:le a 

mtoo ladas de la iro:rbrana basal ( n) • ::ti la coodición de adap~ 

ción a la obscuricbd, el pimimto proxirol se concentra por ~ 

jo de la rrerrbrona basal(m)~ Zan nuclea:- (n). A1.1rento 14 x. 

29 
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Fig. 10 Efect.o de Ucb:aím en la ~im <El p~tD prax1nel en la cblruricDI. El 

a-mt.ésioo imibe la ~i&i piglmtaria nent.miEnb el piglmtD difll!!J"OO IÚ\ 

m la dJeaJridad. Cala columa ~ta runb men::s ll'l' de 6 talloe arul.arnB. 

lm barrw ~l"eSE!'ltm las dwviaciCJ'leS cst:mQin:l de caW &J'4Xl eetl.Jdiacb, 
úl 
o 
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dsa.Jrlchd se le crnt>io a nueva solucién \IH y se incubó pcr 2 horas nós hasta su fijaciéri. 

Una vez caú'i.rnacb el efecto del arestési= tajo estas o::niicicnes, se determinS la 

resp.iesta a di.ferentes timpcs de iIY::ubacién de :O, 00, k1'.l y 100 mirutos, y a i:xncmtraciooes 

del anestésio:i de 19, 25 y !:O nM. En cara experiJrento se esll.ldi.arcn paralelarente nuestras 

que fueml i.rcul:ffi'.ls en ausencia del arestésiOJ por iguales perío±6 de tiaipo. 

Al estudiarse_ el efecto del anestési= ro fbtarrcceptares en loo que inicialnmte el 

pig¡l'a'lt.o prox:iJlal. se nantaúa ¡¡gregpd:l, se observó una dispcrsién del pi¡grento a una ¡x:sicién 

de adaptacién a la luz en cxndi.cia-es de obscuricbd, cmtrario al caiportanicnto del testigo. 

las cinéticas del efecto anterior a diformtes ccncentracia-es del anestésico (Fig.11) 

irrlicarai que ley tl1 auraito en la resp.iesta a tierrp:a prolc:ngad:s de in::ubaciéri sien:b para 

las coocentraciC11eS de licbcaína de 25 y 9) llM igual, y diferente para 19 nM. A partir de 

estas rurvas, se eligió la ccricentra::ié:n intenredia ele lid:=íra de 25 nt~ y el ti~ de~ 

pa;icién de 2 roras caro las =idicicnes nús adecU3d3s para les estudios de caracterizaciái 

del efecto y rrecanisrcs de accién de la droga. F.ste efecto dispersant.e se p..iede otservar en 

la Fig.12 • 

- Efecto de litb:aína en la adaptacifu a la luz, 
- -

Para investigar si.-la lid::Jcaíra presentaba al.gura interf~ia enel¡jzceeoo' Q;!--!!CBE. 
txién a la luz, sinrl.tar a 10\k.~vaÓJ en la adapt.acién a la otscuridad, Se oottidiarcn les 
sig.lientcs cuatro sisterras. 

En el pr:irrero se incubarUllas retinas bajo las ccnclicioois de adaptacié.11 a la ~ 

rlcbd m VH,-~~tese p¡sierm en nedio oo liOOcaína 2Stf<I por 2 horas y pcr últiJoo 

fuero1 ilun!rarus por 1 tx:ira antes de fijarse. En el seguncb sistara, se estJ..ldió la capa¡:...! 
dad de las células para ad3ptarse a la cblcurid'.ld bajo las ccrrlicicnes experúrentales. Es

to se logró llOfltmiencb a las 11\leStras en m;ciio VH sin anestésico en la cbsa.lrldad por 3 }¡ 

horas, ero un rocrnt>io de n-edio y oxígEn:> m les prlJreroo ro mirutos. El 1Jm:er grupo se ut;! 

lizó caro testigo del efect.o de licbcaÍm m ausencia de luz; las rruestms fueren ad:iptadas 

a la aoocuridad y posteriornmt.e se expJSieroo al nrretésico por 2 roras, por ú1 tiJro se fi

jaroo. En el cuarlo grupo, se estlJdió 11 resp.iesm migmtm'ia en ai.rflleia de litb:aína W.. 

rante las diferentes variaciaics de ilunimciái; se oclnptarcn las células a la obscurlWd en 
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- - -- - - ---------

120 180 min 

Fig. 11 CU!va cinétiai de efecto/tiffl'JlO de licb::aím a difeIW1ti!B waubtclcntJ 

sobre ojoo ~tam a la cnruri<hl. F.ste fárnex> prorovió la dispersiái 

p~a m la oOOruri<hl cai tm res¡Ulllta prqiorciaial al tiEfllJO • 

la lírm p.11teim rEpreleflta loo valorm de IPP de tal.loo oculares m wsm::ia 

del !D!61:ilsico. ~ !Ulto ~ al ptullldio de cunb naw 6 talloo 

oculares. las bamE verticales ~tai la clesviaciái strnbrd de cocb 

¡lllto. 
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OBSCUíllDAD 

CON XILOCAINA SIN XILOCAINA 

(Al (B) 

Fig. 12. Cortes lcrigi turü.nales de retinas de lapgootiro de río, JTOStrancb el efecto 

prarot.or de la dispersifu ¡XJr lidocaira (25 r.i<!/2 hrs) en la obscuridad(A). 

En ausencia del anestésico ro se presenta el efecto (B). Aure1to 14 x. 
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VH ¡xir ro mirutoo, dcsp..lés se rerclÓ el rredio. y se ircul:artn 2 roras · rrós,. rni:a. por úl tiJro 

traslaDr la cámraa la lui p.:;r 1 tora. 

!ro rerul~ ébtalicm ~ ~ la ~ácÍe luz; wa Wz que ia licb::a!m 

robía di~ el pigrento en~ d:rorid'.ld hasta un ·~vei ck\~.ro. fue ai¡= 00 esti. 

nular a las célulm ~ roiPletar la ~én ¡E{ pig¡ro~ ~ ~ nivelnáxino oo LO de -

IW similar al oOOervacb eri ias célula; ro tratac.m cxii• ~l áreÍ\:éSico, De esta forna se 
infiere, que la lickx:aína 00 indJce efa:ta! i.nhibitJ:lri~· ;,a,n; el fedm:n:i ~ acbpta:i'oo a 

la luz (Fig. 13). 

- Reversiblliclad del efecto de lid:x:aína s00re la in4>fociái pigrentaria, 

Se ~ tres gru¡:x:s de ruestras. El prilrero se preirobó en la luz en sol!! 

cim E cx:n licbcaína 25 nM por 2 h:ras, des¡:ués se elJmiOO el arestésico, y se realizarai 

de 4 a 5 lavad:s coo soluci(n rueva de VH, ¡xir perícxm de m minrtoo ~uro (total 00 ·n! 
nutos), pceteriornmte se rran1uvo ei la c:tsruricB:l por 00 mirutai. En el siguiente grupo, 

en el cual se estudió la ca¡:acidad oo a:ilpta:iái a la cbscuriclad en a:sm::ia del arnstésico, 

se siguió el misrro protocolo antericc rea.lizan:b las inculxclcnes solo en rredio oo VH. En 

el tercer gru¡xi o cx:ntrol ool efecto 001 fárnoco, se in::ubaraJ las ITUeStxas en preseo::ia oo 
lidxaím cm iluninacién ¡xir 2 horas P3ffi luegp ser fijadas. 

Al eliminar el anestésico ool rollo de ina.Jbaciái y 1T01tmer a las nuestras en sol!,! 

cién de Vil, se lcwó que las células !'otorr'eceptoroo recuperarm su cap:x:icB:I de ad:ip~én 

a la OO&:uridOO, blcqueah or.lginali:a'lte por la c:!rcg:i, m:strarJ:b así l8la tuena agregpciái 

del pigrent.o, similar a la que se presaitó cm loo !Estigcs sin anestésico (Fig. 14). 

- Papel ool ¡:ti en la di~m pigrrot:aria ¡xir licbcaína en la <±s::uridOO. 

Se estudiaren loo efectos re licb:a.ína a cbl valorre de ¡:H, 7.4 y B.O. Primml se 

aíbptnrm la<> m.iestrns a la c::h3a.lricbj en solucicres de VH mortigua:las a les respectivoo 

¡:ti's. Pcsteriornmte se cxpc:ncn a la lid::caina 25 r:M en VH cmtiru:lrd::l a loo ¡:ti iniciales 

y se dcsnm>lla una cinética de efect.::> a difermtcs tirn¡x:s de eiqx:eicién de :I>, 00 y l!:D 

mimtos. FinalITmtp se fijan las miestra>. Para c:OOa ti€1Tp) de expooicién al fáma:o, se 

evalU'.UUl ccntrolcs de pi sin el anes--.isico. 

Al estudiar el efecto de lid;caíro ( 25 JJM) a diferentes valores oo ¡:ll, se mxntr6 

una res¡::uesta dispersante del pigrento en la d:scuMd'.ld que ro difirió sf!1Uficativmmte 
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de las células a las cuidiciones do ad-·:iptaciál 11 la offi<..'lll'i<hl, 

(tallos ccularcs ) • las torras verticales scr1 loo valon.'S de des

viacién stardard, 
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Efecto de li~ OOjo 'cxnilcit:rleS raJor.at,1es a la aa_;p~iéri ~'~ # rldad 
por ausm:ia de OOdio~ 

. . . . + . > 
Ccrsideranb la ilrporttincia que se le ha atrib..úckl al iál Na · sdJre •los procesoo de 

a:laptaciál a la luz y a la <.hlcuridad en loo foton"eeeptores ret:lnales ·~ ~ de río 

(32), se planteó caro cbjetivo, investigar el papel q.¡e este iái c:Utple en el efecto inlúb,! 

m la migraci.ái p4'ner1taria por lidxaíra en estas células. 

Se estudiarm 4 gru¡x:e ele nuestras. El pr:irrero se nen tuvo bajo a:n:liciCQ!S de adap~ 

cién a la oOOa.Jridad por ro mirutos en U1a solucién de VH en la que el ién Na+ fué elimiradJ 

susti tl.\Yerd:re por cloruro de oolina a t.ra cxn::mb'a::ién isotáti.ca, de5¡:ués se caibió a ne

dio de licb::aína 25 nf.l en soluciái de VH sin Na+ y se incubó por un ti.aipo de 2 horas en 

a.ism::ia de luz para ser fija00 finalJrmte, El segtfib grupo o caib>:Jl de la migrncifu del 

pigrmto bajo las o:n:liciaies da experilrentacién, se araptó a la obscuridad en soluciái de 

VH sin Na+ por 00 mirut:cs, al térmiro del cual se rev/Ó tanto el VH sin Na+= la atmSe 

rera de oxígero, rrontmien:b:;e en estas camcicres por 2 rores ádicicrrues antes de ru g 
jacién. El tercer grupo o testigo del efecto de liOOcaína m VH oornal en la cOOcuridad, se 

in:lJbó bajo las ccn:licicn?S requeridas para ru adaptaciál a la ch5c:uridad, dcs¡:AJés se ex¡x.EO 

a un rredio de liOOcaína 25 rrM en VH oornal ¡:or 2 rores y se fijó. El cuarto grupo oo ntJeStras 

testigo de la agregacién del pimrroto, se adaptó a la ctsruridad m VH rornW. por 3.5 roras, 

~ el rredio saliro m loo prilrercs ~ mirut:cs de incubacién, fijand:oo desp,Jés la 

¡:csicién del pigrmto. 

Se siguierrn 2 cáraras adiciCl18.les m las que se estudió el efecto del fárnroo en una 

oolucién de socarooa iooténica (3Jl nf<I), siguierdJ protocoloo similares a loo anteriorep, es 

decir, se adaptarai las lll.l€Strns a la cOOcuritbd m la solucifu de sacsrooa (arortigiach a 

¡il 7 .4) y ¡:ooteriOl'!!Ulte se eiq:u¡icroo al aoo:itésioo en la rrúsm solucién por 2 roras, 

Al rronterier las células en presencia de liOOcaína, pero en ausercia oo Na+ extracelular 

ya sea m la solucién de VH o m la solucién de sacarooa isotfuica, ro se prosmtó el cf'octn 

dispersante del pig:cnto en la otscuridad, por el caitrario, la rosa pigraitaria se~ 
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Fig. 15, Cinética del efecto de lici:x:a!na (25 nf.l) en la ciEruri<Dl. A PI 7,4 ( e>-0 ) 

y a ¡:ti a.o ( ... ) . la variocién del PI ro m:xllficó s41úficatiV<11U1te la 

potm::ia del anestésico sctire la migra::i(:n pl.ormtaria ,. en talloo oculares. 
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tota.lnelte por debajo de la rramrana basal CC11 un~. ~ simil.arnrnte a loo 

<X:11troles de Na+ sin anestésico (Fig. 16 y Fig •. 17). De esta fontn, la presercia ele cst.e 

ién parece ser indispensable para que el efecto del anestésico se nmifieste sobre estas OO. 

lulas. 

- Efecto de llOOcaína tajo cco:.licicnes estabiliwntes de rre!hrana. 

Q:midernncb loo antecede'ltes del efecto prarotor de .ia OOC!pttclfu a la c:t.ecurldad por 
+t ++ ' : · .. ··. . . : 

loo ic:res Ca y Co debicb a una aparmte f\n::iá\ estabillzante ~ l!albrara• ,se p~ ~ 

t.enninar el efect.o de llcb:aín:\ sobre la mig;racién pigrmlaria ~ la ébscuridad eii preseicia 

de wtxs icnes (6,35,87). 

a. En presercia de r:a ++ extracelular · elevaro. . 

Se estu1iarai tres grupoo de ojos. En el prilrero 5e ~ las nuestros para ~ 
tacién a la cbscurldad en tn VH o:n Ca +t elevad> (l:tl nM) (32), pooteriOill'fflte se eiqll3ieroo 

a lidx.aína 25 nf.! en VH cm Ca +t eleva:h ¡xir 2 horas, luego se fijaren las nuestras. En el 

segJlrl:> grupo, testigo de la adaptaciái a la oOOalricbd, se incub6 en ausn:ia de luz en VH 

o:n Ca++ eleva<D por ~ roras cm un recaitiio de Jredio y ox:ígErO en los prilooroo 90 mirutos 

de in::ul:aciái. En el últim:l sistaia, se siguió un protocolo idéntico al pl.antead:l para el 

estl.ldio de llcbcaína en OOscuridad en VH rornal. 

b. En presercia de Co ++. 

Se utiliz.6 cloruro de ccb9.l. to ( C.c:Cl
2

) a la ccn:mtrocifu a la que se ha ctservOO:> un 

efecto prorotor de la agregacifu del pigrelto proxirral en las células retirulares de esta ~ 

¡:Eeie aninel, y ~fue de 15 rrM. 

Se :inVestig¡m:n tres sistems. En el prlirero se ad:lptarcn las células a la obscuridld 

en VH CCfl Co ++ 15 rrM por 00 mirutoo, ¡x:steriarmente se l!EílllNiercn en una solu:iái de llcbcaf 

na 25 nf.! rras Co ++ 15 nf.1 por 2 roras en ctscurlclad. El segur00 sistara, testigo del efecto de 

Co ++, se irx::ubó por ~ roras en VH en presm::ia oo este catiá\ (15 nM), se ~ el l!lldio 

en loo pr:l!rerw 90 miruta;, para por últino ser fijaras. En el tercero, testigo ool efecto 

de licb:aín:\ bajo olxlcuricBd m VH romtl, se siguió el protocolo ya ccmcioo. 

Al estudiar el efecto oo licbcaíra 25 rrM en loo fotorroccptores retinales previarcnte 

aitiptad'.Js a la chialridad, pero en prrorocia ele doo caticres a loo que se les han atrib.úcb ~ 

rncterísticas estabilizantcs de la rra:br-ana, cooo sen el Ca++ y el Co ++, ro se encentró efecto 

del arestésico sd:Jre la pooiciái del pig:mto, obtrnifuó:ue en su lt®J!' una ncy l:lnla ad'lpta-
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Fig. 16 Efectx> de lld:x:aína (25 nM) adlre la mlgnriái piglmtllria m la cillrurichi m iwen::ia de 18 +, i. eliminaciái 

del !'ti+ extracelular, i.rtlibi6 el ef"ectD dispereor del piglmto pcr el IDEt.leioo m la obooJricDI., en retims 

aislahl de ].¡qµ¡tiro de rlo. tae lmTae ~tm la df.Eviacifu estamrd. 
i. 
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OBSCUf?IDAD CON XILOCAINA 25mM 

J 
CON SODIO SIN SODIO 

Fig. 1 1 Cortes longitudinal.es de retiras aislad;3S de larlt;""OStiro de río m:strancb 

el efecto de lidocafna schre el prcceso de adaptación a la ct:Ecuriclad , 

en prescrcia y ausencia ele scdio. Al eliminar el scdio extrocelular ro 

se r:nnifestó el fenáneoo dispersor. Auccnto 14 x • 

,, ... 
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cién a In ctsa.ridad, idéntica a la cmervam CX11 loo a:ritroles del efecto de ea++ y Co ++ en 
mism:i.a del fárnaco (Fig. 18). 

A partir de estoo resUJ.tiici:6 ~ infiere uin oce:iCl1'pri:i¿ilirii ~ ia<; í:é1Uias ii !lliJoo· 

icnJS bl~ el efecto ~te ~;!ii;Jicbi!cirki"iri''~ ;:fu,~~. aún irx:ltEo en -
presm'.:ia del Na+, el cual estiJVO m'el neii.Ó~'dé·:iOOítll::iéfi;.; ),>· 

. ;.<." ¡·(:t j~s,~: _;~~~{Yf' ·,.1 .•. :- • ···-. ú:·~, ::_::;'._ .·.: ., .. -

"':\!. . . 'V~.'.::•\/·'~ ·.~·~- ,,:;:~·~:~,:;; :<. :-¡~~ "~':t:~:/{?~\~\s·:;:::~( '.~'.' ;: ·' 

B. Epitelio•p~tarlo'~~'.~~'·~¡Em);';'j\ 
-:·_';_; < ~·; .. ,,-2 ;:o -~-;~::l' ';_·,'.i,:]·,~ ~".~:h~~:fi~;!:;i~~i~~!, ~- ':\ -.-. 

';·_-·f,:;··:::,·' 

- Carocterización de la migraciál pii?/Tliitaria en loo estad::S de OOaptaciái a la luz 

y a la oOOo.ridBd :iil viva. 

a) Amptaciá! a la cbla.II'idad. 

Se rranb.Jvierm las ranas íntegra3 en jaulas CX11 agua ¡xir tixla la oocte 'eri ün o.aM:6 ~ 
curo, al día siguiente y ¡xir la llEñana se sacrifl~ loo 1riliraies por ~i~i&i y ~ ~ 
liz.ó la disecciál en la o00curidad, a:ri eyuda de una luz roja ae segurlOOcl, pooterlonrente se 

fijó el t.ejioo y se sanetió al tratartl.ento respectivo para microoCqiia, 

b) Amptaciá! a la luz. 

Los anirreles traícm de loo estarx¡ues exteriores, se saretierC:rí ¡xir.ó'.) .Íriirutcs a ill.l'
minaciál ccn luz brillante a fin de asep=r una total adaptaclén, se ~ri.e:ani, y);e · fij~ 

rcn preparancb:;e adecuadaimte las nuestras. 

la irapecciál de las cq:oo oculares obtmictis de aninales caiplet.Cs nant.atlcbs bajo d! 
ferentes ccndicicnes de iluninaciál, revelaren di versas característi.coo. El EPR se dEervó 

caro la capa celular rrás externa de la retina, encmtrand:Jse en íntinn ccntacto ccn les~ 
tes extemJs de loo fotorrcceptores, loo cuales sarejaban estructuras en forna de bast:én dis

µ.iestas ordenadITTcntc. Arriba de estoo se encentraren loo segrmtcs intem:s, la netbrana ll 
mitant.e exterra y la zcna nuclear externa entre otras, 

Las células del EPR rrootmrm En ru ci tq:Jlarnn, densas rrasas de grárul.oo de pigrcnto de 

l.D1 color obscuro; estro presentaban distril:ucicnes que de¡xnliel"Cl1 de las carlicicnes de iluaj,_ 

nacién a las ~ fueren saootidas, 

De esta fornB, en el estac:b de adaptacioo a la luz, el pi~to se encmtró disperso en 
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Fig. 18 Efect.o de liOOca!na (25 nf.!) en la cblarlcni OOjo ccrdiciCIBl eetabilizait.ee oo la neitiraia. lB 

J.n::ulxd(n de las retmti cx:11 OC12 (l!":íl nM) y cx:11 O:Cl
2

(15 nf.!) Utúbió el efoct.o dispersar del 

p~to en la chlcuricb:I por el ll'eltéoico • en retina> aisla'.bs de ~tiro de río. 
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todas lRS células aOOrcartll dcsOO la ¡:x:irclái basal tmta lRS prol~icnes ci tqilásnicas 

~icales. En este estacb el pl~to al=izó la zcm corres¡xrdimte a loo segrÉ!ltoe int.e:: 

ms de loo fotom;ceptares, fa.nmrd:> uia p¡ntalla cm:ura m arta zrna retlnal (Fig. 19 J. · 

En el caso de los anirrales ~taó:s a la chlruridad (Fig. 20 ', la rmsa piglmtaria 

se agregó a nivel basal del epitelio piwultnrio, pernmeclm:b les espacios entre los foto

rreceptorcs c;asJ. tntalm:nte libres de gárulcs de pigrento. 

Armas distrlbxia-es pigtmtarioo expresacbs ooro Irxlice de. Pimrent.o se ~ en la 

Figura 22. 

- Cara::terizacién de la migra::J.át pigrentarla en: las ~tid:s ~ ~ta:i~'a)~ liiz 
y a .la ctsruridcrl ~· . ·., ~;~'' i~~~~~;i.·~];2;.~é;,~~~.,.;c.-7ceº~:> < ··· .. 

-=~~:~7.º;lc~~~~~¿~¡'~ 
m~.::=:-::='t'~~~~-['" 
ralne1te la fijaclén cm gl.utareldelúd::>. ''Y >:! .T,;i: ~·,. r ·':;: 

Para la ad:lptaclén a la luz, 1m nuestr<ls fuerCri ~-a Uüriin<cl<:rí btlllante ¡xir 
, . - - ' -'.-:~_-." _- - .·-; - --

1 rora previa a la fijacifu. 

U:G tiffiPJB de incubaciái mplead:a en arbas cxnliciaies de iluninacién, se definieren 

ccm:> los q¡til1D6 doo¡:ues de evaluar el ferorero migratorio a diferertes periodce, 

fbr medio de difer'a'ltes pruel:as se detenniroroo las cailiciaies fisíoléiglcas de irx::u

bocifu ~que pennitierm cbte-er las distritucicres pigtmtarias res¡xJCtivas a los 

difermtcs estats de adapta::ién, talro coro t.arrierotJ.Jro de .i.ro.Jbocién, oxi¡,>enacifu, ¡ii y 

ccntenió:l ifuico de la solucíén Rínger utilizada, así cat0 la nanip..ilis:ién oo las ruestras 

aisladas y el ¡rot.ocolo de preparnciéri ele estas ¡:ara su d:servaciéri al micrwccpio é:ptico. 

LaJ resul t.ad:s ootcni.d:s en cstoo nuestras, presrntnrm un carp:irtaniento migratorio 

análcgo al rranifestab in vivo, En ootx:s estad:s de adaptacién, la.q cara::tcr!sticas rrorfo.!_6 

gicas de la retiro, se oonb.Nien:ll idintiros a las oree!Vlldas en el an.i;:nl íntegro, 

Fn el caso de las retinas OOé.lptnms a la luz, se cn:rntró la diSf"..rsién del pig¡aito 

descE las ¡:orcicnes tasales de las células epi telialcs, hast.a les seg:mtoo intenui de les 
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de un nnim1l ~-..l·1ptnrb a la luz. f.n r;ucn.Jt;rHf'íu 1k~ luz nuenl.:u n 1u: 11,i·(m1J!cl!:.> ik~ pí¡rt:nto 

de roolonim (p) c!isp:irsa1 dcrnlc el epit~lio pi.!'Jlenl:.irio (epJ 1 llnrr<.b 1i,., mrncico entro 

loo Bel!Jlmtos exwrms do lu.; fotorn . ..-..lC?Wrt>s (se) hasl;1 les o:;e¡rcntn1 ir1terw,; l,;ii. 

n, nuclcru celulares; gn, got:tis ele aceite. Au1eJ1lo lZíJ x . 
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Fig. '/!' Epitelio pii~rcnta:"lü y 1ul.ina distal ci<' tu>1 ccf<i <üd:ir· lij<r<•• "'"!""' 1k> J;, <k.Grpil;ici<>i "" ,., 

too exterros de loo tx1nttx1eB. La.:; f'.,E?¡Tnlt.OH in1J:~nll:u de lus rotorrecqiton..!S eslflll libr\_~ '"\ pie_ 
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fotorreceptares, al~ irv::luso la zcna ele la rreibrana limiimte extema,·cxn una 

exl:e'Eim rroyor a la d:servaB en el anirrel ínt:egro ( Fig. 21) ~ - A · 
~ otro lrm, en las camcicres ele ~~ifu a JiI~~. ~t~~t; Se ~ . -. .. . -,-- --- . 

totalnmte a ni vcl booal ele estas céluloo, q.ied;nb loo espacies Eritre les fotorreceptores 

crnpletrnaite libres cle gráruloo cle pigreita (Fig. Z! l . ~ ~1:ificacim de esbls distril::u 

ciaies pi~tarias se rruestra en la figura Z3. 

CaTpararlJ las clistriW::icnes pigrmtarias in vivo e in vitro, se dlseiv6 que el trCJVi

mient.o de loo grárul.es, in:lepEnti.mtmmte de les estaó:E de ~~m, es rrás CCIJllleto en 

las pnixiracicrei aislaros (Fig. 23 l. la nani¡:ulaciál de las retinas in vitro, permitió~ 

prcó.clr loe CXJ11X)rtanientoo migratorioo cµi se preemtan en el minal íntegro, lo cual jus

tifica su e leccién caro un m:x:lelo celular útil en el estu:!io de la migracim intracelular de 

organeles. 

2. Efecto de liOOcaíra scbre la migraciérl pisrmtaria en el Effi in vitro. 

Efectn ilnibitorio de la ad:lptaciérl a la obsOJriclad por licix:aíra. 

Se investlgp.rm OC6 cx:rrliciaies. F.n la prirrera, se nnntuvierm lw c:q:m OOJlares en 

presm:ia de lictx:aína 5 nM en Ringer (Sol. N) y en la cb;;ruriclad ¡xr u-i tiEJllXl de 3 roras 
fijmrt:se finalJTmte. F.n la~: se inculxlral las rruestras en Rirger por 3 roras a 17°c 
en ausercia ele luz. 1a ccrcmtracim de 5 nM del ~ico, se utilizó, ya q;e al evaluar · 

distinbls cantidides de 19, 25 y 5 nM clel fárnoco, fue esta úl tirra, la única que ro casó 

destru:cirn a las células , ro lesiaart> su f\reiCllBliclad. 

Analizarrl'.J la res¡ustD migr'dtoria, se oOOeiW que el <reStésico proi¡jo una imibiciá! 

de la agregacim en la d:l3curiclad, nnntmiEnhle el pigrento C<:5i crnpletaraite disperso, !:!i 

JJUlarrlJ así la presffeia de la luz. Adicimalrrmtc se cbsezvarrn ~ altera::icres rrvr!o 

l®cas tales CXJTD clefomocimcs en la ITDTtJroro de les l:astcrffl y una al tera::iéri de la ~ 

tura ronrcl ele las células del epitelio piweitnrio. ( fig. 24). Fste tipo de resp.¡estas 

clifiricrrn cm las presmtnd.'15 por los rruestras testigo, en cJ::rre ro solo se nnntuvo la in!:e 
griclad retinal, siro que se nmifest.ó el proceso migratorio oonral (Fig. 25). 
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F.ig. ~ 1 Epi1r1lio pi¡1:ent:1rin y n~li1i;1 db1tal d1• tU\il cttn lCtdcu· i11n1ll;t11'\ ~vi fJ'll L~qo n .. nh1 jq¡1~; 1 t::iu
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el sisttnn in vivo en ck.nclr sr~ prusentn u11a dispemiú1 que alcrnv.a ln nK.11hn:ui;1 limi tanti .. • t•xt('rH1. 

1nicrc{.1rnf'ía en micn:scopin épLic.a, mrrcntn l~O x • 

\:~ 
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Fig. l:~ ¡JistrH:uc:icJn pi!?T1t~ntari:1 y r'<!t.inn cliutal l~! url.'1 cq~-1 (\'liLll' inr:iJfl<L"t ~ lHjo ccndicia~; dt! 

nd1f>tacíé:t1 a Ln chscuri<hd. ~10 pUP<k1 lh>er'V<lr qu<: }q:; ¡•.t{u1uJu; rl<! ~1ipYr.:1' '.:{' ancentrt.tr\ H nivel 

del cuerro celular del epitelio pir¡1rntnrio q.1c.-bn<b lm prolav:ncin1t-,; libn.~; de r,r{n.Ua;, ln 

integridad rrorfo!Ur"Ciooal de este \;)jido ne rrrn1tiC!1<' aún en r,l órg:m) :iishlo. A1.n.ntn l~O .x, 
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Fig. l I r.orte \.l(UJ!->Verr;;d <k~ n·lJriil ¡~· nun nunf.n11lfb c>l l'ft.•c\o ir~dbi torio de l:-1 ¡1rtq,t;1c-ii'lfl él la 

cix"-O.U'id.ad [X}r lirk..caíni ~ 11M. Se oll--.>f.:tva el pina·nto dinr~n-.;o Pnt.rY~ lo; futorrcccptores 

así ceno <1llcn1ciq1es en la tomn do J:i.s célular; 001 PJÜ tA]lio pip¡:(•nt;1rio y dP lon Sf'f'. -

rrmta_; cxt.cnK>S de lrt1 baslo10n. 1'1.1r:ento lé".:fJ x. 
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Efectn de lidx:aína s00re las células piwimtarias ai la cbscurirod, 

El protocolo que se desarrolló caisistió por ui lacb, en in:u!:ar las cq:os oculares 

en ~ en chlcuriclad por 3 roras,·· cáibiard:.ee F03teriornmte a \.lM solu:ién de lidxa.ína 

5 nfll e irx:ubaD:ble por 2 OOra5 rrás hnst¡Í su Újacién. Paralelarente, las m.iestrns testigo se 

irnllxlra1 en Ringer en ausencia de lÚZ por .5 roras rm:ivardlle el rredio y la abrálfera de o
2 

desp.loo de las 3 priJreras tmm. 

Loo res.lltrooo cbt.enicbl ·na:rtrarai um. dispersién de loo grárul.oo de pigrerito, alean-'. 

ziro:se niveles cmtro de las prol~~citq¡lác;nicas, difermtts a loo presmtmS 
por las ruestros testigo (Fig. ;f¡, ).!Je~ se m:mtrruu'I las alteraciam nrir'fblÓgicas 

ant.es ~iooadas. 
~-~_o· __ -~. -- -~-·_-,- -=-.-·--··---- - ,_--.~-e~ - . ; _· 

Reversibilidad del efect.o de lidccaína ~ la migraciál pigrentaria. 

Para ¡xxler discernir entre una acclm t.6x:ica y ira fanracológi.ca por el anestésico !!O 

bre el trnns¡x¡rt:e intracelular en est.e sistaro., se real.izaroo las si@.lient.es carlicicms. 

fu la prilrera, se prein::ubara1 las nuestras en la d:5alridad cm licb::aína 5 rrM (Sol N) por 

2 roras, pceteriomcnte se retir6 el fáJ:lroro del rredio y se cmbiarcn a Rir\ger por 3 h:Jras, 

realizanme varioo lall<rl::s <i.irante 1m priJreroo 1.5 00ros coo oxig6'"0Ciál y canbioo de 00.!:!:1 
cién cacD. 20 mirutoo, para dejarlas otras 1.5 roras en ui solo redio en la dlscuridad, 0010 

pooo previo a la fijacién. En el sistam testigo de vialidad, las cq:as oculares se rrantJ.0.e 

I'Cl1 en Ringcr siguiErrl:> loo misroo pases de lavacb presmtack:s cm el sistem anterior pero 

en au.5mCia del arestésico. El tercer sistara testigo del efecto oo licbcaina, se incul:0lm 

las células cm el fárna:XJ en la <XEa.lridad (2 roras). 

Co1D un esb.Jdio caiplrnmtario, se estudió la reversibilidad del efecto de lidccaína, 

!.re resu1 tad:6 in:lic.arm que oc¡uellas nuestras en las que se lavó el anestésico, pro

amtaml tm caipletn ~iál en la funciaialiclad migratoria, i:n:xntrán:hle una lrllpta

cién a la oOOaridad tan evidc!1t.e ccrro la pre;entaca por loo tcstigt.a • Sin mhlrgo loo ~ 

bioo trorfolégicoo se rmntwicn:n, no revirtien:b a sus carncterísticas ronmles. 

Efecto ele lic.b:aína scl:Jre el estad> ele arnptacién a la luz, 

Se cstu:tiarUI 4 gni¡:oo de retiros, d:is de elles se Bem:lticrui a luz brillante en Ringer 
o 

por l hora/!? c;o
2 

, ¡xx¡teriorrrmto ura de estas nucst:rns oo iroJb6 en flinger coo lidccaína 



IT" 1.C 

0.5 

o 
\.! WCAINA ~ 11M <Xll!HO!. 

Fig. ?C Efecto de lidocuím WJt'ü cf>lulm del LVi td io pi¡i1cnl11rio 
' 

retinal achptc1<~~" a ln ohscurid'I(!, In ircubución 'del lmoco 

ai la ol:.scuridad en células cuyo pi!J!rnto iniciu.IJrclto ,;e en

centraba ogregacb, pre.dujo su dib'P"n:liá"l sinulanrlo la prescrt

cio de la luz, 
01 
t. 



(Sol N) ¡xir cm toras y se fi]ó, Lá o.ti-a TIUCStra. soló se cart>ió a m nuevo Ringer y se 

irnb5 el mimo tieipJ. ~~~··~·.·~.se~ en la dEcuridOO en Ri.rger,·i.m 
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. • .• : .· ~.· .. :·:.>.•·••·:·• ·•<.•o• ·. 
CC11 arestésico y el otro sin él; ; !lC?r ,cbl roras a 17 C, PooteriornEflt.e se pasarai a . la luz ¡xir 

1 rora y se fijó la pooiciái' clei pl.~t:b: > 

Bajo es1m dn:Ü.ci~,:·~ S:C~ ~ alterncién en el prcceso 003ptatiw 
''~~· .. ,' ,· '. <· . ' . 

ya que se presmtó lJl1B ~ái ·~1 p~t/J t.otal, idéntica a la dlservOOa en loo respeo-

tivoo tcstigoo¡ sin ffiml.gO, iaS Wtzm ·ir;;:ulxlcEs cx:n el anestésico, sig.¡ierm presentardJ 

loo c:aibioo ITOI'fol6gicoo ya descrit.cs. 

Las root.ocblcgl'.as CJ..lll se desarrollarm en este ~. se pl.anteerm m torro a 2 

d>jetivoo, el prilTcro ooerca del rrecaniaro ele occién ele la licbc:a.fm, y el seguOO:J cx:n res-' 

!X'Cto a la detmmln:lcién de loo eventoo regulatorioo q.>e intervi.En31 en el fsim:n:> ele la 

migracién piwrotaria tajo a:nlicicnis fisiolégic:as. 

Para estl.ldiar el pri.ncr ¡u¡to, se siguierm estrategias similares a las plant.eadas en 

las células reti.nales del largstim ele río, es decir : 

- Efecto del arestésico en BJ.EEn:ia de Na+ 

- Efecto de lid:Jca.fn:¡ en presen::ia de Ca++ eleYad> y Co ++ (6, 35, 87), 

De rranera sinultánia se desarrollarm testig:s sin anestésico cµi prqxiroiaiarcn inf~ 

no::ién acerca de las caract.erísticas iénicas de este epitelio en la migraciái p~taria. 

Por otro lacb se hiw t.n esttrlio f8I11EIC016gico CCl1 el fin de prof\.roizar oobre loo ,irecanisn::e 

fisiol6gicoo oo re@Jlociái del rrovimiento del pigreito, utilizad> diverscs agentes ele 

accién cxn:x:im CXJl() ln cnfeíra, la ruamína y el icroforo A-23187 (17, X, 00, 70). 

+ 
Efecto oo licb::afna en la adlptaciái a la ctscurical en aJSED::ia de Na -

Se cstu:liarcri 3 sistams. En el prinero, se irnJOOra1 las cqxis oculares en presa-cia 

de licb:aínn 5 nf.I sin Na+ (Sol O) en la d:scuricEd p:r 3 horma 17°c. En el seguni:> sistcm 

tes~ ele la migracién en 111.JStD:ia ele Na+ , se !ro.ilmm las nuestree m Ringer sin r~/ (Sol e) 
lllllltmicrrl:oo la t:micidad ccn cloruro de colina, p:r 3 h:lrns en la OCsc:uricb:I. fu el últim:i 

gnq:o (testigo del efecto ool arcstésico), se cx¡u;ierm las nuestros al anestésico ¡xir 

3 rorns m la ctscurickv:l, 
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Al elimirorre el Na+ de la solucién Ringer de licbcaíra, ro se presentó .el éfectD • 

inhibitorio de la adapta::ién a la dEcuridad, presentarih;e ¡xir er centrarlo una.t:OO-ia .. 

~ta::iái 001 ia agreg¡cirn total 001 piglalto cr1g. vi. l..oo resiitad:l3Cxi~~ CCll loo 
., _-_, ._ .. ~-- - - -

testig:e respecti voo , evitm:iarm ia inp:1M:artia c1e1 . iái Na+ m la iiáítlreStciéri · ~l · erecro 
de este fárnroo. 

Las retinas que se irl::utarcn en la salooiái sin Na+ (Sol. C), presentiiráiuna. ~ 

~i.én que difirió solo Walitativarente de las rruestras cmtenidas Eri el~~ 
(Fig. 28). Parece ser qoo este ién ro solo int:exviere m la a::ciá'i de la li~·, siro 

parece jugar m papel nás inp:lrtmte 00ntro oo loo eventoo ~t.orioo c1ei~ ; 
< ~:~ :~--,- ·,-_--·= - - -_ 

- Efect.o de licb:aíra m presmcla de ea* elevad:> (5 veces) y en~ de eo*; 

Se esb.Jdiarm 4 gn;xs. En loo·ck:s priJreroo se i.rnlbarcn las nuestras .en lick:x:aína 

5 nM (Sal. N), en uro se ociicim:S Ca++ 9 llM (Sal. P) y en otro Co ++ 15 nM ·(Sal. Q) •. Se nao

tuvierrn en la ctscurldad p:ir 3 horas, fijancb;e f'iml¡¡mte las r.uestras. tai otrcá Ó:xi gri.ipoo 
se ircubaim tajo las mistas caxlicimes de les im:s Ca++- y Co * e nuntracl~, ~en 
8LISffcia de licbcaína. ·~· .. 

!al resultadls ootenid:s CC11 rual~era oo loo cks irnes, fue!m el ele una inlú.bi

ciá'i del efectD de licb::afra schre la migraciá'i. Por otro la:b, la iroJbaciá'i de las nues

tras ccn Ca* elevacb 6 ccn Co ++ en ausencia del anestésioo, proiljo una agregaclál ool 

pi¡wa1tD similar a la otserra:il m el Ringer sin Na+ (Fig.29 ) . 

Caracteriz.acién fanmcológi.ca e iáiica de la migrocifu pi,grmtaria. 

lk1a vez definidas las cam::terísticas iá'iicas relaciaiadas cm el efecto de la licb

caína sobre estas células, se procedió a estudiar les di verses el1r.mtoo involucrnd:e m el 

ioocaniEllD(s) regulat.orio oo la migraciéri bajo o:rdicicres fisiolégicas, centrancb ruestra 

aten:iá'i sdire loo i<nJS Na+ y Ca++. 

a. Efect.o de Na+ elevad:> (1.5 veces) en la EIOOptaciéri a la oOOcuridad. 

Se esllJdiarcn 2 cáTaras, en una se irnJbaro1 las m.iestra.s en un Rirger a.zya caioen~ 

ciá'i ool ién Na+ est.aba elevam 1.5 veces (Sol. E) en la otscuricb.:I por 3 roms •. &i 1s otra;~ 

las nuestras se rrcntuvierrn en un Ringer fisiológi.oo pero m el q.ic se ai.rrmti> la b:c1iclrod 



,. 

ft'jg. 'ft Corle transvcr~x:U de rutirvt de rnna vit-;t¡¡ al rnicru..>c4lio de luz, 1ru;tJa11rb 1m blo:~ll~o 

del ef~.to inhibidor de la nclaplación a la OCf',curidnd por lirlocafna, nl climimme el 

Na+ del. rrcdio. Sirnilamu1tc, no se pre<".xntllfl lr•s ultcracimcs corfoltl~i"~' de lm l•i:! 

t.ooes caractcrísticas del efecto de la droga en solución Rif{;er. AtlllL'nto l~:o x. 
\ 
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al misro rúvel del sistem anterior, adici<:raf'dl cloruro do colina (Sol. F). Al finalizar 

estoo tiESTlJOO se fijaroo las J11JeStras. 

loo resultam obt.enicm bajo estas ccn:liclcries, lll'.Strarcn una nnraxla inhib.icién 

ele la agregacién al aurmtar el Na+, iranttniencb el pi~t:o disp=o {Fig.3) ), piU:ientarxme 
a la vez, al teracicnes m las estructuras fotorrecept:oras similares a las m::aitrad'lS en pre

scn:ia de lickcaina. Por otro laOO la a00ptacién a la cmcuriclad de las rruestras testigoo 
.-.. -:-,. - -

en las que se ajustó la c:srolaricB:l ccn cloruro de colina, dera;traro1 que la inlúbicién do , 

la ¡¡cqitacién a la <XEaJridld oo fue el resultOO:l de variacicres m csrolaridad, por lo ireros 

en est.e intervalo , sino por la presereia del ién Na+ {Fig.31 \. :: { -.•.• -

·: -~--: ~ -,c•_:_c~-;_'- ::.-:_'.,;:~ 

b. Efecto de la ium::ia de Ca++ en la ¡rl¡ptaciá1 a la ~~.· :: i'; -. • ·-
-.,:· . .-;'·'.·/ ~: 

Se investigara1 2 gn;xs. tm ele ellai se fXJleti6 a loo éaillci~·~·~t;;c!& a 
++ -- _- • --------~-·····--:--•·--··e•~--;:•'.:'·;'/<:~·- -

la dEcuridad en im Ringer sin Ca por 3 h:lras, El SC@Jrd:> gNpo se_ nanlllvo Eri úri Ririger 

flsiol4?,ico bajo ióintica<o cxrrliciac> de ~ién. - - · _ : : <;•:• • 3,·'c. · 
En el caso ele la ool~iá1 Ringer sin ca {Sol B), oo fue reCesario equilibrar la <:s_!_ri' 

laricRi del iredio , el protxx:olo se basó en el realizad:> por otrts biír~ti~ ·¡:;;,)/ :··: 
Al rmlizar est.e tipo de estrategias, se obtuvo una rrarcada inhibiCiQ-i'dE! J.a-~. 

cién, ccn una dispersiá1 del pi~to {Fig. 31) y altenclén en la mrlolq~u;-de:i:cEro~ ·-
rreoept.ares. 

c. Efect:o de la awErcia ele Ca++ y Na+ en la actiptaciá1 a la OOecuridad. 

De loo anteriores resul.tacb>, se ¡:1lede observar que lai efectos que se procll:en al 

eliminar el Na+ o el Ca++ del rredio extracelular SCl1 antagmistas entre sí, yn que mientras 

que m el prilrer caso se ve flMlrecida la agregacién pil?/leltaria, en el seginb se inhibe 

dicrn prooe00. Ant.e esto se evaluó el CCJlllOI1Wdentn migratorio en ausm:::ia silTul t.ónea de 

mboo icnes. 

Se analizarai 3 ocrdicünis. En la prinera se ITT3J'lb.Niercn las cq::ias oculares en un 

Riq;er sin Ca++ y sin Na+ ccn crnolaridad ajustada cm cloruro de colina en la ctiacuridad 

por 3 mros. En la aegurrll, las células estuvieroi en Ringer sin Ca++ (Sol.B). En la últi

rre, las rruestroo penrarecierro en im Ringer sin Na+ (Sol C) bajo las miE11IJS cxn!icicres de 

inc:ulxdén de loo 2 sistarus anteriorre. 



Fig. 30 La lncubaciái do Jns l'et.ims aisladas en soluciái Ringer cq¡ Na' clevndu y en la obscuridad 

inhibió c01plet..'Tffite la a¡rev;1ción clcl pi¡¡rento, observand:sc tamien Lnl al tcraciá1 rorf~ 

lógica de les foto!Y'CCcptores. i\urento 12!:0 x , 

"' .... 
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Les result:aó:s cbteru.doo rrostrnrm, que la ausen::ia de aTtlcs icnes en el rrcdio, 

irdJce a una tuena agregacién del pi.g:lento anul.an±l5e el efecto inhibitorio antes repartado 

para la aisencia de Ca++, es decir, la facili tacién a la adaptacién a la dEcuri.dad prqlOI'

cicriada por la ai.a:n:ia de Na... pred::Jninó scbre la resPJeSta esperada para una ausencia de 

Ca++ (Fig. 31 '. 

d. Efecto de cuabaím. 0.1 y 0.5 r.f•I en la a::laptacién a la obscuridad. 

Para :investigar si el in:::ranento en la actividad de Na+ citq:>lásnica está relacicriada 

ccn la distritucién pig¡Hltaria en estas células, se utilizó la cuabaína, una sustancia azyo 

efecto inhibitorio de la actividad de la A'll'asa Na+ /K+ ha sici:> bien caracterizado y defini

d:> (61). 

Se siguieren 2 ccn:licicnes. En una se incúJan:n las células en un ~ ccn ruabaína 

0.1 ó 0.5 nM (Sol. I) en la cbscuridad por 3 horas. En la seg¡n:la cmdicién, se rranú.Niercn 

las células en m Ringer fisiolégi.oo tajo las mi.sras ccn:licicnes de incubacién. 

la utilizacirn de estas caa:e1trncicnes de esta~. se fi..1rmnentó en los estudios 

realjzad-e sohre larg>st:im de río (33) en ci:nle se enplean estcG niveles. 

Lc.s resultocbs ctiteru.doo fuen::n el de wa inhibicién de la adaptacién a la oOOaridad 

procicida por este agente aunacb ccn inportantes d<ñls sobre las células del fil (en la Fig.;32,33 

se nuesaa esta respuesta expresalE = IP). De esto se ¡;uede inferir que posiblerente la 

la elevacién de la actividad de este ién (Na ... ) en el citqilasna, altera de alguna forna los 

procesas rornal.es que intervilft!'l en la migracién pigteltaria, procicien:lo así el bloqueo 

dela~én. 

e. Erecto de o.ialxúna 0.1 y 0.5 nM en la adaptacién a la cbscuridad en aismcta de Na+-. 

Se estWiarcn 2 ~- En el prinero se incubó en un Ringcr ca1 udxúna (O.l 6 O.Cnt-1) 

en ausencia de Na+ y en la obscuridad por 3 horas. En el seg¡.:n::lo, la a.iabaína se <n:xntraba 

en ll1 Rir.,,!r fuiiol{,~ico, '~' dN:ir l~IJO 1I1 ~trnciú1 mronl ele 11.::i'. 

Bajo las oo.t.eriores ccn:licicns de eiq¡erinmtacién, se siguió presentarrl> el efectD 

inhibitorio de la a::laptacirn a la ohscuridad, por arora n'.> podsocs explicar este resultad::>, 

ya que lo esperacb sería un bloqueo de la actividad de la ruabaína al n'.> haber Na+ en el 

nelio, sin~ cabe ncrx:iaiar que el tia+ presrote en el a,r_µ:i es sufibü.nte para~ 



A( • ..-.-......:· ;,,, --
w.a inhibicién de la a<liptacién a la dlscul·ithd ¡xn· ooatnim O, 1 nf•I. la prcserda de wk 

agente blocµió la migración pi¡JU1turia hacia la ¡xsicién ch agrcgacim, f.€1'1''111l<:iPr~ti el 

pi~to disperoo, proW::ienb;c a la vez rrorca±is alteracimes norfológicaq de loo fot.01~ 

ceptorcs, i\ura1to 12'iJ X, 
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el efecto dispersant.e de rualxúna. 

f. Efecto de la t.611JC!Ub.lra en la !rliptacién a la dEcuridad. 

Se ha prq:usto que la tarperatura presmta inportantes cxmecuencias s00re la estabi 

lldad de las rrerbrmas, de esta forna, se ha visto a terperaturas alb:ls y bajas un wrent.o 

en la penreabilldad y o::rro c:aEeCUmCia una inesU!billdad de la misra (75). 

Se estuliarcn chl ~· fvrtxs fuera1 i.ncubed:s en !lliiger fisiol(gi.co y en la OOscu

ridad por 3 horas, La IÍ\i.ca difenn:ia fue que Lnl de estoo ~ se nanluvo a una tarpera~ 

ra de 10ºc y el otro a ;:s
0c. 

Bajo cualquiera de las 006 ccn:licimes de teiperab.Jra, el pl.gtmto se EnXrltró di~ 

so imi ta1cb una adaptacién a la luz, F.sto 111Q pooiblEJTelt.e :in:li.que ll'I cmbio en la penreabil!, 

dad de la neitJrma que traiga caro rewl.tab esta dispernién. (Fig. 34 ). 

g. Efecto de la cafeína 5 nt.I en la adaptaci(n a la crecuridad. 

Partieo'.b del ant:ececbrte del efecto de cafeíra sobre la llberacién de Ca-++ de loe 

reservorioe intra::elul.ares (16), se evalu5 si el iocmrmto de este catién en el citcplasia 

de esta células está :involu::radJ en la migmcién del piglEnto tal OCJJD se ra prop.¡esto en 

ot:roo sisteras (9, 10, 33, 73). 

Se evaluarm doo caijll'ltos de ll\lllStras. En el prilrero, las células se in::ub0rcn. en 

Ringer cm cafeína 5 nf.I (Sol. K) en la cbscuridad por 3 ooras, El segurxb se irnib6 OOJo las 

mimas <Xnlicirnes pero en !UlEl"Cia de cafeína. La eleccifu de la cxn:entracién utilimoo se· 

a:mideró tarordo::aro referex:ia la uxm para licb::a!m. 

Bajo las camcimes de aOO¡it.acién a la ctscuridad pero en presercia de cafeína, se 

presentó una di~ién del pigrento lleg¡nb incl= a niveles t'e IP cercaros a 1.0, mif!l 

1ros que el cmtrol se adaptó perfectaimte a la ctEcuridad (fig. 34) 

h. Efecto de cafeím 5 l1M en Ringer sin Na+ en la adaptacién a la cbscuridad. 

A partir de la inhibicién a la acliptacién a la ol:6curid3d prudJcida por cafeína en el 

protocolo anterior, se requirió determinar si este era e,!prodlcto de una accién tóxica ó una 

farmn:>l(gi.ca scbre las células del mi,. 

En la estrategia que se siguió, se esbJdiarc:n cb3 sistroas. En uno, lm cólulaq del 
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Fig. :3~ Invrutígpcié.n fanrocol.'.~irn del t'criucoo de núgración pig¡rcnt;irin en células clcl 

EPR caro parte esci'Cial en ln búsc¡uc."11 tk!l rrccmisrn ele re¡_iµlociá1 del rmvirüentn 

pig¡nentario. 
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mt se irntlBrm en Rir{\Cl' sin Na+ cxn cafeína 5 nM (Sol, L) m la cblruridad por 3 lxlres. Eh 

el otro sistam, se nmtuvieroi Bimilares <Xlldi.cltnis excepto CJ.Je el ~ uti.lllah ~ 

ma loo ni veles fisiol4!;1.coo de Na+. 

Indepa'-.:lientmmt:e de las cxnlicicnes de wsertia '6 preoorla de Na+ el efecto de 

dis¡EmáJ del pig¡art:o par cafeúa re ~6 preoo1tan:b¡ lo cwl muca tro. acclfu in~ 

lular par parte de este agente, tal y CXllD se ha repor1a1:> ( 5) • (Fig. 34) 

i. Efecto del icnSforo M:3lffl en la lrllpt<cifu a la dscurldad. 

thl estratl?gia desarrollidl para det.ernrlnar que la elevooiáJ de la actl. vi dad in1nlre

lular de Ca++ en mtai células .inf1t.zye en la pooiciát del pigtmto, fue !llldiante el uso del 

i~cro paro Ca++, A-23187. 

Se~ <kE cxn:liciaies. F.n la prinl!ra, las cqm oculares se irnlbartn en m 

~ fisiol®oo j\Ilto cm el icn5furo ~ (Sol M) a tnl <Xn:El'lm.d,át de 1 rrg/ml m 

la cblcurldad tarta su ~ái. la oUtl ocnliciát cxnrlstl.6 m i.roJbar las nuestras m , 

~ rornel cxn e1zrol al 1% ¡xr 3 llrllB m la dEo.Jridad. El t!!pleo de etacl fue neoesario 

para aollilili2ar al icnSfaro (imolWle en ~) CXJJD m pr.inl!r paoo, pootericnmte fue 

in:uµ;aail al nedio oo ~. 

lD3 rewltake oot.enicte cxn este ~. 1Illicarui ~ IU sola ¡reeen:i.a prodrjo U"8 

detzrclái m la ~ miwatlrla t1lCia el estati de ~ái a la ci:l!orldad, distinta 

a la ~ rmstnm par loo testigm sin el icnSfaro (Fig. 34)) , lhl c:.bleMci.áJ !D!!"Ca 

del piglurtJ:¡ ~. fue QlM:l la ¡umll.la ele gr{n.Ll.oo m ee EnXJltr6 ll'lif'alTB!mte distri

Wíth m tcóis laB células, lo CJ.1! pasibl81Blte se e:icplica pcr el gnrl> ele lipooolubilidad 

!J.le oota lllltln:ia presente, nortnnt> así IRl limitan apci.dad 00 difurlát D. tnMs ·del 

neciio ele im.tr.lciln-. 
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VIII. orsrusrrn GENERAL • 

Loo estudias que se reali?.arm utiliz.arrl:J lickx:aíre sdJre las m:óJlcs celulares antes 

exµ.imtoo, han ~iaw:b Worno::iál ocerca del fa"ártm gererol de ~~~lu 
lar y del roocaniSTO de accién de este anestésiro sdlre este prc:cero cinétiro. ~ \' ,\; . 

' ·:~~· -,-.:~~ 

A. Fotorreceptares retirulan:.>s de larg.:stiro de río. 

Lal resultadx! abtmid'.:s m el prilrer rn:xhlo !m Q:m:straOO les sig¡lÍ~::-~~: .· 

l. La liOOcaína m un int:e!valo de ccn::mtraciái de 19 a 5'.l llf.I, · b.lvo un inpartant.e · 

efecto inhibit.orio sabre el transporte intracelular de loo grárulas oo p~to. 

2. Esta inhiblclén se E!'l:Xntró micaTelte para el tl'ms¡:orte de gráruloo hacia la 

rx:sicién de ~tacién a la cmcurichl. 

3. El blcq..¡eo del trans¡:.orte de loo grárulcs p;ll' el iriest:éslro, ~ oo la ~ 

traciái y del tientX> de cxpooicién. 

4. la inhlbicién ool trans¡:.orte es reversible, por lo rren:s a la cxn:xntracién de 

25 rrfo1 y ro clepmje del ¡ti m el intervalo de la escala pn::i:a'.b en este trabajo. 

5. La inlúbiciá1 del tra!l$pOI'te piwrntario por el arest.ésico, requiere del ién Na+ 

poqxtúmci:oo m pcsible sitio de acciéJi del fánroco frllre la !!B1braro celular. 

las ta;es para cada una de las anteriares cmclusicres sen las siguientes : 

Las retiros aisladas, presentar\'.11 mi.gracicres bidirea:ícnales del pigrmto praxinal 

equivalmtes a las que se ha1 mxnt:nrt> m el mlJm1 intáct.o (32, 4), Este tipo oo ~ 
t.<E, SCl'l clepemimtes de las cxnliciaies de illlllim:ién, e inclcyerm esta±s de ~iál 

piglmtaria m la cOOcuridad y de dispereiál en la luz, ccnf'imn:il a la ve;. les hallazgoo 

previE11mt.e repartai:Js de llUolimimtoo retimrcit.ores en 6rg¡vm aislahl ( 4, 32, 66) , 

loo resultaci:s que se cbtuviero'l m presmcia de lid:Jcaún, del1.lestran que a.mcb 

se ex¡x:n!l las retinas aislad:IS a este agent.e, el trarsport.e intracelular m les grárulcs 

de pignmtn se ve inhibicb priocipal.rrmt.c hacia la ¡wiciál <El estaoo oo acbptaclái a la 

d.Ecuridad, lo cual apoya loo rerultad:s de inhibicim del trnrop::irte ~icb de proteínas 

m el axál neurol rqiorbb ¡xir otros investig¡:rl:lres (2, 15, 57), proporcicr'Enb así evidfn

cioo de in1 ¡x:sible accién bloqueack:lra gcreral sctJre les fcrirtm:s intracelulares de transpo!: 

te. 

lns cx:n:x31trocicns m loo que se m::rntr6 la inhibl ciái del rrovirnia-rtn pigrentnrio 
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m este rrodelo füercn de 19 , 25 y :.O rrM utilimró::EP. la de 25 nf.I CXJTO la qit!ne roro el ~ 

rrollo de loo estudios sdlre el rrecmimD de acciát, Cabe mercicrar q.ie esta cxn::mtraciéri 

se enrorca dentro de los ni veles EfllllEn:hl piro la lich:aíra sctire el trm:;¡xrle axr:ml de 

prot.eims por otroo ~. así Arrler y F.dstron (2) B!fllearai liOOcafm lB.5 nf.I, 

Edstn:rn y coloo (22) w:um 18.3 111'1 y Byers y colt:s ( 15) usarm 22.1 nf>I. 

El efecto irhlbi torio s00re el trmsporte axr:ral de proteíros antes llmCiaiirl>, se ha 

rei:a-t<ó:J a cx:n::mt:racicres nu:h:i rms elevad:is que las r«µ!ricm roro el blcxµx> del irrpJlso 

nervicm de 7 .2 rrM (2, 22). 

Nuestro> rerul talbs se W!Dl a este tipo de cx:n::lusicnE, ya que loo estuiloo inic!_a 

les que roalizarm m l:úqJem de la ccn:mtraciéri del a-cstésico que proó..ljem la1 efecto, 1!! 
clicarai q.e cbiis OOjae del orón de 5 rrM ro tuvierm efecto alg\nJ scbre loo migraci<nJS pi~ 

nmtarias. 

la detmciát del tnsqnrte m l'l.Eltro sistara expcrinmtal, fue la1 prooeeo de ~ 

riciéri lmta, distinta al ri1>icb blcx:¡uoo de la cxni.o:::iérl del iJTp.tlso que se cx:n:x:e ¡x¡m este 

fármico, cm una res¡uestn m aJr01to rn trise al tie:p:i de exp:13iciéri al !nl811sico. F.st:e 

CXJl1Xlrtanirnto posiblmmt.e se debe a la ¡x.ulati.na ccteroo:iát ci!l <reetésico cm la rrml:l!.'8 
na ejercierd:J así su efecto. 

Lh ¡:unto i.rlpJrtmte de a::nüderar l::asál:trm en ruestroo hallazgw, ea el hechl de 

que la licbcaím caro la1 prod.lcto arert:ésioo local, está in:licad:! para el w::i clínioo a cxn

cmtrocicres del l a~ (3fntl y 170 nf>I respectivarmt.e), es decir rn cbiis ncy par arrib1 de 

la necesaria para el blCQ.EO del irrp.lLso y cercana a la3 l"\XJI t:ahl CXJTO irtiibid:res del 

trlnlp:rte intnicelular. Sin mtnrgo de001l::s cxmiderar que~ ¡arte de arta 61.Etln::ia se 

pierde dJrmt.e las fases <E pEnitrnciát ¡:xir lo t.ejict:s tarta lleg¡r fimlJ!mtE al nervio, de 

tal nmera que posiblmmt.e la cxn:::eit:raciéri efectiva cµe alc:aim a la célula blaro es jt.Sta 

la necesaria para curplir su ftn:i<Íl arertésica sin al ternr otros procesoo. EstD debe <E tc>

mrse a:n ciertn reserva ya q.ie ex:istm trobajoo cam les rmliza:k:s por ~ (57), <JÚrn 

deocstró rn cdJeyoo intá::too, que la licbcaím altera evidcntatmt.e el ~ Urtrwelular. 

la al tera::im a:tire el lrart3¡XJrt.e intza:elular de gr(n.¡loo <E pigimto eólo se ~ 

v6 rn el estab de ~taciéri a la cblalricW, blcq.un:b el proa:s:i de ~iéri pigrmta

ria así = pro:iJcicni:i m cksplazmti.131to pigimtnrio en células que se eio:11bal:u1 ~ 

a la d:ln.lricW. En la luz y rn pl'eSCllCia del fárnoco ro ocurrió nirg.'.n <Ultlio SÍ€11Íficativo. 
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De estoo rerulta±a se IUlde ¡xmar quc la alt.eracién producida en la ch;ruricW se 

rranif'iest:a caro un p:¡trérl arálogo al que se ha prq;uestn en la OOaµtaciái a la luz tejo 8! 
Waclcres fisiológicas. 

Se sabe que el ¡:il altera la pot.ercia de loo arcstésiooo tantn sdlre.ei bl~ del 

inµilso caro oobre el blcq..a> del ~ axa-al de proteíros (46). A ¡:ii áclchi¡ la lic.b

caína cli.snin.\ye su pot.ercia sdlre el ~ en mrvioo aisl!lOOs, lo cual ha sicb expli~ 
oo OOsarrl::se m loo caract.erísticas ocici>-base(anién-catién) que estas 11DléaJlas presentan 

y que m prirrera instancia se relacicna 001 la ~cW ele penetraciái a travéS de loo 

rrertiraias. La tetrncaína, un arestésico lcx:al 001 un ¡l{¡:i de 8.2, inhibe el trtPliJOM:e de 

tal rranera que es rrás ¡:et.Ente cuarm el ¡:H es rrás alcal.iro, es decir cuard:> pre<bnina la f~ 

na m carg¡:icb de la rooléa.tla del arest:ésico ( 46) • 

Al analizar el efecto tnhH:-itorio de la ~én por licbcaína a diferentes valores 

de ¡:ii de 7 .4 y a.o, m se mxr1tró difermcia aJ&una en ruante a la potercla de acciái. 

Aparentarente ruestrcs resultaOO:l oo cc:n:::uerdm cm loo estudies repor1a:loo por otra! 

~ (46,47) quimes han darr::stra:b un i.ncrermto de la ¡:ct.ercia a ¡:ii básil:oo y oo m ácichi. 

PooiblEJTEnte lo que está cx:urrierm se deba a las caract.erísticas alrarente ~del 

tejioo, que ocasime que el ¡R de la solucién est.é simb nrutraliZ.000 inpidierrl:l así dlservar 

les efectos diferenciales <El arestésico. 

Un puntn a evaluar acerca del f~ inhibitorio del trarnporte por licbcaína 

es el <E detenninar si el efecto es el resul ta:b de una accién tóxica sobre la célula ó si 

orurre caro una accién específica en la que solo se cmtim ~ ccrxiicicres fisiológicas 

sin lkvar a la rruerte celular. All"Q.Je existen di vera:xi rep;rtes en ~ se ha 00rmtmb 

que la licbcaína inhibe el lnnsporte ~ioo de prot.eíros de urn rrenera revemible, evalW!Dl 

el anterior planteanientn en ruestro !TDOOlo experinmt:al (2,15,28). 

lw rro.tl.taó:E favorecieren pcsitivmmte la segnJa alternativa. Mediante pruebas de 

reversibilidad, se da?OOtró que <Q.Jellas células azycs proceses de migracién pigrentaria habían 

sioo previrneite alteraó:l3 por licbcaína, ~ ru total ca¡ncicW <mptativa al ser 

elimim:b el anestésico del rra:lio de iraltn:iái, esta reversién se evaluó a la cxrcrntraciál 

de 25 ""'· 
Uoo de loo problams que se han tral:OO:l de resolver desde que se clcscubrló la al~ 

cién del l:rareporte ~:licio de proteíms m axi:n:s por arestffiiccs es el q.ie correspcnle al 

rrccanirno ele accién. 
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Se ha ¡:rquesto que el efe::to blcxµnbr ool inµtlro y el inhibi<i::lr del trart;porte 

intra:elular m axmcs rn.irales par arestésicoo, sen prooescs ro relacic:nacte. Mimti'W que 

se a::epta q.r el blcxµ:io del inµllm resulta de las interaccimes ool mestésicxi cm la ~ 

bnria, par otro lacb se plantea que la irhlbiciáJ del ~de oqi¡:neloo es a::nsea.im:ia 

de al tera::imes sdJre pro::cscs y org;nüoo intracelulares involu::nrl:Js m el fEfiJrero de 

~(2,4'.l). 

F.sta occién intracelular se ha descri. to m rrodeloo tales CXJ1D núsculo esqueléticxi 

(5), m chrle se ha enx:ntr.:m que la presercia oo lidx:aína ¡m:;xU:e a:nt:rax:imes 11U3CUlares 

pooiblffielte por la interaccién del f1irnoco cm el retículo sarcqilásmioo proi.Jcim:b mí 

una liberaciáJ y W1e1to de la activicEd oo calcio intracelular a un nivel tal que fuera 

CélJBZ oo acti. var la nn¡ul.nari.a rróti 1. 

A ¡mtir del ~l oo rerernrio de Ca++ que se le ha atribuíd:> al retículo ~~ 
micxi axanl. (21,63) y de loo !lltecellrt:es en ITÍErulo esquelétioo, se ha pn:p.est.o que lee 

anestésicoo locales bloq.¡ean el tnnsp:rte axan1 al ircmrmtar el Ca H intracelular libre,

interfiriend:> oo solo cm la fcsfarilaciái oxidativa, siro trntien cm el bin;porte intra

oelular (15, 4'.l, 47) •• 

Gereralrrmte loo rrecmisn:s que se han atribuícb a loo <rmtésicce, prin::i¡:alnmte se 

cmtrnn sdJre loo elermtoo involucrai::s directmmte CX11 la traml.ocacién, caro sen loo 

microüib.il.oo; oo tey eviclercim ~ de las alt:ernci.am que prodDen loo anestésicoo 

scbre loo eventoo regulatorioo que intervienen en la migra::ién pig¡e¡taria, simd:J par lo 

tanto ruestrce resultad:E oo loo prineroo 1eµn t:ab3 al reqiecto. 

loo e¡q¡eri.rrmtoo realizab; cm el fin de deterndmr el rrecani.lro de acciái de la 

Udx:aína, rrrotrorai que la iffiibicién de la migra:ién del pi~to prod.rra.l. prcd.Jcicb JXll' !:!> 

te anestésioo, se vió a ru vez bla:µxicB por las siguientes ccn:licimes: 

- Aw!n:ia de Na+ extracelular. 

- Alta ccn:entraciéJi de (',a H eictracelular 

- l'resEn:ia de Co ++ m el "6'.tio extracelular 

!.a explica:iá1 de estoo anp:irtanientoo dirije la atax:ién ha:ia la ¡xsibilicB:I de que 

el f"aroeco esté acb.Dn:b ro a un nivel intracelular caro se ha prquJSto para el caso del 

trarnporte axq¡lásmicxi, siro ocibru la 11U1brana de las células retinales, Las bases para esta 

CXJ'Eireraciái sen las siguimt.es : 

Se ha pl'"qJ.JCSto m fotnrwcqitorcs retirularro de la1gootiro (31, 23), que las~ 

tas n loo estínuloo lunirosoo que se nnnificstan cm trmimiento de loo r,rifi.tloo pl.wrntnrioo 

estfm rclacicn'rlE cm el potm::ial oo rrrnbrnna ele este ti¡xi de célulns,, De tal l1ll1Cl'EI qoo 
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m la presencia ele luz, se ¡ircxll:e t.n potEn:ial despolarizant.e q..e se ac:arµuia cm la 

mignciát ~tiva del piglmt:o. En la dEcurlclad por el cmtrario, se favorece \J1a 

hiperpolarizaciál Cf.E se trallle m la ~iát pigrmblria. 

Este tipo ele hipótesis tal sioo ru1µ da:lE 111!CliES1te el ntn!jo de ccn:licicrm de in

aia::iál de ti(lo : 1) ~laritmtes : cm ruiteína, susti.tu:iát de Na+ pcr K+ 6 por Li+ y 

el~iál cle loo niveles extra:elulares de N/. 2) Hiperpolarizmtes, CXJTD ocurre cm : 

SéW::ar<Ea, o aan:ia de Na+ y EUrertD de Ca++ extracelular ( 33). 

la lid:ica.ím al rrmtmer el pigrmtn ~ imita-d:l así el efectD de la luz, ros 

cxniJ:le a ~ \fil acciát s00re la rrmtiras similar a la proll:icn por la illlllim::iál, 

<JE cxnlJzca a la enUi:dl de Na+ extzmelular <JE estinula la ~iál del pigla!tv. FBta 

hip5teeis se caifirni> cunt> al el.imimr el Na+ del medio m p!'t!!l!!'cla del aiestésioo, ro se 

preel!lltD el efectn Cf.E este a¡plt.e tl.tn! scbre la migm::iát de loo gn'n.Uoo. F.ste raJ..l.a7.go 

mgiere varioo ~t.os : 1) El Na+ extraoelular es necesario para que se ITHlifiest.e el 

efectD. 2) Se d!mJestra q.E el fánmro ro time su sitio de oo:.ién a nivel intracelular, 

ya ~ El\ caao ocntrnrlo se ~ Cf.E se nmifestara el efecto árl m a.EEl'X!ia de te+. 

En estuii.oo real.izabJ por Frixi.<HJ(31, 33) sdlre fotanceptores ~llq¡art:iro, se 

dlm:str6 que la elevaciát de Ca++ o la presen:;ia de Co ++ en el nroio extra:elular favcrec81 

la agx'191ci{fi pigrmtaria ( estai:> de ~t.aciái a la d:Eo.lriclad) prqx:r¡j.enJ::ee para el caao 

del priJler iál, ftn:icres proivttirm de la resistada eléctrica' de la mootreni y m cxnie

run:ia 1.11a facilitaciái de la migm::iál a la pooiciál de ~fa:ién a la cbsariclad; ocn 

l"&P'Ct.o al Ce-++, loo estu:ii.oo de llleakly ( 83} le prqlCl'Bl ina f\n:iái prot.ectnra o de W¡ie

di!rmtD a la entndl de icrei Ca-++ al carpetir ¡xr el misTP caial. a traYés de la rreTtlrala 

plamática. 

En mbas sib.lacicres se favorece l.11 bloqte:i a la~ de ea* y ¡x:r;i.blmeit.e te+ 

extrncelular. 

Al ~lar lo !Wlterior a ruestro3 resultadJs, se ¡:uede inferir que 1a <n=iál pro

teclxra ele estui <bl icns sdlre la 81..{lerficie celular (tal vez ¡:or i..m estabilizacién) ,en tra 

fOO!ll inpide C1Je el !DEtésioo octiie scbre la 11'fllt:lrma, ro i!rl.x:iald:re así 1a entrara de Na+ 

extiooelular preVia a la irtúbicién del tralspJrt.e. 

En ocn:lwiál, pa\m:6 pl.mt.oor el slguimte nllCa1imn de accién para la liOOcaim. 

l. Al in::ltlarre 1ai células en presm:ia clel arestésioo, este entra en ca¡tnct:o cm. 
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la l1S1btula en fornn ¡:wlatina, lo cwl. explica la lenta ~icién del efecto 

1n1 wz <ilí, carpi te ¡xlr el iái Ca++- presB1te en les faefolípicb! de neitiraia 

desp!Blar:Dlo Y' ~ así w lu¡!¡ll' en \Il mbiente de int.emcciaies elec~ 

ticai (7, 26); este tipo de int:era::cicns eiqinierími y fluidificaría'! la nerbtma 

praU:ierm lil roipinúento de las int.eroc.cicns lípi<b-lípioo y/o lípicb-proteim 

(8), dicha alt.eraciái traerla cxm otl'llllQJ!R:ia lil !UIU'lto en la pernmbilicki 

hacia imes ext:emE , de loo ruales el Na+ es el l1IE ab.nDlte; la entraih ara11B1 

de este iái pro¡U:ir!a l.IB ~ ocrtociro..dtmit.e cm la respectiva ~la

rlzaciái de la neTtlrma (31). Se ha plql.JeBto <J.1e la elevaclái del Na+ citq>J.!s 

mico dispu'll la liberaclén de Ca++ a ¡mtir de les reeel'ttioo intrncelul.ares 

(3, !D, 81), de tal l1UEr6 que es pcsible que este fEri.m:n:> se ~ en pre 

an:ia del <n'Slléeioo. 

2. TalmOO en a.arta el ~l eµ¡ se le ha atritcloo al Ca++ en el fEri.m:n:> de 

migreclm p~taria en este y otros lll'.Xlelai e>cperinmtales en loo CJ.lll se ha 

plmt.eat> que la el!Mlciái de este catiái en el cit:qJl.ame clJr¡nt.e la ~taclén 

a la luz praU:e la di.s¡Jersim del p~tn (31, 33, 51), entm:iee se p..iede 

aEl.lllir que la libereclái de este catiái de ss alJTBce'm ¡xr el aJ1U1to ele la 

i.;tivicki int:rEP!lular ele Na+, di~ el pigrmto llÍ\ incl1EO en !l.EB'l:ia de luz 

F.stn ro orurre al eliminar el re++ extraoelular, de tal forne CJ.lll a pesar de que 

la lickxalna est.é al terarl> la penreebill<h:I de la nmtirma, ro existe re+ que .!!1 

tre a la célula y <Ee<haD'I!! el !K\terlcr prooeeo. ~ otro lado, rumm se ilt21 
que el ID!Stiisioo l.nteroociaie cm lee foofolípi<ts, ya aee estabilizinDJ.es en 

w iniái ocn el Ca+, medimte tna elevacién en la oarOllttru:im extrncelular de 

est.e catién, entxmes el efecto ~ar ecilre el~ se irhlbe deBde las 

~tmpnnis. 

El ~l que laB al teracimes iénic:as prodllen dmtro de la célula IÚl oo se OCllXUI 

totalnmte, anpi se la! prq:u:stn Jll'.ldifica:i<nlB Bcilre loo microtíbJl.es y alg.ras mzine3 

involl.ll'BIDl en la ~ién de la mignriái pigtmtaria (51). 

B. ~ltelio f>41¡mmrio Ret:inal de nm. 

En lo que m:¡iect:a a este segund> nodelo celular mplOOID, solo se tiEre aniclmimto 

de t11 reporte (77) en d:nle se trntñ de rqJroiclr la resp.¡est:a migratoria en el EPR tejo 
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tx:rrlicicries ~· 

O:nsiOOmrlJ que las irejares caidiciax:s µ:ira el estudio del ferimn> del trars¡xrte 

intzlloelular de JXU'ticulas SCl1 las q.ie prqxin:::icnin los sistmas aislad::e, ret.araooe en esta 

parte del tratajo dicm pr00l6!B,carncteri7.Efib el CXl!prtanimto migrat.arto así cam las 

ccn!iciCl'leS de :irntaciál que resul tarm fisiológicas al furdmaniento celular. 

~en loo estuli.os de !?cyder y Zai.raísl\f (77) sobre retinas aisl.aclas de raa, 

lqi;raroa reprodJ::ir la res¡u¡sta migratnria que caracteriza a las células del EP!l en el a'liJ1aJ. 

ínt:egro. Cm booe en est:ce rewltam, ~a estas céluloo pi~tarias cam lll po

tmcial sist.am eJ<pel'i.ne1tal para el estuti.o del f€!"Ó!eD ool tr.:rss¡x:rte intm::elular de ~ 

t!culae. 

Para que el sistam q¡erara eficimb!!e'lt.e c:ai lfil ruem reprab:ibilictid, se tuvieren 

tpJe reali=- lll grai rúrero de pruebE abal'C3'ÓEe desde los ~ de disecciái y aislanientD 

de la retina, detenninaclál oo las cxnückns ~laricbd del rredio, t.mperab.Jras y tim¡n¡ 

de in:UD::ién así cam loo (Xll'{rretn:s de aaltificiclén de la resp.¡esta fTliwatoria. 

La expc:eicién de las retinas aisladis a diferent.cs cxnlicicn!S ele illlllirocién (luz y 

chlruricbd) se ~ estar asociacb ccn el ITVVimiento de los gnTI.¡loo de pigle'lto a lo 

lazw de las prol~aei cit.qilásnicas int:erdigltadla mtre los segimtos extemE de loo 

fo~t.ores. similar al ootenicb en la nnt íntegro y repcrtaio ¡:<)[' varí.oo ~ (13, 19 

00). 

A partir ele las evi<in::ias dlt.aii.cbs y preie'ltadas en este trabajo, se ¡:uedm caclui.r 

1.11a serie de ¡:ultos : 

l. ~!t'lt.e cortes hist.ol®cm reallza:ts sdJre retiras aisl.aaE bajo difermt.es cxnliciCl'leS 

de illlllimclén, se ¡ulierm reprod.lcir las di.atrib.cicries difenreiales de loo e¡áruloo de 

pigrmto que se presmm en el a1inal intá:to. Por otro lal>, estas mi.mm cb3ervociaies 

mi indicaren Q.Je efü::tiV!flHlte, el pigrmto pre;mtó lll desplamniento irdlcid:J ¡xr la 

ilunina:ién parecicb al QJe se in:umlra m algtzm células pigtmtarias de retinas de ~ 

t.dJrab¡ y de teg.rrent.o de vert.ebr'.ó:E ( 37. 51) • 

2. Por !OOdio de este estullo hmm 11~ al l!Bltaúmimto furdrnal de estas célulw in '1_ 

tro on respecto a la mlgra::ién píg¡mt¡¡ria, hedn <µe ro se había derrrotro<h por otzm in

vcs~ (77). 

3. La preieria de la mlgra:ioo pigrmtnria en sistmas aisl.aó::.G iirleperdientarmte ele la pra 

del día, elim:in5 txxla pmibilidad oo Jntcrvm::ién circadiara, que en los anlirales inreg¡oo 
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es evidt.rite ( 19). 

Ccri tase en loo rerul tro:s ootrnidcs, pcxlrnm pensar que el rrovimiento pigrentarlo es 

de¡xniiente del rootabollsro, par lo nuv::s hacia la pooiciéri de !rl!¡)ta::iéri a la ohlcuricbd, lo 

cual se vió ~por la inhlbicié:n de la ~ié:n ool pigrent:o a-ite altas y bajff3 \:(m... 

perab.Jras ro fisiológicas, in:ixia y da!m a nivel retina!, EnX11trárd:ise loo gráruloo en ma 

pooiciái de ~ta::iéri a la luz aín 1lllellte de esta. De lo a-iterior se p.nle inferir <1Je la 

~fu es Ln pn:x:eoo altaimte o::nprnretioo que requiere ney pooiblarent.e de mergía para 

llevarne a cabo, siEn'.k:l la cl.i.sp?rsiúi el esta:b energético de repeso. En células de i.nverte

bracb; y en axr:rei aisl.ad:E, se ha dfJ!ostrm:> la int.ervencifu del rootabolisio oxicntivo co

ro U'l sistam indis¡xrnable para loo respecti.voo ferX'nun3 de ~ intracelular (l'.l, 

61, 62, 77). Es OOvio ccn;iclerar, la rocesicb:l de realizar estudioo adicicntles utilizarl> 

~t.es que altenn directarente el rootabolisro axicbti.vo, CCJTD SQ1 el ci!nJro, dinitroferol 

et.e (61, 77). 

Al dEervar loo llDVimientos pigrmtarioo, ¡µ¡rmt.erente CX11trolacbs p:ir loo est!nul.oo 

fóti.oo, cabría la pooibiliitid m cxnsi<Erar a estas células del EPR CCJTD efectores pigtmtarios 

indeperrlient.es, caro se ha prqJJCSto para sistmm de diferente naturaleza (33), de tal que 

ro existiera ll'Ediociái de tipo rervíooo o huroral en el mterior feróre-o, es decir, que 

las células del epitelio respcn:lieran "per se" a la eiqx:sicifu lunimsa. Ai.n?-ie ro rey dat.oo 

ta'! exta'Eoo =en otros rrodeloo celulares (33,84), tal parece <1Je las células pig¡mtarias 

de retina de ra1B, ro octiian <XllD unichies ~entes, siro que distrill.\Yen su pigre¡t:o 

de nmem difenn:ial tajo rrecmimm án ro totalnmte an::cici:J6, Se ha prq:ur.sto que loo 

fot:aTe:x;ptores, pooiblmmte ¡xir una occirn de ac:qilaniento cm las células pigrmtari<E 

liberm vi tanina A o di verses icnes que podría-i entrar m juego en este ferirlem, ( 49) , 

F.ste tipo de cxmideracicnes en parte están de aa.ierOO CX11 algtzias de ruestras cbser'

vacicries, en cttrle se rotó cµe a:¡uelloo tejidcs m loo que occicB\talrrmte se separó el EPR 

de las dmés ~ celulures, ro present:aban aÚ1 tajo ccn:lici(D)S de ct.scuricEd la retracciái 

del pigrmto CXJTI) rornnlnmte ocurriría, EnXlltrárd:Ee este tnt:alrrmte dii:;iérso. 

A pesar de ro haber clooificOO::> esquamticarente en Ln Eplrtab la carncterizaciál 

iéfiica de la r.tigra::ié:n pigT01taria m este nndelo, ya que fue esb.rli.ada a la par CXl1 la ~ 

tig¡iciái del r:a::misro de occiúi de la licbcaína, m esta seccifu <l'lalizarmcs el sig¡Uf'iam 

fuicicntl de la eviclcnciff3 iénicas cbli.llid'"IS, a fin de elocidar el rrecanimo regulatnrio del 
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del irovimiento pigleltario. U1a vez OOch> esto, discutirercs el efecto del anestésioo sdlre 

elf~. 

Loo resul ta:hl ootenicb> al estlrliar el erecto de la CXJ11XSicién ae"· iCJ1eS ~ ~ OEdiO' 
e - . . . . ' ._ --

sdJre las células del EPR, indic:m que la migracién pigleltaria se en::ueritra af~ p0r el 

cmtenicb de a.Jgun:s iooes a nivel extra:elular y ¡x:siblerent.e intracelliJ;:. ~i1r ~jffir. 
plo, m:x:ntrara; ci:s tip:s de ardicicres ~es que favorecieren ya· sea: la. di~cñ. ó 

la ~ál. del pigrmto OOTC a cx:ntin.Eciá'l se presBlta : -.. -~~ó .- _,. ;;-

1). Qniiciae> ¡rrwotorw de la ~ál . 2lfo:C; i 
"·-;o A... Na+ - _•_:_,_ ~-·,: !-::~ ... ~.· :-_>_"-•T--

ML.E:«:::UJ¿,u U:: '.~} ·-

Prestn:ia oo ra++ a uia cxnxntraciát por am.oo-~:·:i~·-;;;;])(~)'~~~~~-~- ---- -.-·-:o-

2) Q:nlicicres clisper.xl1t.es (icres extnre!ula!'es.Yf~)··.·· 
- El~én de Na+ 

- Ai.&n;ia de Ca t+ 

- Cafeím 5 nM 

- Icn5foro A-23187 

- ()JaOOína o .1 rrf.! 

Se ha visto que las migra::iaies pigleltarias retinales en artrqx:d::s, se SDJentran !_'e 

laclcmdas ocri loo poterciales de nmbrma <E estm células (23,136), de tal nmera que loo 

esta:hl de ad9p1:a::ién a la luz se OJITillacicran cm re:;p.lf!Staa de tipo despolarizmte mientra> 

que m la ctEcuricB:l ClCUm! lo o:ntrario. Ai.nµl ro existaJ esWdioo m n:11a m ck:nle se ana

licm pote!X:iales· de !lB1brara cm respecto a la migra:ién piglelmria, oamderarcs dada la 

simili tu:l de las resp.iesta migratoria por carlicicres iénica>, un oorpartaniento CXJIÚ'l entre 

loo fotomlcep1nres de crustáceo ( 33) y las célulm del El'll de la raia. 

la pr'eSEreia de an:entraciam elcvalas oo Na+ extrnrelular y de watclna, induc81 

una mtnrll arornel de Na+ al ci tqJl<Pm prod¡cien:b t.cxai aquellas alt.eracicries CJlE traen 

carv cx:niecuercla la d!spersién pigrmtaria. Existe un estu:lio clcrlOO se drnuestra la exis~ 

cia de una A'l'P<f>a Na+ /K + eloctrogénica localizara ~calnrot.e m las células ool EPR, que es 

~ de irWcir una despolarizaciál m prese-cia de cwOOím (53). 

En loo aEOO de faltn de Na\ pre9n:ia de Cot+ y Cat+ a una ccn::mtrnciál elevacb, m 

cknde se estiJTula una resp.iesta hiper¡:olarizmte, se ernientra urn prc.m::.cién a 1n affiptncién 
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a la cOOcuricW. Fl::r otn:i lalo se p.ICU! pcrs:ir que la ausencia de Na+ dircctarente ~ 

la hipcrpolarimcién q.ie es urn a::ndicién rn'eSaria para el estínulo de la agregaciái pimrei~ 

ria, y por otro, la presencia de c.t se ha pl.artca:b t.erer un efecto de incrorfflto en la resi~ 

reda eléctrica de la nutbra-a (32), lo que trae caro ~ia una disnirrucién en el paso 

de icn!S cxtta:cluJarm al citq:llnsm; el efecto del Co++ sería el mimo ant.es prop.iesto. 

De esta; p.r1tcs se p..JCdc rotar que el Na+ jlll."ga un inpartante ~l en la ~ién 
de estro or¡mnelm, y coircidierdo CU1 les resul tacl:6 cbtmiclos c:oo los fotornx:eptores de 

crustiiceo. 

En rumto al ef"ectD inhibicbr de la a:laptacién a la ctsruridad d:servaOO en ausencia de 

Ca++ extracelu.lar lo p:iOOn::s explicar a::rniderando una al teracién de la estabilidad. de la 

rrarbrana. El ut se ha prq::uesto en cuancb rren:s 4 furciaies de la rrarbrnna : 1) Es re

qt.Cricb rara la estroilicW eléctrica (26). 2) el influjo re c.,++ ccntrfü.¡ye ¡:arcialnmt:e a 

la corriente hacia acH!tro del poterdal de acciéu. 3) El Ca++ es recesario paro acq¡lar loo 

evmtoo eloctrioos oo la llB!braa ccn otras respuestas f'isioléigicas de la célula (2,5,20) 

4) El Ca++ intrncP...lul.ar p.ied? regular la pemeebilidad de la neTbrana celular paro icns y 

par-d oolutoo rx.utrr.6 ( 43, 00) • 

De esta ITB!"era, ¡x:OOJoo prqx:ner que al eliminar este ién extracelular, µiede presm\B.!: 
se <bs ti.pes de alteraclaies : 

a) Al disniruir la activic.W de este catién , el Ca++ unioo a loo fosfollpi<bs, (el cual está 

m €Q.Iilibrio cm el presente extrncelul.arnmte) se separa de rus sitioa de unién por efecto 

del c:rnbio en el g¡:mimte re tal rrerera que ae desestabiliza la llOlbrma ccn m aurmto en 

la penreebilidad y ¡:e-mi titnX> que icres caro el Na+ entrm a la célula y disparen las mi~ 

cienes pigrmtm-iffi, 

Admís de cst.as ctservocimes, se ha pooll.tlacb por otn:v investiga:bres la prescn::ia de 

fi.rr:imes regu.latr:rias de la ndgrocién pig¡nent:aria por efecto de variflCimes en las acti.vich:les 

iáiicm m el ci tqil.!'6-:n, F.xistm refercn:ias sctire célulns retira les de crustáceo y oo tC@.1118!! 

to oo algi.~rs V<>.rt.cir<d:xi, m d.1100 loo est.ínulo;; lu!ill10000 se han axciocb cxn irourentctl 

m la cxn:mtnv::im :...ritiu:clttlar ele Ca+t (9,33,611) y c.b Na+ (3). Sin cnh"lrgO estcs crnporta 

mimta; ro sm del '.lxk:> t1nifon1es m taro loo rocxkilcs cxn:x:icm, ya qw mimtra.s que la in

ab.cifo en soh.::icr~ cm al ta o:n::mtnr.ifu d.• ea t-t irtlnl la diL<¡x=ién ool pig¡rcnto m el 

rrelroSforo ck' 1-.n'.l ::o), par otro lad:J, rote mtlm m rcq..K!rioo ~u"'a la ~ión del 
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pigrento en el EPR de este anirral ('n). Crntnl!'imxnte a lo espcrab, se m:cntró 

que al elevar el Ca++ del rrcdi.o e in::ut:m· tajo estas CCJ'ld.icicnes al F.PR, ro se ind.Jjo el 

efecto dispersan te OOservai:b antcriomer-.e m la piel de raro ( 59) , siro ~ la p:sicién 

del pigrento se vió favort!cicla al esta±l de adapt:xién a la obsruricbd,. Similammte ccrt 

rrelan5forcs de iguana se ha c:OOervaili <;U? la clcficim:ia re Ca++ m el m:xlio e>:tnr:clul!lr 

prorueve la agregacién del pigrento mie:tros que en rucstro sisterri pro:luce um rmrcada 

in.'úbicién de la rrúgracién pigrart:aria, oo:wt::ab ramien pcr Sny-Jcr y 7.admaisJ.;y (TI). 

Caro se µJede notar, la variabilicW de ~ras migratorias iJTpcsibilit.a al 

planten- ruadroo empara ti voo totales s:tre les evmtm involocr'1d:s en la reg.ila:ién del 

rrovimient:o p~o. Sin rnbargo, si <'.ll1ali= los mt.eccdcnres de la depcn:le!'.cia ió

nica oo la migrreién en las células rotL'"lliares de lar1gcst:iro de río y la 001parmcs cm los 

resulta:i:s obtenidoo en este seguncb m:xlelo, (XÓJlOl rotar ¡ar{mltrcs carunes que fa:;ilitan 

la inteqiretación de les clatal, sdlre too:> porque el princr sistffia celular ha sicb lll-0' 

estudi.a:b, eicistimb una al.un::lante literatura q.ie ¡xxlrnre ext:rrµilar en un rraneJto ctkb al 

anillsis del EPR de rana. En este sentid:> ¡xxlmm estructurar el siguiente in:xlelo : 

Si partim:s del hecho de que um octivicbd rurenum oo ea* en el citcpl.asla prarueve 

la disrernién del pi!')'Tmto a la ¡xsicién del estn::b de adapt;.cién a la luz m las células 

retin.llares (81), poderos explicar el efecto chselvncb en pre;e'lCia de cafeína, la o.ia1 esE
nulo un estaOO oo dispersién pig¡rentaria m la ci=lricbd ( 17) •. Esta droga actíia prchlbl13J?:O 

te sdJre les reservorioo intra:elulares de Ca++ liberáncblo y por lo tanto auimtarm su 

activicb:l en el citcpl.asm, sinul.ando así un pro:eso que pooiblmmte oo.nY'e en presmcia ele 

la luz. 

Uro. emrat.egia nas específica utilizada paro apoyaI' la anterior hipótesis, se realiz.6 

ccn el icrófaro ¡:era Ca++ A-231f!7, un agmte que permite la entrada de este catiái de nmera 

selectiva (33,70); loo resultad::s obtenidoo están de acucrcb cm lo prcµ¡esixl, ya cpe la in~ 

raccián de las células ccn esta sustancia en la ci:Ecuricl:ld, prociljo una:nportuniento imitativo 

a la presm::ia de la luz, cm la característica dispersión del p~mto. 

Si cx:nsicX!rarre las caiclusiaies prcµ¡estm J'.W"l el L:!ngo3tiro de río, en OOtil se 

sugirió que la elevación de Ca++ ci tcpl.ás:üco cin'3l'lte la ru:bptnci{n a la luz µJede ser ccr:::e 
a.iencia ele un aI.lllllto previo en la activid1d de Na+ inte1ra (3), entrnces p::xlen:::a explicnr el 

efecto inhibitorio de la ~cién ¡Ylr ru'.lbaí!n y 001 N./ ex1rocelt!l.ar elevad:>, 

fu esta rranera, cai b.'lSC en lm r=ilta:hl de rucstrcs experi.lrentcs, así caro de la 



80 

infornaciái ya existrnte al respecto, pocbroo plantear loo ¡x:isibles eventoo iáii.coo que se 

lleven a cabo en loo difermt.es establ ele adaptaclén en el mt de rma. 

Lo que ¡:e q¡a e100 es lo siguiente : 

D.innte el estab de ~ta::ién a la luz, loo estínuloo fóticoo protLll!l/ffi el paoo de 

Na+ hoc.ia el interior de la célula, prcbablarente COlD ~talo de cart>ics des¡:xilari.z.antes 

y ele la pernmbilicbl ele la 11B1tlrnna. La elevacién de este ién m el ci tqilasra proll:iria 

una liberaciái de Ca++ de loo reser.ioriw int:em:s(gr(n.¡J.oo de pigTalto o retírulo ~IÉ!! 
mioo) (65), de fon:o similar al ferármo c:hle1"<W en ~9103 CXJTD Aplysia y Euhadro 

o.zyoo gr{n.Ucs pigiuitarioo t:iE!'El1 t.n cxntmioo rico e:i Ca++ el cual es libera:b CCJTD 

rewlt.<W de tna fotamrcién (41). Lha vez in:rete1takl este ién, se proir::ir!iri alterac!.o 

l1l!S intracelulares relocicnrtE intinmmte cai la dispersién del pi.grento de estas células. 

Par el cartrario, d.l!mte el estad> de adlptaciál a la OOicuridad , se en::uentra una 

polariza::.ién de la OB1tJrae y por lo tmto tm blcxµio al ¡:eso de imes al ci tqJlasia. Se 

OOservarfa OOicirnalJie1te un ~t.acién ele Ca++ ci t:qllásnioo por los alJror:::mzs introcelulares 

disnin\yerm así w acti viwc 001D iái libre y favorecierrl:> así la agregpciá\ pigle1taria-. 

pi cuant.o a los sis+..eias que se l'Ctivan una vez que a.Jlllnta o dimti.ruye el ca++ cito

plásnico, y que estál invo~ en la trmslcx:a::ién graul.ar, se cxnx:e nuy ¡xx:o, y loo 

datoo que existm sm in tmto in:xn3ist.entes ya que mi91tnls que en el EPR de peces ( teleosto) 

se ha ¡:.n:piesto a loo microtíi:uloo y microfilareitoo intinaoonte involocracbs en el rrovi

mient.o gr¡n.¡lar (12,13), m la noyoria de otrm especies tales caro él'llfibioo, rqitiles, 

aves e llx:luso prinotes, solo se m:uentrm fil.aia\too de 100 ~ int.eraccicnnl:l clirectamn-

te <Xl'I este tipo cle OI"!?flll!lCE, ~ microbb.tl.oo a¡>,regacXs solo e:i la porcién OOsal de 

esta; células ( 54) , 

Sin rnhlrgo pxlercs inferir in acq::i1'I!lient.o arnÚl.ioo EIJtre los rrecmi.STU3 iérti.coo de 

regüa;ién y loo elmert:oo del ci toesq.Jcleto en estre células. 

Se ruede ¡:umr ~loo estudioo de~ y [).Jbin (54) ~la luz activa procesoo 

deprnlimtes de fillm!ntoo de octi.ro pooiblrnmte \ajo interr.a:ién actina-miosira que~ 

ciam la fuerza rn:esaria para la trmslocacién ele loo gráruloo de pigiuito, • Tarm:b en 

cxn;iderncién la disp.:Eicién axial de loo fil11Tmtoo de actina, es pooible pernar que loo 

grii1uloo sm dcsplaza:ks de in sitio de intera::cién a otroo nos distmtes, de tru nmcra que 

se dispersro en lm prolagrlcnes ilJicales. 

Dcbl<b a que las lnternccicnes act:Jn>.mieflim parecen estat' activadas por niveles 
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elevah> de Ca++ introoelul.ar (18), ah? pensar qw la. lliz alprod.x:~ el auíelto de Na+ ci 

t.q>lásni.oo y p:ir talto oo ea +t, estinu!.a este ti¡:o. ~ in~CJ'eS prqxreiénT.:b así _; · 

fuerza notrlz,. 

Para ex¡Slicar el ircvimiento fa:ili tab de les grántl.oo por las prol~aies apic:ales 

en d:n:le se i=uentra t1111 ci tq:il=ra q.e irl\'Olucra la tcién eitrecruzada de filarmtos de ~ 

tira y la natriz cit.q>lásni.ca, p:xlmre a:i:µtar la icm ~ ¡xir Ta;ylor y Cco:leelis (78) 

quimes prqu;iercn que la elevacién re fu...., libre intem:J, inhibe las interacciaies entre 

filalmtos oo actira penni timcb de esta farra, t.m. tnirelocacién facili t.ada ele los gránulcs 

de pigtmto t.m. vez disperno, quiza a.!g.rn sei'iill distinta alt;erara estas int.eracciaies acti

na-micsira de tal nmera que se p.ie<Bn :-mte:er los gr{n!lcs en el estaOO disperso CCfl un 

minino de ~eito Erergéticoo. 

Clarl:l se oolocan las células ai :..a dsalridad oo..irri.rla m fená:ero q:iuesto, 

l.cB reservori.oo introoelulares ~':al al ea++ y clisnircyen su actividad citqllásni.ca, 

y por otro la1:> la bartla de Na+ /K + se m:ar¡;a oo equilibrar la cantidad de fl¡/ intracelular 

prqiorcicrmcb así el <llilimte prqiicio ¡:a.-a loo OOrás evmtos. Es ¡xisible que se inciJzca 

una OOial. inhibí taria del mtrecruzanien-::o de les fil.ir.entes de actina sin intervm::ién de 

la CCfltracciái actira-rnicsina, ¡x:eibler.e:~ tm elev--a:ién de AMPc es la re;¡::a¡sable ele esra 
funcién (14). F.sto permitiría la poot:er:.::r trmsloca:ién de la:i gránuloo. la dis¡:ooicién de 

los microtfu.üos en la parte basal de la célula, pcsiblfr.e1t.e rurple una t\.n:ié.n de arclaje 

y de calal para loo grárul.cs provenientes re la z.cm ¡;pical, de tal nmera q.X! estos organeloo 

pue<En ser c!irigicm al~ celular. 

En OJanto al efecto OC6ervaOO en ~ia de lld:caira, 1as res¡:uestas oot.enidas 

fuero\ similares a aq.¡ellas registractis ¡:e..""3. el caso del langootiro ele río, caro fuero\ : 

l. Se mcrntro que la licbcaína :n« fue ~ ele irribir ele nanera revernible el IIDllirni~ 

to inlrarelular del pigrelto hocia la pcs::.:Ji de ad3p-.zcién a la obscuM.dad rras ro en la luz. 

2. Dich:J efecto fue dcpailient.e de la ~ia de rá~ e:xtrocclular, en d:nde la ausi.n::is 

de este protegió a las célulm cr la acciér. ~este fá~. 

3. fullldioo CCfl el N</, Co ++ y Ca++ sci:lr\' :oo proceses de ad:lptacién en presin::ia 001 arest! 

sloo, lniicarm que el pcsible sitio de xc:á1 oo la Ud:ca.Íra, tal = se prcp.iso para lm

gootino de río, es sd:ire el plasialcr:a. 

Investig¡n:b si este anestésico pro:U:ía un efec-:o parecicb al ol:servOO::i cx:n ruestro 

• 
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anterior rrodelo, se estu:tiarcn loo evmt:oo involu::rai:G en loo proceses de ~t.acién en 

presencia del anestésico. 

Inicialneite se prdlarrn las ccn::entr-aclc:res a las que se había en:xntxacb m les fo~ 

In'Ceptorcs de 1.aiga;tiro loo efect.oo ya ccnJCid::s (001. de 19 y 251fl'I). Sin E!itJargo estm 

niveles de larnaco prcxi.Jjercn rrarcadas lesicnes sobre la retina cxn desprerrlimierrto y ~ 

cién del EPR perdienó:J tDt.alJTelte = furcicnes; firo.lnmte se detennin:S la o:n::aitrncién de 

5 nM COTD la adea.a:B para loo estu:tioo. 

F.sta lisis del tejicb retina! la pocim:::a explicar porque en el caso del EPR, este se 

era.ientm tDtalJTrnte ex¡:JJeStn a la acciáJ del larnaco ya que ro existen las barreras difuslp 

na.les que caracterizan a loo talles OOJlare3 del langa;tino. En cuanto a la accién des~ 

va del anestésico, se ha1 reportocb 3 tipoo de efect.oo sobrc la neTiJnnl celular (75) : 

1) Lm acciáJ protectora, 2) Una accién de prolisis y 3) lD1B lítica. Esta últina se presE11ta 

a cx:n::mtracicnes Altas del larnaco, la prirrera a bajas ccn::entracicnes y en la prelisis 

COITeSpCnje a un estab int.enredio entre las cb3, en cb1de la célula se hace l1l.IY perneable 

a imes pero ro a proteínas (75) ro destnzyenó:Jse y ccrservarm así la fln:iaialidad celular. 

De lo anterior se ~ cmsiderar que la ccn::entracién efectiva sobre la rrrniJnn3 re las 

células del EPR a 19 y 25JM eran tan altns que entraban dmtro de las uros líticas ccn loo 

respectivoo resul.mm; crnparancb esto cxn loo talloo cx:ulares del lan&U3'tiro,¡xxleroo ~ 

que las barreras difüsic:mles que se 61CUefllran m el tallo cx:ular de estoo anirrales disni.r!:! 
ye i.nportantmente la ccn::entracién del anestésico que entro en cxnta:tD cxn las células, CC!! 

trariE1TB1te a lo que ocurre en las cqias oculares de rana en cl:nJe estas tmTeras eo- rnínirras 

Parece ser que la ccn::entrncién re 5 nM se sitID cHitro del nqp de prelisis, en cirde pooi .. 

blermte se estinula un Bll!Hlto del paso de icnes al ci tq:ilasm 

F.s evicHite / la inportancia oo estai cteerva:icnes, si se 001Sidera que el nivel ~ti.co 

de este agente está pcr arriba del utilimcb en este estudio. 

El efcctD presmt.'lcb por el fárnaco, solo fue evidmte hacia el estab de aw¡:rta:iáJ 

a la obscuridocl y de rranera reversible a la ccncmtra:ién da 5 rrM pero ro de 25 y !1l nfol. 

la reversibilidad rel cfectD, cxnfimó que la accién del anestésico ro es la res¡:uesta 

a lesimes que las célull:is hubieran sufricb al entrar en cm tacto cxn el agente, siro rrre bim 

a carbioo pooiblermte de tipo ifuico en el ci tqilasm 1que trae caro res.il ta:b la dispersién 

del pi"'1UJto. las células se ~ cxn el solo lavacb del arestésj.co del rredlo de in

Cl.hlciáJ. 
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UJarrlJ se investigó el OCJllXlrla11imt.6 del ara;té;iCó en presmcia de cliferent.es 

cm:licicnes de in::uOOciái, se oaierv6 que la ~ia o éllJSEflCia de Na+, det:ennin5 que se 

rrmifestara o m el efecto dispersor del pi~t.O en lil'c:OO:uridad. 

Por otro la:b, cm:iiciaies hiperµ:>larizanten::aro' ocurre cru CQ'lCe'ltraciooes elevadas 

de Ca++ extracelular o presencia ele Q) ++ favonrlercn .la· pooicién del pigrento a nivel ba

sal ( agregaOO) • 

Cm tase a loo rerul tacbs enx:ritra±s en preserx:ia y ausm cia del anestésioo, pode

llOl plantear, que el anestésioo altera de alguna fornn el intercart>io iénico en la frentero 
+ 

ele la célula, de tal rranera que prociJce un arornal influjo ele Na que trae caro Ccr1SeCUe11Cia 

un desequilibrio interno oo solo electroqufmioo sim tmbim rretabólioo, que se refleja = 
la inhibicién de loo proceocs oornel.es de ~t.acién. F.sta ccrclusié:ri se det:erminS al ob-' 

servar que el ancstésioo m é!LSEn::ia oo Na+ oo ejercía efecto algn:), lo OJal irrlicó que sus 

sitio blanco oo se localiza dentro de la célula, sirglrobablarente sobre la rrarbrana. 

la estab:ilizreié:ri de la rrrntirarn cru Co ++ y Ca++ caro antes se planteó, blltÍiien blcqieó 

el efecto oo lidccaím, y se explim porque al iocroralt.arse la fuerza electn:státim mtre 

el 001plejo de .fosfolípicb-Ca ++ -foofolípifo aurenta la resistercla eléctrica anulancb el 

efecto del anestésico caro un agente estiJrulante de la entrada de Na+ 

Aurqoe oo existen nas mtcs m la lit.entura acerca del carportmdento del Effi, las 

resµ¡estas q.e estas células presentarm m este estudio hacia las diferentes ccndicimes de 

irnlbacién (Ié:riims y ccri licbcaína), n:s irdJcen a pensar una serie de even~~irni1a~ 

a los que se han planteacb para el mso del l.angcstino de río, dada la sirnili tud de 

resµ¡esta mire éllbcG sistmns, pn::p:nien:b os! un ferimenaje tiflo gereral sobre la naibrana 
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IX. CONCLUSIONES 

t.m. vez aralizacm aitx:s m:xlelcs p:OOrm a:rcluir-lo siguimte : 

l. Parece ser Q.E les rrecaúsim regulat:Dries del trarsp:Jrte introcelular ele grá'ul.cs de 

pigrento, ~ LD1 esquero ccr.úi m les evmtos involocroda; m las diferentes 

células in:lepenlientmmte de su ratlJra.leza y fln:iéri, a:n pequeias variaciti"m 
+ ' - .·- .'-,-, 

según las CS?Jeies referidas y m ánle el Na pn-ece jugpr LD1 inplrtante papel. En est.e 
+:«::·· ' .. ··. 

senticb, anlicic:nes de i.nculn:ifu Q.E prcrl.icen LD1 wrento m la act!.vidad_ de Na __ ci~ -·-
plfisnico trues caro al to Na+ eictracelular, ruiOO!na, etc. , prodC6l ll1 ~mto ~>:" -

·--~~..=-:-;':: '- -:-, ; ___ -

les grórlüoo hacia el estak:> de ad3ptaciéri a la luz, mi.EJ'ltras que cxnucimes que ti!f1 _. 

dm a blo:µm- la entrada de !ti+ = SCll por ejmplo, solu::icres sin Na+, al to Ca++ y 

presercia de Co ++ favorecm el llD'limimto pigrmtario hacia la p:lGiciéri de adaptacléri a 

la cOOcuridld. 

2. La li<:bcaíra a ccrce:ltracicns p:r debajo de la Utiliza'.las m la clínica ¡:ara blcq..iear 

la carlxciéri del estínulo, prcd.ce drmáticas al teracicres m les procesoo de trms¡:orte 

intracelular oo org¡reles a1 les rn:re1es celulares mpleacm, l~ podría en m JIO

mento cUb ccmidernrse (intefl¡retarse)caro alterncicnes a1 les procesos fisiolégiccs 

y bioquímiocs QJI'! oo..irren a1 el orgaUmo de ¡q.ielles in:li vid.o3 a loe que se les 

actninistra dicm anestésico. 

3. Medi<11te loo diferentes estudies cai el E11eStésico a1 ¡Jl'llSEn:ia y aJSErcla de Na+, _se 

cax:ltzye que este ejerce su ef~to irjli.bió:lr del t:rmspcrt.e de g¡fntloe específi<:aJl!! 

te sdJre la rrrnbrana, i.rrlJcierd> al teracicnes m la pemeabilicb:! de la misia y la 

entram oo Na+ CJU? di&-para a su vra. la dispersiérl pigTmtaria. 

4. La res¡uesta ooteru.d:! al evaluar el fen'.mn:l de migrociéri piglmtaria en el EPR aisla:b 

de rma, tmn a este sistara espccial'1E!lte atnictivo para cxnsiclernrlo caro LD1 ruen 
rrrxlelo celular para el estlrlio del f~ de trons¡xrte introcelular de partíatlas 

azalo a lm diversa; vmtajas que prqxirciITT:I. 
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